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Wykaz skrétéw

HAI - Hospital acquired infection — zakazenie nabyte w szpitalu

TSST1 - Toxic Shock Syndrome Toxin 1, toksyna wstrzgsu toksycznego 1

ETA - toksyna epidermolityczna

SSSS - staphylococcal scaled skin syndrome, zespot oparzonej skory

PBPs — penicillin binding proteins, biatka wigzace penicyline

MSSA — metycillin sensitive S. aureus, gronkowce ztociste metycylinowrazliwe
MRSA — metycillin resistance S. aureus, gronkowce ztociste metycylinooporne
MSCNS — metycillin sensitive coagulase negative Staphylococcus, gronkowce
koagulazo-ujemne metycylinowrazliwe

MRCNS — metycillin resistance coagulase negative Staphylococcus, gronkowce
koagulazo-ujemne metycylinooporne

MOF, NWN — multiple organ failure, niewydolnos¢ wielonarzadowa

MLN — mesentric lymph-node, krezkowy wezet chtonny

GALT —gut associated lymphoid tissue, tkanka limfatyczna przewodu pokarmowego
FAE — follicle-associated epithelium, nabtonek grudek chtonnych

PFGE - pulsed field gel electrophoresis, elektroforeza w zmiennym polu
elektrycznym

RFLP — restriction fragment lenght polymorphism, polimorfizm dtugosci fragmentow
restrykcyjnych

CLOS - Centrum Leczenia Oparzen w Siemianowicach Slaskich

OLO - Oddziat Leczenia Oparzen

P — Oddziat Leczenia Oparzen Polsko-Amerykanskiego Instytutu Pediatrii

w Krakowie

Rd — Oddziat Leczenia Oparzen i Chirurgii Plastycznej szpitala im. Rydygiera

w Krakowie

ATCC — American Type Culture Collection, Amerykanska Kolekcja Mikroorganizméw
TSB — Tryptic Soy Broth, bulion trzustkowo-sojowy

BHI — Brain Heart Infusion, bulion z wyciggiem z mézgu cielecego i serca wotowego
LB — Lowry-Broth, bulion Lowry

CF — clumping factor, czynnik CF (koagulaza zwigzana)

NOV — nowobiocyna



MET — metycylina

NCCLS — National Committee for Clinical Labolatory Standards

E — erytromycyna

DA — klindamycyna

SXT — kotrimoksazol

CIP — ciprofloksacyna

GE — gentamycyna

VA — wankomacyna

TEC — teikoplanina

MUP — mupirocyna

RA — ryfampicyna

FD — kwas fusydynowy

TBE — Tris — boric acid-EDTA buffer, bufor Tris-kwas borowy

TAE — Tris — acetate — EDTA, bufor Tris-kwas octowy

PBS — phosphate-buffered saline, buforowany roztwor soli fizjologicznej
DMEM — Dulbecco’s Modified Eagle Media

DTS - podfoze hodowlane bez antybiotykow, DMEM —Transferyna- Selenin sodu
FCS - Foetal Calf Serum, ptodowa surowica cieleca

HBSS — Hanks Balanced Salt Solution

EGF — epidermal growth factor, epidermalny czynnik wzrostowy

CFU — colony forming units

OD - optical density

RT-PCR — Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction, odwrotnie
transkrybowana polimerazowa reakcja tancuchowa

MDB — Membrane Desalting Buffer

DEPC — diethyl pyrocarbonate

DTT - 1,4-Dithio-DL-threitol

PCR - Polymerase Chain Reaction, polimerazowa reakcja tancuchowa
RT — Reverse Transcriptase, odwrotna transkrypcja

TNF — tumor necrosis factor, czynnik martwicy nowotworéw

MT — S. aureus mutant (10832) z ATCC

WT — S. aureus, typ dziki (25932) z ATCC

S1400 — Salmonella enteritidis z kolekcji Kellog Laboratory

SE — Staphylococcus epidermidis



SH — Staphylococcus hominis

R —rana
K — krew
O — odbyt

R-K-O - rana-krew-odbyt

R-K — rana-krew

K-O — krew-odbyt

K; (R K) — szczep wyizolowany z rany jest niespokrewniony ze szczepem
wyizolowanym z krwi, sg r6zne pod wzgledem genotypowym

Ki (R=K) szczepy wyizolowane z rany i krwi sg identyczne pod wzgledem
genotypowym

0 — oporny

w — wrazliwy

sw — Sredniowrazliwy

NB — nie badano

CC — confluent cells, stadium w hodowli komérkowej, w ktérym komorki stykajq sie
ze sobg btonami komoérkowymi i nastepuje agregacja komorkowa

PC — postconfluent cells, stadium w hodowli komorkowej, w ktorym komorki sg po
stadium CC (“confluent cells”)

PDGF — platelet-derived growth factor, ptytkopochodny czynnik wzrostu

FGF — fibroblast growth factor, czynniki wzrostowy fibroblastow

TGF — Transforming growth factor, transformujacy czynnik wzrostowy

GM-CSF — granulocyte macrophage-colony stimulation factor, czynnik tworzenia
granulocytéw i makrofagow

M-CSF — macrophage-colony stimulation factor , czynnik tworzenia kolonii
makrofagow

G-CSF — granulocute-colony stimulation factor, czynnik tworzenia kolonii
granulocytéw

VEGF - vascular endothelial growth factor, srédbtonkowy czynnik wzrostowy
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1.1 Zakazenia szpitalne

Zakazenia szpitalne sg bardzo powaznym problemem wspétczesnej medycyny.
Pacjenci podlegajacy hospitalizacji sg narazeni na szereg czynnikow
chorobotwérczych wystepujacych w srodowisku szpitalnym. W zwigzku z tym,
pojawiajg sie dalsze komplikacje wynikajace z dodatkowego zakazenia, ktore
powoduje przedtuzenie leczenia i pobytu chorego w szpitalu (zwlaszcza na
oddziatach intensywnej terapii), zbedne cierpienie, a takze w najciezszych
przypadkach nawet utrate zycia. Postepujacy rozwéj medycyny stwarza szereg
potencjalnych zagrozen, poprzez zwiekszenie zakresu i rozlegtosci zabiegow
chirurgicznych, transplantacjg narzadoéw, wszczepianiem implantdw wprowadzenie
coraz bardziej inwazyjnych metod diagnostycznych oraz stosowanie do badan

i zabiegow trudnej do wyjatowienia aparatury majacej bezposredni kontakt z jatowymi
tkankami chorego. Dodatkowym problemem jest szerokie stosowanie
antybiotykoterapii, ktora indukuje selekcje szczepow opornych na leki, mogacych
zdominowac srodowisko szpitalne (30, 94).

Pierwszym, ktéry podat dajaca sie praktycznie zastosowaé definicje byt Lowbury
(88), ktéry w 1981 roku zdefiniowat zakazenie szpitalne nastepujaco: “Zakazenie
zwigzane z pobytem chorego w szpitalu, ktére powstaje lub rozwija sie w trakcie
pobytu chorego w szpitalu (lub po opuszczeniu przezen szpitala), rozpoznane
klinicznie i potwierdzone laboratoryjnie jest zakazeniem szpitalnym niezaleznie od
tego czy czynnik etiologiczny, ktory je wywotat jest pochodzenia endogennego czy
egzogennego” (30). Definicja Lowbury’ego okazata sie zbyt ogdélna, dlatego
opracowano szereg nowych zasad i kryteribw pozwalajacych na bardziej precyzyjne
okreslenie. Obecna definicja “zakazen szpitalnych” okresla to zjawisko jako:
“Zakazenie nabyte w szpitalu” (Hospital acquired infection, HAI), czyli kazde
zakazenie, ktore nie wystepowato w formie jawnej, bgdz w okresie inkubacji,

w czasie przyjecia chorego do szpitala. W miejsce jednej definicji dalej uzywa sie
wielu definicji dla poszczegolnych form klinicznych zakazen (Centers for Disease
Control and Preventation Public Health Service USA). Modyfikowane do dzi$
stanowig one podstawe rozpoznawania zakazen szpitalnych. Po adaptacji do
warunkow polskich, definicje te zostaty opublikowane przez Polskie Towarzystwo
Zakazen Szpitalnych (125).
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Zakazenia szpitalne dzielimy na:
- zakazenia egzogenne- w ktorych drobnoustréj pochodzi od innego chorego lub

personelu, a takze z rezerwuardw szpitalnych.

- zakazenia endogenne- wywotane przez wtasng mikroflore chorego.

Zakazenia moga sie szerzy¢ na skutek bezposredniego kontaktu ze zrodtem i/lub

rezerwuarem drobnoustrojow, drogg powietrzng , kropelkowg lub pokarmowg (151).

1.1.1 Czynniki etiologiczne zakazen szpitalnych

Trudno jest wymieni¢ wszystkie drobnoustroje, ktére mogg by¢ przyczyng zakazenh
szpitalnych, sg wsréd nich bakterie, grzyby, wirusy i pierwotniaki. W wielu
opracowaniach najczesciej wymienianymi na oddziatach chirurgicznych sa:
Staphylococcus aureus, Enterococcus sp., gronkowce koagulazoujemne,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa. Na oddziatach intensywnej terapii
przewazajg koagulazoujemne gronkowce, w drugiej kolejnosci sg paciorkowce
katowe, nastepnie drozdzopodobne grzyby, a wsréd pateczek jelitowych szczepy

z rodzaju Enterobacter. Coraz czesciej spotykanymi drobnoustrojami w zakazeniach
szpitalnych sg pateczki rodzaju Acinetobacter (120).

Zakazenia gronkowcowe

Drobnoustroje rodzaju Staphylococcus sg Gram-dodatnimi ziarenkowcami,
skupiajgcymi sie w charakterystyczne grona (grec. staphyle), ktére powstajg na
skutek podziatow komoérek w wielu ptaszczyznach.

Charakterystyczne cechy gronkowcow to: sg katalazododatnie, preferujg warunki
tlenowe, ale mogq zy¢ jako wzgledne beztlenowce, rosng w obecnosci 7,5% chlorku
sodu (71).

Do roku 1986 w rodzaju tym wystepowaty tylko trzy gatunki: S. aureus, S.
epidermidis i S. saprophyticus. Od tego roku znanych juz byto 19 gatunkéw zgodnie
z taksonomig Bergey’a, a obecnie ten rodzaj zawiera az 41 gatunkow lub
podgatunkow (151).

Poszczegolne gatunki rodzaju Staphylococcus moga by¢ podzielone na dwie
podgrupy tj. wytwarzajace koagulaze (wytrgca fibryne z plazmy) lub nie
posiadajace tej wlasciwosci. W pierwszej z nich znajduje sie miedzy innymi —

Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius, natomiast drugg grupe
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stanowig gronkowce koagulazo-ujemne, z ktérych najliczniej reprezentowany jest
Staphylococcus epidermidis (73).

Gtéwnym gatunkiem chorobotwérczym dla cztowieka, ktory jest odpowiedzialny za
wiele ciezkich zakazen jest Staphylococcus aureus. Gronkowce koagulazo-ujemne
stanowig prawidtowg flore cztowieka, jednakze mogg by¢ one réwniez przyczyng
zakazen szpitalnych. Dominujaca pozycje zajmuje Staphylococcus epidermidis (44).

1.1.3 Mechanizmy zjadliwosci S.aureus

Gronkowce moga by¢ przyczyng choroby wskutek zaréwno zdolnosci do
namnazania sie i rozprzestrzeniania w tkankach, jak i wytwarzania w tkankach
licznych substancji zewnatrzkomorkowych. Substancjami tymi sg mi. in. enzymy,
toksyny, ktore sg pod kontrolg genetyczng plazmidéw lub mechanizm kontroli
genetycznej nie jest jeszcze poznany.

Gronkowiec ztocisty, Staphylococcus aureus jest jednym z najczesciej izolowanych
czynnikow etiologicznych zakazen szpitalnych jak i pozaszpitalnych (30).
Drobnoustr6j ten ma wiele mechanizméw zjadliwosci, inwazyjnosci i opornosci, ktore
powodujg, ze wywotywane przez niego zakazenia o ciezkim przebiegu sg
szczegolnie niebezpieczne dla zdrowia i zycia pacjenta (131).

Szczep gronkowca, zanim rozpocznie proces infekcyjny, musi potaczyc¢ sie

z receptorem powierzchniowym komorki docelowej gospodarza za pomoca tzw.
adhezyn. Staphylococcus aureus posiada adhezyny, ktore reagujg z licznymi
biatkami gospodarza, takimi jak: fibronektyna, fibrynogen, fibryna, kolagen, elastyna,
laminina, witronektyna, trombostondyna, osteopontyna, sialoproteina tkanki kostnej

i biatka EMC (61).

Po zwigzaniu sie gronkowcow z biatkami gospodarza kolejnym etapem jest
uszkodzenie komorek i tkanek, w ktorym biorg udziat toksyny i enzymy wytwarzane
przez gronkowca ztocistego.
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Tab. 1 Zewnatrzkomorkowe i komorkowe czynniki chorobotwérczosci S.aureus (82).

Czynniki zewnatrzkomérkowe

Dziatanie

Hemolizyna alfa

Cytotoksyczne (erytrocyty, leukocyty,
monocyty, makrofagi), dermonekrotyczna,
kardiotoksyczna, letalna

Hemolizyny beta, delta, gamma

Cytotoksyczne (erytrocyty, leukocyty,
monocyty, makrofagi), letalne

Leukocydyna

Cytotoksyczne (leukocyty, makrofagi)

Koagulaza

Krzepniecie osocza na powierzchni komorki
bakteryjnej — hamowanie fagocytozy i wokét
ogniska zapalnego

Stafylokinaza (fibrynolizyna)

Rozpuszczanie skrzepdw — utatwione

rozprzestrzenianie

Hialuronidaza

Utatwianie rozprzestrzenianie w tkankach

Nukleazy (DNA-zy i RNA-zy)

Rozktad DNA jader komorkowych i RNA
cytoplazmatycznego

Proteazy

Rozktad biatek w tkankach

Toksyna epidermolityczna (eksfoliatyna) A-
cieptostata, B- cieptochwiejna

Odszczepia warstwe ziarnistg naskorka
tworzac pecherze

Enterotoksyna (typy antygenowe:
A, B,C, D, E)

Draznienie osrodka wymiotnego za
posrednictwem nerwu btednego, zapalenie

Sluzowki i ogniska martwicy w jelicie

Toksyna zespotu wstrzgsu toksycznego
(Toxic Shock Syndrome Toxin 1, TSST1)

Gorgczka, spadek cisnienia krwi, wysypka,

zaburzenia pracy ptuc i nerek

Toksyna pirogenna (typy antygenowe:
AiB)

Pirogenna, indukuje wysypke na drodze

nadwrazliwosci

Czynniki komérkowe

Dziatanie

Biatko A Wigze nieswoiscie fragment F. IgG
uniemozliwjajac jego przyleganie do
receptora w btonie fagocyta — hamowanie
fagocytozy

Otoczka Hamuje fagocytoze

Peptydoglikan

Chemotaksja leukocytdéw, pirogennosé

Kwas tejchojowy

Adhezja do kom. nabtonka bton Sluzowych

10
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Wsrdd egzotoksyn mozna wyr6znic¢ (151, 89):
@ enterotoksyny — stanowigce grupe cieptostabilnych biatek odpowiedzialnych
przede wszystkim za zatrucia pokarmowe
@ toksyne wstrzgsu toksycznego (TSST-1 — toxic shock syndrome toxin -1) —
wywotujaca goraczke, wstrzas i zaburzenia wielu uktadéw
@ toksyne epidermolityczng (ETA) — powodujgcg uogoélnione ztuszczanie
w przebiegu gronkowcowego zespotu oparzonej skory (SSSS — staphylococcal
scaled skin syndrome).
Kolejne czynniki zjadliwosci i toksyny, ktére nalezg do grupy uszkadzajgcych tkanki
bezposrednio w miejscu zakazenia to:
@ hemolizyny — powodujace lize erytrocytdéw i uszkadzajace krwinki ptytkowe
@ leukocydyna — uszkadzajgca leukocyty
@ proteza, koagulaza, hialuronidaza, lipaza.
Koagulazoujemne gronkowce w poréwnaniu do gronkowca ztocistego nie majg
zdolnosci wytwarzania tak ogromnej liczby ro6znych toksyn i enzymow.
Wzrastajgca liczba zakazen gronkowcami, szczeg6lnie gronkowcem skornym,
zwigzana jest z bardzo dobrze rozwinietg zdolnoscig do tworzenia kolonii na
powierzchni biatek wchodzacych w sktad skrzepliny, jak rowniez na powierzchni
tworzyw sztucznych, poza tym posiadajg one zdolnos$¢ do wytwarzania sluzu, ktéry
utatwia im przytwierdzanie do powierzchni, a pokrywajac bakterie, skutecznie
utrudnia do nich dostep antybiotykow i czynnikéw odpornosciowych (74).
Do innych istotnych czynnikow zjadliwosci nalezy zdolno$¢ syntezy: hemolizyn
(alfa i delta), stafylokinazy, dezoksyrybonukleazy, proteazy i lipazy (82).

1.1.4 Leczenie zakazen gronkowcowych (120)

Jednym z lepiej poznanych mechanizméw opornosci gronkowcéw na antybiotyki

b-laktamowe jest produkcja b- laktamaz — enzymow hydrolizujgcych czasteczke

antybiotyku zanim dotrze ona do miejsca receptorowego w $cianie komdrkowej.

Przywrdcenie aktywnosci tej grupy antybiotykdw stato sie mozliwe dzieki:

@ otrzymaniu pétsyntetycznych penicylin opornych na gronkowcowe b- laktamazy
(metycylina, kloksacylina)

@ otrzymaniu nowych generacji (11'i lll) cefalosporyn stabilnych wobec niektérych

b- laktamaz
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@ uzyskaniu preparatow zawierajgcych inhibtory b- laktamaz (kw. klawulanowy,
sulbaktam, tazobaktam)

Skutecznos¢ nowych generacji lekdéw b- laktamowych nie trwata jednak dtugo.

Gronkowce wytworzyly nowy, niezalezny od b- laktamaz typ opornosci.

Genetyczng podstawg tego typu opornosci sg mutacje gendéw chromosomalnych

kodujacych biatka wigzace penicyliny (PBPs — penicillin binding proteins), biatka

stanowigce miejsce receptorowe w Scianie komorkowej dla wszystkich antybiotykow

b- laktamowych. Fenotypowa ekspresja mutacji to opornos¢ na penicyliny,

cefalosporyny i karbapanemy.

W zwigzku z tym obowigzuje nastepujacy podziat gronkowcow:

@ gronkowce ztociste metycylinowrazliwe (MSSA — metycillin sensitive S. aureus)

@ gronkowce ztociste metycylinooporne (MRSA — metycillin resistance S. aureus)

@ gronkowce koagulazoujemne metycylinowrazliwe (MSCNS- metycillin sensitive
coagulase negative Staphylococcus)

@ gronkowce koagulazoujemne metycylinowrazliwe (MRCNS— metycillin resistance

coagulase negative Staphylococcus).

1.1.5 Narastanie opornosci szczepéw MRSA na leki przeciwbakteryjne

Ze wzgledu na powszechne stosowanie antybiotykéw b-laktamowych w lecznictwie
otwartym i zamknietym, szczepy metycylinooporne bardzo szybko rozprzestrzeniajg
sie, szczegOlnie w srodowisku szpitalnym.

Wsrdd szczepdw metycylinoopornych obserwuje sie narastanie opornosci na inne
grupy lekow przeciwbakteryjnych, np. fluorochinolony.

Dlatego w przypadkach ciezkich zakazen wieloopornymi szczepami gronkowcowymi
coraz czesciej stajemy wobec powaznego problemu terapeutycznego. Nierzadko
okazuje sie, ze jedynymi skutecznymi lekami sg antybiotyki glikopeptydowe tj.
wankomycyna i teikoplanina.

Narastanie opornosci obserwuje sie rowniez u pateczek Gram-ujemnych na skutek
powszechnego stosowania przez wiele lat aminoglikozydow. Doprowadzito to do
selekcji szczepow opornych. Fluorochinolony byty drugg grupa lekow
przeciwbakteryjnych, z ktérg wigzano nadzieje na skuteczng terapig zakazen Gram-
ujemnymi pateczkami, lecz i tu po paru latach stosowania odsetek szczepow

opornych na wszystkie preparaty tej grupy wzrdst znacznie.
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Z Kklinicznego punktu widzenia , najwiekszym problemem jest rosngca opornosc

Gram-ujemnych pateczek na antybiotyki b-laktamowe.

Podsumowujac problemy opornosci szpitalnych szczepow bakterii na antybiotyki,

nalezy stwierdzi¢, ze:

@ nie ma dotychczas leku przeciwbakteryjnego, na ktéry bakterie “nie znalaztyby
sposobu”

@ nie wiemy, jakie mozliwosci kryja w sobie chromosomalne i pozachromosomalne

geny bakteryjne

Q

konieczne jest Sledzenie i reagowanie na pojawienie sie nowego typu opornosci
@ niezwykle wazne jest prowadzenie racjonalnej polityki antybiotykowej w celu

unikniecia pres;ji leku i selekcji nowych typow opornosci (120).

Zakazenia krwi wystepujace u chorych po urazie termicznym

Zakazenia krwi sg jedng z najciezszych form klinicznych zakazen szpitalnych

(33, 121).

Smiertelno$é u chorych z zakazeniem tozyska naczyniowego leczonych

w oddziatach szpitalnych moze siega¢ od 20 do 50%. (33, 119) .W zakazeniach
gronkowcowych smiertelnos¢ siega do 10%, w zakazeniach pateczkami
Gram-ujemnymi do 30%, a powodowane przez enterokoki az do 35% (121) .
Zakazenia te sg zwigzane gtdwnie z rang oparzeniowg i leczeniem prowadzonym
drogg dozylng przy zastosowaniu linii naczyniowych. Czynnikami ryzyka zakazen
krwi u chorych oparzonych sg miedzy innymi: uraz, przeszczepy skory, cewniki,
translokacje bakteryjne oraz btedy w polityce antybiotykowej czyli standaryzac;ji

i kontroli stosowanych metod leczenia (62, 86).

Przeprowadzono ostatnio badania, w ktérych analizg objeto 455 chorych
hospitalizowanych w 2002 roku w Centrum Leczenia Oparzen w Siemianowicach
Slaskich (57), z tych samych od ktérych pochodzity szczepy S. aureus wykorzystane
jako model badawczy w niniejszej rozprawie.

Kryterium rozpoznania zakazenia krwi byto nastepujace: gorgczka powyzej 39°C,
dreszcze, obnizone cisnienie tetnicze ponizej 90 mmHg, leukocytoza powyzej
12000/mm?, izolacja drobnoustroju z krwi (125, 137). Gdy drobnoustréj wyizolowany
z posiewu krwi byt identyczny z drobnoustrojem izolowanym z rany oparzeniowej,

to zakazenie krwi kwalifikowano jako wtorne zakazenie krwi (62).
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U 149 chorych co stanowito 32,7% wszystkich hospitalizowanych stwierdzono
zakazenia krwi na podstawie objawow klinicznych. Na 725 posiewdéw tylko 188 byto
dodatnich czyli wyizolowano patogen , co stanowito 25,9% wszystkich wykonanych
badan. Tylko u 79 chorych co stanowito 53% wszystkich pacjentow z klinicznymi
objawami zakazenia fozyska naczyniowego z krwi wyhodowano drobnoustro;.

U 70 chorych co stanowito 47% wszystkich pacjentéw z klinicznymi objawami
zakazenia krwi nie wykryto w fozysku naczyniowym drobnoustrojéw ani ich
antygenéw. Sposrod 79 chorych, u ktérych wyizolowano drobnoustréj z krwi,
zastosowano racjonalng terapie antybiotykami, 49 pacjentdw co stanowito 62%
zostato wyleczonych, a 30 zmarto co stanowi 38%.

Z przeprowadzonych badan mikrobiologicznych krwi u wszystkich pacjentow
przejawiajgcych kliniczne objawy zakazenia ogoélnoustrojowego wyhodowano 62
szczepy Staphylococcus aureus. W obrebie tego gatunku 43 szczepy byty
metycylinooporne (MRSA), a tylko 19 szczepow byto metycylinowrazliwych (MSSA).
Te dwie bakterie stanowity tacznie 30 % wszystkich drobnoustrojow izolowanych

z krwi ( Tab. 2) (57).

Drobnoustroj Liczba Udziat
szczepow procentowy (%)

Acinetobacter baumanii 58 28,29
Staphylococcus aureus MRSA 43 20,97
Pseudomonas aeruginosa 35 17,03
Staphylococcus epidermidis MRSE 25 12,19
Staphylococcus aureus MSSA 19 9,27
Enterococcus faecalis 10 4,88
Klebsiella pneumoniae 6 2,93
Escherichia coli 5 2,44
Candida albicans 4 1,95
Razem 205 100

Tab. 2 Czynniki etiologiczne zakazen krwi wystepujacych u chorych oparzonych
hospitalizowanych w 2002 roku (57).

Kolejnym drobnoustrojem licznie wyizolowanym z krwi chorych oparzonych byto 58
szczepoOw Acinetobacter baumanii. Pateczki te charakteryzowaty sie licznymi

mechanizmami opornosci i niewrazliwoscig na powszechnie stosowane antybiotyki,
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dlatego stanowity najwazniejszy czynnik etiologiczny ( 33,3% ) zakazen krwi w grupie
pacjentéw oparzonych, ktérzy zmarli. Smiertelno$é z powodu zakazenia tozyska
naczyniowego pateczkami Gram-ujemnymi Acinetobacter baumanni

(29 szczepow) i Pseudomonas aeruginosa (14 szczepdw ) u chorych oparzonych

nalezy do najwyzszych, tacznie 43 szczepy, co stanowi prawie 50% tej grupy

( Tab. 3).

Drobnoustroj Liczba Udziat
szczepow procentowy (%)

Acinetobacter baumanii 29 33,3
Pseudomonas aeruginosa 14 16,1
Staphylococcus aureus MRSA 14 16,1
Staphylococcus aureus MSSA 8 9,1
Staphylococcus epidermidis MRSA 8 9,1
Escherichia coli 5 5,8
Enterococcus faecalis 5 5,8
Klebsiella pneumoniae 3 3,5
Candida albicans 1 1,2
Razem 87 100

Tab. 3 Czynniki etiologiczne zakazen krwi u chorych oparzonych, ktérzy zmarli w 2002 roku

(57).

U wyleczonych pacjentéw najczesciej izolowanym czynnikiem etiologicznym
zakazenia tozyska naczyniowego byto 40 szczepow Staphylococcus aureus,

co stanowi 43% wszystkich izolowanych szczepow w tej grupie chorych ( Tab.4).

Drobnoustroj Liczba Udziat
szczepow procentowy (%)
Acinetobacter baumanii 29 24,6
Staphylococcus aureus MRSA 29 24,6
Pseudomonas aeruginosa 21 17,8
Staphylococcus epidermidis MRSE 17 14,4
Staphylococcus aureus MSSA 11 9,32
Enterococcus faecalis 4,24
Klebsiella pneumoniae 3 2,54
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Drobnoustroj Liczba Udziat
szczepow procentowy (%)

Candida albicans 3 2,54

Razem 118 100

Tab. 4 Czynniki etiologiczne zakazen krwi u chorych oparzonych, ktérzy zostali wyleczeni
w 2002r. (57).

Z powyzszych badan wynika, ze zakazenia krwi spowodowane sg najczesciej przez
Staphylococcus aureus . Szczepy MRSA i MSSA stanowity 30% wszystkich
drobnoustrojéw izolowanych z krwi, z tego MRSA stanowity wiekszosc.

Sposrod 43 szczepow metycylinoopornych wyizolowanych z krwi, 14 z nich wywotato
zakazenie o skutku smiertelnym, a wobec 29 szczep6w u pozostatych pacjentéw
udato sie zastosowac odpowiednig antybiotykoterapie.

Gronkowiec metycylinooporny jest jednym z najgrozniejszych patogenéw
zagrazajgcym zyciu pacjenta, jest na drugim miejscu po pateczce Acinetobacter

baumanii.

1.2 Translokacja bakteryjna

Na problem translokacji zwr6cono uwage dopiero w ostatnich latach zastanawiajac
sie nad duzg umieralnoscig pacjentéw w stanie krytycznym na oddziatach
intensywnej terapii lub pooperacyjnych i stwierdzajgc u nich niewydolnosc¢
wielonarzgdowg (NWN, MOF- multiple organ failure). Obraz kliniczny jest podobny
do zakazenia uogdlnionego, ale jest wywotany przez endotoksyny przechodzace ze
Swiatfa jelita i dlatego najczesciej nie udaje sie wyizolowac czynnika infekcyjnego

(3, 10, 13, 39, 40, 42). Zjawisko to ttumaczy translokacja bakteryjna.

Po raz pierwszy termin translokacja zostat uzyty przez Wotochowa i in. w 1966 roku
(149) i oznaczat on przechodzenie bakterii przez $ciane jelita. Nastepnie definicja
translokacji bakteryjnej zostata zmodyfikowana przez Berga i in. Sprecyzowali oni,
jakie bakterie ulegajg translokacji i jakie sg jej kolejne etapy. Translokacja bakteryjna
wg nich to przejscie zywych bakterii przez sluzéwke jelit do krezkowych weztéw
chtonnych oraz innych narzadow (19, 52, 142) i w ostatecznosci do krwiobiegu (16).
Wspoétczesna definicja translokaciji bakteryjnej rowniez ulegta pewnej modyfikacii
przez C. Wells, ktéra okreslita to zjawisko jako przejscie bakterii zarbwno zywych jak
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i martwych oraz ich produktow (takich jak: egzotoksyny, endotoksyny i fragmenty
$ciany komoérkowe)) poza swiatto jelita (147).

Translokacja bakteryjna jest jedng z przyczyn zakazen endogennych, ktére sg
rezultatem zaburzenia w sktadzie ilosciowym lub jako$ciowym mikroflory pacjenta,
a takze jej funkcjonowaniu.

Zaburzenie sktadu ilosciowego i jakosciowego naturalnej flory jelitowej (np. przerost
bakterii Gram (-)) jest réwniez czynnikiem inicjujgcym czy predysponujacym do
rozpoczecia translokacji bakteryjnej (20, 21). Pozostate czynniki to: uposledzenie
mechanizmdw obronnych i fizyczne uszkodzenie lub uposledzenie funkcji bariery
Sluzéwkowej (6, 22, 24, 27, 41, 43, 84, 107, 130, 133, 136, 138, 139, 143, 146).

Tab. 5 Czynniki inicjujgce proces translokacji bakteryjnej — model zwierzecy (15).

Czynniki inicjujgce Skutek

Podawanie doustnie Zaburzenie sktadu
antybiotykéw

: ilosciowego i jakosciowego
Gtodzenie g01) 9

Hipoproteinemia (36) mikroflory jelitowe]

Odzywienie parenteralne

Obstrukcja

Podwigzanie przewodow
zo6tciowych

Zamkniecie Swiatta jelita

Iniekcja lekéw Uposledzenie
immunosupresyjnych

— - mechanizméw obronnych
Usuniecie grasicy

(112, 113)

Chtoniak

Biataczka (115)

Endotoksemia (38)

Oparzenie (95, 96)

Wstrzas krwotoczny

Oparzenie Fizyczne uszkodzenie lub
Endotoksemia uposledzenie funkcjonalne
Iniekcja zymosanu Sluzowki

Podanie oleju rycynowego

Wstrzas krwotoczny
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1.2.1 Zaburzenie sktadu ilosciowego i jakosciowego mikroflory jelitowe;.

Zazwyczaj zaburzenie to nastepuje poprzez przerost pateczek Gram (-) z flory
jelitowe]j (Enterobacteriaceae) lub nastepuje kolonizacja pateczkami Gram (-)

z flory szpitalnej np. Pseudomonas aeruginosa.

Nie wszystkie g atunki z rodziny Enterobacteriaceae translokujg do krezkowych
weztow chtonnych (mesentric-lymph-node complex - MLN) z jednakowg
efektywnoscig (138).

Do bakterii, ktore z najwiekszg efektywnos$cig przemieszczajg sie do MLN

u gnotobiotycznych myszy mozna zaliczy¢ bakterie w nastepujgcej kolejnosci:
Pseudomonas aeruginosa oraz wzgledne beztlenowce z rodziny Enterobacteriaceae
takie jak: Klebsiella pneumoniae, E. coli, i Proteus mirabilis; nastepnie srednig
efektywnoscig charakteryzujg sie bakterie Gram (+), preferujgce warunki tlenowe
takie jak Staphylococcus epidermidis, Lactobacillus brevis. Bezwzgledne
beztlenowce takie jak: Bacteroides fragilis, Bacteroides vulgatus i Fusobacterium
russii sg najmniej efektywne w translokacji bakteryjnej, mimo ich ogromnej ilosci
w przewodzie pokarmowym — 10'°-10*/g (15).

Bakterie, ktére ulegajq translokacji pokonujg bariere epitelialng przez komorki
nabtonkowe (penetracja transcelularna) lub pomiedzy komérkami (penetracja
paracelularna) (15, 17, 18, 31).

Jezeli dochodzi do penetracji transcelularnej - przez komorki nabtonkowe, bakterie
dostajg sie do krgzenia limfatycznego, nastepnie do MLN i do innych organdw.
Drugi sposob penetracji powoduje natomiast dostanie sie bakterii do naczyn
krwionosnych, do watroby i nastepnie do krwioobiegu (15).

Czynniki ktére sprzyjajg zaburzeniu mikroflory jelitowej to: antybiotykoterapia,
odzywianie parenteralne (15), niedokrwienie krezkowe, wstrzas krwotoczny, rany
oparzeniowe i inne urazy, zabieg operacyjny, niedroznos$¢ jelit, immunosupresja
(15, 134).

1.2.2 Uposledzenie mechanizmdéw obronnych

Model zwierzecy potwierdzit teorie, ze po pokonaniu bariery epitelialnej jelit, bakterie
dostajg sie do krezkowych weztéw chtonnych (MLN) zanim przedostang sie do
innych organow i krwi (22, 24).
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Makrofagi, ktore znajdujg sie w MLN powinny skutecznie zapobiegac dalszej
penetracji bakterii. Do redukcji translokacji bakteryjnej powinny sie takze przyczynic:
sekrecyjne immunoglobuliny IgA, limfocyty T (odpowiedz komérkowa) i przeciwciata
(odpowiedz humoralna).

Pierwszym mechanizmem obronnym przed translokacjg jest sekrecyjna
immunoglobulina IgA, ktéra hamuje bakteryjng penetracje do blaszki podstawnej
bakterii, nawet tych bakterii, ktére zwykle nie rezydujg w przewodzie pokarmowym:
Vibrio cholerae i Salmonella enteritidis (15).

Nastepnie, gdy pierwsza linia obrony zawiedzie do akcji wkraczajg makrofagi

i imfocyty T do blaszki podstawnej, MLN i innych narzadow uktadu limfatycznego.
Podanie immunosupresyjnych czynnikow takich jak: cyklofosfoamid i prednison
inicjujg translokacje flory jelitowej do MLN, sledziony, watroby i nerek (14).
Woyciecie grasicy (tymektomia) u noworodkéw myszy réwniez promuje translokacje
bakteryjng do MLN, sledziony, watroby i nerek (113).

Rola limfocytow T zostata przebadana przez usuniecie myszom in vivo limfocytow
CD4" i/lub CD8" przez wewnatrzotrzewnowa iniekcje monoklonalnych przeciwciat
anty- limfocytom T (55). Stwierdzono, ze brak w/w limfocytéw w nabtonku jelitowym,
blaszce podstawnej, a takze MLN inicjuje translokacje E. coli do MLN.

Makrofagi i leukocyty wielojgdrzaste (neutrofile) odgrywajg wazng role

w zapobieganiu translokacji, mimo tego mogg rowniez by¢ wykorzystane przez
komorki bakteryjne w transporcie do MLN i innych organow (69, 145).
Immunoglobuliny z kolei, uczestnicza w procesie opsonizacji, ktéry podnosi
efektywnos¢ fagocytozy przy udziale makrofagow i neutrofili.

Zastosowanie immunoglobulin przeciwko E.coli u myszy redukuje przedostanie sie
bakterii z MLN do sledziony, watroby, nerek czy krwi, natomiast nie wptywa na
redukcje bakterii uczestniczacych w translokacji z przewodu pokarmowego do MLN
(56).

1.2.3 Fizyczne uszkodzenie lub uposledzenie funkcji bariery sluzéwkowej

Integralnos¢ $luzowki jelitowej jest wazng ochrong przed bakteriami zaréwno tymi
rezydujacymi w przewodzie pokarmowym jak i patogenami atakujgcymi z zewnatrz.
| tak np. zastosowanie oleju rycynowego powoduje wiele uszkodzenh sluzéwki, ktére

umozliwiajg zajscie translokacji bakteryjnej (106).
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Niedokrwienie-reperfuzja pojawiajgce sie po wstrzgsie krwotocznym,
endotoksycznym i po oparzeniu powoduje zniszczenie nabtonka jelitowego,

co w konsekwencji sprzyja translokacji bakterii z przewodu pokarmowego.
Uszkodzenia bariery sluzowkowej, potagczone z dysfunkcjg watroby moga by¢
réwniez przyczyng niewydolnosci wielonarzadowej (32). Przewdd pokarmowy
reprezentujg najliczniej bakterie Gram (-), ktére produkujg endotoksyny podczas lizy
i Smierci komorkowej. W niewielkim stopniu sg one absorbowane przez przewod
pokarmowy, fizjologicznie detoksykacja wtasciwa nastepuje w watrobie. Jednakze,
wstrzgs, infekcja zwiekszajg przepuszczalnos¢ sluzowki, a to z kolei pozwala na

translokacje bakterii i ich produktow.

1.2.4 Kombinacja proceséw inicjujgcych proces translokacii

i jakosciowego mikroflory jelitowej, fizyczne uszkodzenie lub uposledzenie funkciji
bariery sluzéwkowej oraz uposledzenie mechanizméw obronnych moga wywofac ten
proces dziatajgc pojedynczo lub w kombinacji z innym czynnikiem (15).

Przyktady:

Podawanie myszom antybiotyku doustnie (klindamycyne) razem

z czynnikiem immunosupresyjnym (prednison) wywotywato translokacje bakteryjna.
Wyhodowano bakterie z MLN, watroby, Sledziony, nerek, jamy otrzewnej i krwi.

llos¢ komdrek bakteryjnych w tych narzgdach rosta w miare uptywu czasu. Po okoto
dwdch tygodniach pojawita sie letalna sepsa (26).

Endotoksemia powoduje zniszczenie bariery $luzéwkowej i translokacje bakteryjng
przy oparzeniu obejmujgacym 30% powierzchni ciata (93).

uogolnionego, natomiast kombinacja tych czynnikow powoduje letalng sepse (15).
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Tab. 6 Etapy patogenezy translokacji bakteryjnej z przewodu pokarmowego (15).

translokaciji

| etap -
MLN

Il etap -
Sledziona/
watroba

Il etap -

krew

IV etap —

zgon

Zaburzenie sktadu ilosciowego
i jakosciowego mikroflory — ——
jelitowej

—>

Fizyczne uszkodzenie lub
uposledzenie funkcji bariery

$luzéwkowej

Uposledzenie mechanizmow

obronnych

Kombinacja procesow
inicjujgcych proces translokaciji

bakteryjnej

Czynniki sprzyjajace translokacji bakteryjnej u ludzi (44):

niedroznos¢

oparzenia

immunosupresja
niedozywienie
niedotlenienie naczyn krezki
leczenie antybiotykami
chemioterapia

zywienie parenteralne
podawanie glikokortykoidéw

O Q8 8 8 8 8 ¥ 8 8 8

endotoksemia

Schorzenia pacjentéw sprzyjajgce translokacji bakteryjnej: choroba Crohn¢a,

wrzodziejgce zapalenie okreznicy, stany zapalne jelit, obstrukcja jelitowa, nowotwor

jelita, wstrzgs pokrwotoczny, niewydolnosc¢ wielonarzadowa, urazy.
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Tab. 7 Translokacja bakterii kolonizujacych przewod pokarmowy cztowieka: E. coli,
Enterobacter, Klebsiella, Enterococcus, Staphylococcus, Bacteroides do MLN (25).

Stany chorobowe Pacjenci Kontrola
(% pozytywny w MLN) | (% pozytywny w MLN)
Choroba Crohnta 33 2
Wrzodziejgce zapalenie 75 0
okreznicy
Stany zapalne jelit 16 nie wykryto
Obstrukcja jelitowa 59 4
39 nie wykryto
Nowotwor jelita 65 30
11 nie wykryto
Wstrzas pokrwotoczny 56
33 nie wykryto
15
Niewydolnosé 79 nie wykryto
wielonarzgdowa
Urazy 81 nie wykryto
100

Pacjenci z chorobg Crohn’a, z wrzodziejgcym zapaleniem okreznicy i stanami
zapalnymi jelit charakteryzujg sie zwiekszong przepuszczalnoscig sluzéwki jelitowej,
co przejawia sie zwiekszong iloscig translokujgcych bakterii z przewodu
pokarmowego do MLN (6, 134). Wykryto réwniez bakterie w MLN przy takich
schorzeniach jak: obstrukcja jelitowa i nowotwor jelita (41, 134, 143).

Wstrzas pokrwotoczny tak jak na modelu zwierzecym powoduje translokacje

z przewodu pokarmowego do MLN (104, 105).

Wykryto, takze bakterie (kolonizujgce przewdd pokarmowy ) we krwi, u pacjentow ze
skurczowym cisnieniem ponizej 80 mmHg (130).

U 12 pacjentdéw po urazie (12/16) na 16 badanych zaobserwowano (przy uzyciu
mikroskopu elektronowego) bakterie w MLN, a wyhodowano tylko 4 szczepy na 16
wyizolowanych z MLN (4/16) (28).

Podobnie wykryto b- galaktozydaze E. coli przy zastosowaniu immunofluorescenciji
w makrofagach (20/20) MLN u 20 pacjentow po urazie na 20 badanych.
Wyhodowano tylko jeden szczep na 20 wyizolowanych z MLN (1/20) (124).

Moze tylko to swiadczy¢ o tym, ze komorki bakteryjne zostaty zniszczone przez
komorki uktadu odpornosciowego w czasie przejscia do MLN. Wykryte bakterie

w MLN sg catkowitg liczbg bakterii, ktore ulegty translokacji.
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Translokacja bakteryjna jest brana pod uwage przy patogenezie sepsy,

niewydolnosci wielonarzadowej i w ostrym zespole niewydolnosci oddechowej (23).

Mechanizmy obronne przed procesem translokaciji

Tab. 8 Mechanizmy gospodarza bronigce przed translokacjg (37).

Mechaniczne Bakteryjne Immunologiczne |Inne
Perystaltyka jelit Antagonizm Immunoglobuliny Odczyn kwasny
bakteryjny IgA zoftgdka
Produkcja sluzu Opornosc¢ Tkanka limfatyczna |Sole zo6iciowe
kolonizacyjna przewodu
pokarmowego

(GALT system)

Ukt. siateczkowo-
$rodbtonkowy

Ztuszczanie sie
nabtonka

Bariera epitelialna

Flora fizjologiczna przewodu pokarmowego, a zwtaszcza bakterie beztlenowe,
zapobiegajg kolonizacji przewodu pokarmowego przez bakterie potencjalnie
chorobotwércze. Zjawisko to okresla sie mianem opornosci kolonizacyjnej
(“colonization resistance”) (141). Bakterie te tworzg fizyczng bariere (biofilm) na
powierzchni sluzowki blokujgc dostep potencjalnym patogenom. Wszystkie czynniki,
ktore zmniejszajg liczbe tych bakterii (np. antybiotyki o szerokim spektrum dziatania),
zwiekszajg ryzyko translokacii.

Obok mechanicznej bariery stanowigcej przeszkode w kolonizacji, bakterie przewodu
pokarmowego wytwarzajg substancje o dziataniu antybiotycznym (bakteriocyny) oraz
wolne kwasy tluszczowe, ktére utrudniajg zagniezdzenie innym drobnoustrojom.
Kolejng barierg utrudniajaca translokacje jest sama sluzéwka przewodu
pokarmowego oraz perystaltyka jelit. Perystaltyka jelita cienkiego uniemozliwia
bakteriom adherencje do nabtonka przez ich mechaniczne usuwanie.

Gdy perystaltyka zostanie zaburzona, np. przez niedroznosé, natychmiast dochodzi
do namnozenia drobnoustrojéw.

Miejscowe mechanizmy obronne, ktére utrudniajg translokacje, warunkowane sg
obecnoscig tkanki limfatycznej przewodu pokarmowego GALT (gut associated
lymphoid tissue) oraz sekrecyjne immunoglobuliny IgA . Syntetyzowane przez
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limfocyty B sekrecyjne IgA zapobiegajg translokacii bakterii poprzez ostone $luzéwki
i wigzac sie z receptorami bakteryjnymi, blokujg ich dostep do receptoréw
nabtonkowych jelita.

Prawdopodobnie znaczna role w translokacji odgrywajg rowniez sole z6fciowe, ktére
wigzg w Swietle jelita endotoksyne, uniemozliwiajgc przedostanie sie jej do krgzenia.
Komoérki uktadu siateczkowo-srédbtonkowego watroby wychwytujg dostajacy sie do
krwioobiegu endotoksyne, co chroni przed uogdlniong endotoksemia (44).

Etapy translokaciji bakteryjnej:

@ adherencja bakterii do komorek nabtonkowych

@ inwazja, internalizacja bakterii — przenikanie bakterii przez bariere sluzéwkowg do

blaszki podstawnej (lamina propria), penetracja transcelularna (przez komérki) lub
paracelularna (pomiedzy komérkami)
@ przedostanie sie bakterii do ukfadu limfatycznego lub krwionosnego

1.2.7 Badania mechanizmu translokacji bakteryjnej

Modele ukladéw

@ modele zwierzece — uzyteczny model kompleksowy in vivo, posiada wiele
czynnikow, ktére muszg byc¢ pod statg kontrolg

@ hodowle narzagdoéw — model kompleksowy, trudny w uzyciu, krotkotrwaty (7)

@ hodowle komérkowe — prostszy i bardziej kontrolowany ukfad in vitro, komorki
zawierajg rgbek szczoteczkowy w czesci apikalnej, “tight junction” — Sciste
potaczenia miedzykomorkowe- obwddki zamykajgce, desmosomalne (122).

@ spolaryzowane komérki epitelialne hodowane na filtrach — zawierajg obwddki
zamykajace, rgbek szczoteczkowy z mikrokosmkami, niektére produkujg sluz
(117).

Spolaryzowane komarki epitelialne

Spolaryzowane komaorki nabtonkowe posiadaja: czes¢ apikalng, bazolateralna,
obwodke zamykajaca oraz rgbek szczoteczkowy (z mikrokosmkami) w czesci
apikalnej komorki. Czes¢ apikalna komorek jest potozona od strony $wiatta jelita,
czes¢ bazolatelarna od strony naczyn krwionosnych. Obwddki zamykajgce (tight

junctions) zapewniajg integralnos¢ i nieprzepuszczalnosc¢ warstwy nabtonkowe;.
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Wszystkie w/iw elementy spolaryzowanych komorek zawierajg linie komorkowe takie
jak: MDCK ( komorki nabtonkowe, nerkowe Madin-Darby canine kidney), komorki

epitelialne, gruczalokoraka (adenocarcinoma): Caco-2, HT-29, T84 (122).

rabek szczoteczkowy

/Apjwl surface \

WﬂﬂﬂJUN I ACTURUULIILY

Tigkn
functivn

-

-~

Haralabera]
warfacu \

Ryc. 1. Schemat pojedynczej warstwy (monolayer) spolaryzowanych komérek epitelialnych
(apical surface — powierzchnia apikalna, tight junction — obwodka zamykajaca, basolateral
surface — powierzchnia bazolateralna).

Model tego typu jest przydatny w badaniu adherencji, inwazji i translokacji bakteryjnej
przez bariere epitelialng.

Przyktadem moze byc¢ inwazja bakteryjna S. typhimurium i S. choleraesuis, gdzie
inwazja nastepuje od strony apikalnej (50), natomiast inwazja Shigella flexneri

nastepuje od strony bazolateralnej (boczno-podstawnej) (108).

i W/"u T

Srlgetla

Ryc. 2. Schemat inwazji bakteryjnej: Salmonella i Shigella.

Po inwazji, bakterie moga przetrwaé¢ w srodowisku wewnatrzkomérkowym przez
utworzenie wakuoli lub pozosa¢ luzem w cytoplazmie, niektore bakterie sg zdolne do

proliferacji wewnatrz komérek nabtonkowych (wewnatrzkomérkowa replikacja).
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Przykfady: Salmonella spp. (53) i Yersinia spp. (103) pozostajg wewnatrz wakuoli,
mogaq sie one taczyc¢ z lizosomami , lecz utworzony fagolizosom nie zawiera
substancji bakteriobojczych.

Shigella spp., Listeria monocytogenes i niektére Ricckettsia powodujg rozpad

wakuoli przez bakteryjne fosfolipazy (hemolizyny), ktére sg aktywowoane przez

niskie pH wakuoli.
Komorki bakteryjne moga rowniez poruszac sie wewnatrz komorek eukariotycznych
dzieki:

@ aktynowym ,,ogonom” na jednym z biegundéw bakterii — bakterie, ktére powodujg
rozpad wakuoli (35, 54)

@ strukturom podobnym do pseudopodiow, ktére mogg by¢ wchtoniete przez
sgsiednig komorke, przy przejsciu bakterii do sasiedniej komérki nabtonkowej lub
ponownym wtargnieciu bakterii do cytoplazmy komérki, podwdéjna btona wakuoli
bakterii ulega lizie (4).

Wyijscie bakterii z komoérek euakariotycznych jest mozliwe dzieki (59):

@ transportowi przez komoérki M

@ obumarciu komorek

@ lizie zainfekowanych makrofagéw

Nic nie wiadomo natomiast, o “ucieczce” bakterii , otoczonych btong wakuoli.

Konsekwencije zaburzen w funkcjonowaniu bariery sluzéwkowej

Podstawowg funkcjg warstwy nabtonkowej uktadu pokarmowego jest transport
sktadnikbw odzywczych i nieprzepuszczalnosc¢ dla ciat obcych. Bariera Zzotadkowo-
jelitowa sktada sie z przylegajacych do siebie komorek nabtonkowych, ktére
potaczone sg tzw. obwddkami zamykajgcymi.

Nieprzepuszczalnos¢ warstwy nabtonkowej zalezy zatem od w/w potaczen i od
czesci apikalnej komorek epitelialnych. Z tych wzgledow bakterie moga dokonaé
inwazji rozrywajac $ciste potgczenia miedzykomorkowe (penetracja paracelularna),
efekt miedzykmorkowy lub zmieniajac przepuszczalnosé powierzchni w czesci
apikalnej komorki nabtonkowej (penetracja transcelularna), efekt

wewnatrzkomoérkowy (25).
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Rola komérek M w translokacji bakteryjnej

Tkanka limfoidalna przewodu pokarmowego GALT zbudowana jest z kepek Peyera,
grudek chtonnych, wyrostka i krezkowych weztow chtonnych MLN (81).

Szczegdlnie interesujgce z punktu widzenia oddziatywan z mikroflorg jelitowg sag
kepki Peyera, skupiajgce subepitelialne grudki chtonne, znajdujgce sie w jelicie
cienkim (najwiecej jest ich w jelicie kretym). Grudki chtonne pokryte sg
wyspecjalizowanym nabtonkiem FAE (follicle-associated epithelium), ktérego sktad
rézni sie od nabtonka kosmkéw. FAE zbudowane sg z komorek absorpcyjnych,
kubkowych produkujacych sluz oraz z komérek M (10%) o unikalnej budowie (148).
Komorki M w czesci apikalnej posiadajg mikrofatdy. Powierzchnia potozona
przeciwnie do swiatta jelita posiada potozong centralnie wewnetrzng kieszen,

w ktorej poruszajg sie w wiekszosci makrofagi i limfocyty oraz komorki plazmatyczne
i neutrofile (148).

Komdérki M petnig funkcje transportowe ze wzgledu na ogromng ilo$¢ zagtebien

i kanalikéw. Wtasciwos¢ ta jest wykorzystana przez bakterie chorobotworcze, ktére
majg utatwiong droge ze Swiatta jelita do FAE.

W literaturze istnieje co raz wiecej dowodow, ze kepki Peyera stanowig droge

zakazenia przez wiele enteropatogenow.

Rola fagocytéw w procesie translokacji bakteryjnej

Fagocyty takie jak: makrofagi i granulocyty obojetnochtonne (neutrofile) potozone

w sasiedztwie nabtonka jelitowego (w wewnetrznej kieszeni komérek M) odgrywajg
zasadniczg role w mechanizmach obronnych organizmu, chronigc go zwtaszcza
przed infekcjg bakteryjna.

Makrofagi biorg udziat w procesie fagocytozy, uczestniczg w odpowiedzi zapalnej,
aktywacji limfocytéw oraz w procesie naprawy tkanek.

Neutrofile majg wkasciwosci bakteriobdjcze , poza tym odpowiadajg chemotaktycznie
cytokinom: IL-1 i IL-8.

Makrofagi i neutrofile odgrywajg kluczowg role w transporcie bakterii przez bariere
Sluzéwkowa, wykorzystujac je do przemieszczania sie przez nabtonkowe

i Srodnabtonkowe bariery.
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Bakterie uruchamiajg mechanizmy, ktére chronig je przed fagocytozg makrofaga

poprzez:

@ produkcje enzymow takich jak: katalaza, dysmutaza ponadtlenkowa —
tlenozalezne procesy (123).

@ odpornosc na fagolizosomowe enzymy (hydrolazy, lizozym), Shigella flexneri
(132), Listeria monocytogenes (118).

@ apoptoze makrofaga 3 godziny po infekcji - Shigella flexneri (152).

Podczas infekcji Shigella flexneri, neutrofile w czasie transmigracji rozrywajg
potgczenia miedzykomorkowe nabtonka. Bakterie dzieki tak potozonemu neutrofilowi
przedostajg sie do powierzchni bazolateralnej (boczno-podstawnej) komorki

i dokonujg inwazji na sgsiednie komorki epitelialne (116).
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Ryc.3. Udziat neutrofili w translokacji bakteryjnej Shigella flexneri.

1.2.8 Translokacja bakteryjna i Staphylococcus aureus

Mimo wzrastajgcej ilosci badan na temat translokacji bakteryjnej to jednak
mechanizm tego procesu jest wcigz mato poznany. Najwiecej wiadomo na temat
translokacji u bakterii tlenowych i fakultatywnych (stanowigca naturalng flore
jelitowa), ktére w odpowiednich warunkach (opisanych wczes$niej), mogg ulegaé
translokacji. Bakterie bezwzglednie beztlenowe z reguty stanowig bariere ochronng

(biofilm) przed patogenami.
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S. aureus jest jedng z gtéwnych przyczyn zakazen szpitalnych, znajduje sie

w czotowce szczepdw izolowanych z krwi od dorostych i od dzieci z oddziatéw
intensywnej terapii i oparzen (126).

Zakazenia gronkowcowe sg trudne do leczenia mimo wtasciwej antybiotykoterapii
(). Staphylococcus aureus moze kolonizowa¢ ludzki przewod pokarmowy, ktéry
moze stac sie rezerwuarem dla opornych szczepéw (47, 48, 60, 127).

Ostatnio ukazaty sie dwa doniesienia sugerujgce mozliwo$¢ wystepowania
patogennych szczepow gronkowcowych w przewodzie pokarmowym i ich
translokacji. W pierwszej pracy stwierdzono wysoka liczebnos$¢ szczegolnych
szczepow Staphylococcus aureus u dzieci, a jej autorzy sugerujg wprost, ze jest to
potencjalne zrédto translokacji (102). W drugiej pracy wykazano mozliwo$¢ istnienia
czynnikow patogennosci gronkowcow, mogacych odpowiadac za ten proces (63).
Autorzy tej pracy, wykazali przewage obecnosci szczepow MRSA pochodzenia
szpitalnego w tresci jelitowej chorych leczonych antybiotykami w szpitalu. Szczepy
te, roznity sie na podstawie identyfikacji prazkéw w metodzie PFGE, od szczepdw
rezydujgcych na skorze tych pacjentéw, a ponadto 90% z nich produkowato
leukocydyny, a 76% enterotoksyne A. Znajac cechy tych toksyn, mozna
przypuszczac, ze wtasnie one moga by¢ czynnikiem uszkadzajgcym nabtonek
jelitowy, a zatem stwarzajacym warunki dla translokaciji jelitowej w przypadku
gronkowcow.

Jednym z najciekawszych i najbardziej intrygujacych spostrzezen wynikajacych

z analizy danych epidemiologicznych, bakteriologicznych oraz genetycznych ostatnio
przeprowadzonych badan jest wspofistnienie populaciji gronkowcow o réznej
“sktonnosci” do zakazen miejscowych lub uogodlnionych. Te obserwacije byty mozliwe
przy przeprowadzeniu analizy czestosci wystepowania zakazen miejscowych

i uogdlnionych u tych samych chorych i dzieki dlugiemu okresowi prowadzonych
badan. Obowigzujgce dotychczas teorie zaktadaty, ze do sepsy u chorych
oparzonych dochodzi w wyniku kontaminacji rany oparzeniowej, w jej nastepstwie do
zakazenia, a po pokonaniu barier obronnych, dochodzi do wnikania
mikroorganizméw do krwioobiegu. Z badan wynika ze, szczepy wyizolowane z rany
oparzeniowej byty rézne fenotypowo i genotypowo od szczepow obecnych we krwi.
To spostrzezenie stwarza mozliwos¢ dalszych hipotez. Najbardziej prawdopodobna
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z nich zaktada mozliwosc¢ przechodzenia odpowiednio “wyposazonych” inwazyjnych
szczepodw gronkowca ztocistego nie ze skory chorego, lecz z jego przewodu

pokarmowego, w wyniku translokacji bakteryjnej (30).

1.3 Udziat cytokin w procesach obronnych organizmu

Reakcje immunologiczne, zapalenia i modelowanie tkanek w procesach
regeneracyjnych sg regulowane przez produkty syntetyzowane de novo

w limfocytach, monocytach/ makrofagach, fibroblastach, komoérkach srédbtonka

i morfotycznych krwi oraz w wielu innych pod wptywem zadziatania czynnika
pobudzajgcego komérke. Substancje te nazywane sg cytokinami lub interleukinami
(czyli komérkami przekazujgcymi informacje miedzy biatymi krwinkami) i wywierajg
swoéj wptyw poprzez wigzanie sie ze specyficznym receptorem btonowym na
powierzchni komorki (8).

Wiekszos$¢ cytokin to glikoproteiny o masie czgsteczkowej 15 000-25000 daltonow

i strukturze ograniczonej do okoto 150 aminokwasow.

Klasyfikacja cytokin

Klasyfikacja strukturalna cytokin (8):

@ Interleukiny (IL)
@ Interferony (IFN)
@ Czynnik marwicy nowotworéw (tumor necrosis factor — TNF)

@ Czynniki wzrostu (growth factors — GF’s)

Klasyfikacja funkcjonalna cytokin (8):

@ Cytokiny mediatory reakcji odpornosciowych. Do tej grupy zaliczane sg
interleukina 1, tumor necrosis factor a (TNF-a), interferony typu |
i interleukina 8. Interferony stanowig naturalng obronnos¢ na zakazenia
wirusowe, podczas gdy pozostate cytokiny sg odpowiedzialne za zainicjowanie
reakcji immunologicznych.

@ Cytokiny regulujgce wzrost. Do grupy tej zalicza sie interleukiny: 2, 4, 5, 12
i TGF-b (transforming growth factor b) powodujgcy wzrost limfocytow,

ptytkopochodny czynnik wzrostu (PDGF), czynnik wzrostu fibroblastow (FGF).

30



1. Wstep

Cytokiny aktywujgce komorki nacieku zapalnego. Okreslane one sg mianem
“prozapalnych”, sg to: IFN-g, TNF-a, TNF-b, IL-8.

Cytokiny aktywujgce hemopoeze szpikowg (colony stimulating factors-CSF). Ich
dziatanie wszystkich linii komérkowych szpiku.

Klasyfikacja cytokin ze wzgledu na aktywnos¢ bilogiczna (65):

Q 8 8 8 8 8 8 8 8

Czynniki wzrostowe mezenchymalne (PDGF, FGF, TGF-b, VEGF, EGF, TGF-a)
Czynniki wzrostowe komorek T (IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-12)

Czynniki wzrosotowe komérek B (IL-4, IL-5, IL-6, IL-14)

Czynniki hematopoetyczne (IL-3, M-CSF, G-CSF, GM-CSF)

Czynniki chemotaktyczne (IL-8, MCP-1, MIF)

Cytokiny prozapalne (IL-1, TNF, IL-6, IL-8)

Cytokiny przeciwzapalne (G-CSF, IL-1ra, IL-4, IL-10, IL-12, IL-13

Cytokiny cytotoksyczne/ inhibitory wzrostu (TNF, LT, OSM)

Cytokiny antywirusowe (interferony)

Cytokiny pojawiajace sie w wyniku odpowiedzi na zakazenie (65):

%)

%)

Inicjacja zapalenia: IL-1a, IL-1b, TNF-a; cytokiny te mogg dziataC synergistycznie,
rowniez z LPS-em

Podtrzymywanie zapalenia: chemokiny, IL-8, Gro-a, i - b, MIP-1a, MIP-1b, MCP-

1, 2, 3; IL-6, interferony

Zejscie zapalenia i jego kontrola: IL-1ra, IL-4, IL-10, IL-13, TGF-b

Cytokiny wtgczone w procesy naprawcze oraz cytokiny wzrostowe: CSF-y , EGF,

TGF-a, FGF, PDGF, rodzina TGF-b.

Udziat cytokin - IL-8 i TNF-a w procesach obronnych organizmu

IL-8 ( neutrophil activating protein (NAP), neutrophil-chemotactic factor (NCF)

Z w/w podziatbw cytokin, wynika, ze IL-8 zalicza sie do: cytokin - mediatorow

reakcji odpornosciowych, czynnikéw chemotaktycznych i cytokin prozapalnych oraz

w podtrzymywaniu zapalenia.

IL-8 syntetyzowana jest przez aktywowane makrofagi, a takze przez wiele innych

komorek (komérki srodbtonka, fibroblasty) i powoduje w ognisku zapalnym dominacije
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granulocytéw obojetnochtonnych. Zaliczana jest do grupy chemokin, w skfad ktérych
wchodzg takze czynnik ptytkowy (platelet factor, PF-4), monocytarny (monocyte
chemoattractant protein, MCP-1) oraz RANTES - czynnik chemotaktyczny dla
tymocytow. IL-8 jest syntetyzowana w znacznych ilosciach pod wptywem dziatania
IL-1i TNF-a (8).

TNF- a (TNFa) czynnik martwicy nowotwordéw (tumor necrosis factor)

Wyrdznia sie dwa podtypy tych biatek - a i b. Oba typy TNF reaguja z identycznym
receptorem na powierzchni komorek, stad ich dziatanie jest podobne, rézni je
natomiast pochodzenie. TNF-a jest syntetyzowany przez aktywowane makrofagi,
natomiast TNF-b przez aktywowane limfocyty T.

TNF odgrywa wraz z IL-1 kluczowa role w reakcji wczesnej odpowiedzi
immunologicznej poprzez dziatanie na $rédbtonki naczyniowe, fibroblasty,
degranulacje i aktywacje granulocytow, indukuje synteze innych mediatoréw (IL-1,
GM-CSF, PAF, leukotrieny, prostaglandyny), a takze nalezy do grupy tzw.
endogennych pirogendw, substancji majgcych zdolnosé podwyzszania temperatury

(8).
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2. ZALOZENIE | CELE PRACY

Zakazenia szpitalne spowodowane przez Staphylococcus aureus zwlaszcza
szczepem metycylinoopornym sg bardzo trudne w leczeniu ze wzgledu na rosngacg
opornosc tych szczepow.

Pacjenci po urazie termicznym z rozlegtg powierzchnig oparzenia sg szczegolnie
narazeni na réznego rodzaju infekcje, w tym na infekcje wywotane przez MRSA.
Do tej pory przyjmowano koncepcije, ze do zakazenia uogolnionego dochodzi

w wyniku kontaminacji rany oparzeniowej, a w jej nastepstwie do zakazenia, a po
pokonaniu barier obronnych, dochodzi do wnikania mikroorganizméw do
krwioobiegu.

Wiadomo, ze przewdd pokarmowy moze by¢ rezerwuarem dla opornych szczepoéw
gronkowca i by¢ moze w niektorych przypadkach do zakazenia krwi dochodzi nie

z rany pacjenta, ale wtasnie z przewodu pokarmowego w wyniku translokaciji
bakteryjne;.

Moja rozprawa doktorska stuzy wyjasnieniu tego prawdopodobnego zjawiska na
poziomie komérkowym.

Cele pracy

Analiza fenotypowa szczepdéw

@ okreslenie czynnikow etiologicznych zakazen: ran, krwi i odbytu od pacjentow
hospitalizowanych na Oddziatach Leczenia Oparzen : z Centrum Leczenia
Oparzen w Siemianowicach Slagskich (CLOS), Polsko-Amerykanskiego Instytutu
Pediatrii w Krakowie-Prokocimiu (P) i Szpitala im. Rydygiera w Krakowie (Rd).

@ charakterystyka szczepOw: przynaleznos¢ gatunkowa, lekowrazliwosé,

oznaczanie Wzorow Opornosci.

Analiza genotypowa szczepow

@ wykazanie polimorfizmu dtugosci fragmentéw restrykcyjnych chromosomalnego
DNA metodg PFGE

@ okreslenie wzorow restrykcyjnych szczepow

@ porownanie wzorow PFGE szczepow gronkowcowych pochodzacych

z rany, krwi i odbytu
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Badanie mechanizmu translokacji bakteryjnej gronkowcoéw przez bariere sluzéwkowa

in vitro przy uzyciu komoérek epitelialnych i endotelialnych

@ badanie interakcji komoérek Caco-2 z gronkowcem ztocistym (typ dziki, mutant)

w zaleznosci od stezenia komorek bakteryjnych i czasu trwania inkubacji — ocena
akumulaciji transkryptow cytokin IL-8, TNF-a przy uzyciu RT-PCR.

@ badanie adherenciji, inwazji gronkowcow — typu dzikiego (WT) i mutanta (MT),
Salmonella enteritidis (pozytywna kontrola) oraz wyselekcjonowanych szczepow
klinicznych przy uzyciu komorek epitelialnych i endotelialnych

@ badanie wptywu inhibitora kinaz tyrozynowych na inwazje S. aureus - typu
dzikiego (WT) i mutanta (MT) oraz Salmonella enteritidis

@ badanie translokacji bakteryjnej gronkowcéw — typu dzikiego (WT) i mutanta (MT),
Salmonella enteritidis (pozytywna kontrola) oraz wyselekcjonowanych szczepow

klinicznych.
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3. MATERIALY | METODY

3.1 Materiat do badan - szczepy bakteryjne

Analizie ogo6tem poddano 77 szczepOw gronkowcow izolowanych z ran, krwi

i odbytu (R, K, O) od 42 pacjentow po urazie termicznym hospitalizowanych w latach
2001-2002 w Centrum Leczenia Oparzen w Siemianowicach Slgskich (CLOS),
Oddziatu Leczenia Oparzen Polsko-Amerykanskiego Instytutu Pediatrii w Krakowie-
Prokocimiu (P) oraz Oddziatu Leczenia Oparzen i Chirurgii Plastycznej szpitala

im. Rydygiera w Krakowie (Rd).

Pobrany materiat CLOS P Rd
Izolacja i identyfikacja | Mikrobiologiczne Zaktad Bakteriologii | Mikrobiologiczne
gronkowca Laboratorium Katedry Mikrobiologii |Laboratorium
Przyszpitalne CM UJ Przyszpitalne
Otrzymany materiat | Skos ze szczepem Wymaz z rany, Skos ze szczepem
do analizy gronkowcowym odbytu, krew gronkowcowym
Weryfikacja badanych | Zaktad Bakteriologii | Zaktad Bakteriologii | Zaktad Bakteriologii
szczepOw Katedry Mikrobiologii | Katedry Mikrobiologii | Katedry Mikrobiologii
CM UJ CM UJ CM UJ

Tab. 9 lzolacja i identyfikacja gronkowca.

Izolacja i identyfikacja szczepdw bakteryjnych pochodzacych z Centrum Leczenia
Oparzen w Siemianowicach Slaskich oraz Szpitala im. Rydygiera w Krakowie
wykonano metodami standardowymi (109) w Laboratorium Mikrobiologicznym w/w
szpitali, nastepnie zweryfikowano w Zaktadzie Bakteriologii Katedry Mikrobiologii

Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie.

Izolacja i identyfikacja szczepdw bakteryjnych pochodzacych z Oddziatu Leczenia
Oparzen Polsko-Amerykanskiego Instytutu Pediatrii w Krakowie - Prokocimiu
wykonano metodami standardowymi (109) w Zaktadzie Bakteriologii Katedry
Mikrobiologii Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie.
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W badaniu mechanizmu translokacji bakteryjnej (The Rowett Reserach Institute,
Wielka Brytania) wykorzystano szczepy referencyjne gronkowca ztocistego - typ dziki
(25923 ) i mutanta (10832) z ATCC (AmericanType Culture Collection) -
Amerykanskiej Kolekcji Mikroorganizmow oraz Salmonella enteritidis (S1400)

z kolekcji Kellog Laboratory The Rowett Research Institute.

Pobieranie materiatu

Materiat do badan stanowity wymazy z rany, posiew krwi i gteboki wymaz z odbytu.

Wymaz z rany

Materiat pobierano po stwierdzeniu jakichkolwiek objawéw zakazenia miejscowego.
Przy rozlegtych ranach materiat pobierano jatowym wacikiem z pogranicza zmiany
zapalnej i skory zdrowej.

Posiew krwi

Wskazaniem do badania mikrobiologicznego krwi byty kliniczne objawy zakazenia
uogolnionego krwi.

Krew pobierano wg ustalonej procedury (85). W zaleznosci od wieku pacjenta
zalecano pobieranie r6znych objetosci krwi. U pacjentéw dorostych pobrano krew
w ilosci 5 ml/50 ml podtoza. Do podtoz pediatrycznych pobrano krew w ilosci 1-3 ml.

Gteboki wymaz z odbytu

W tym celu jatowym wacikiem zwilzonym jatowym roztworem soli fizjologicznej

kilkakrotnie wykonywano ruch obrotowy po powierzchni sluzéwki odbytnicy.
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3.2 Charakterystyka szczepdw izolowanych od chorych oparzonych — cechy
fenotypowe

Metody fenotypowe - polegaty na oznaczaniu: wybranych cech morfologicznych
I biochemicznych, oznaczaniu aktywnosci enzymatycznej , typu wzrostu na podtozu,

oraz ustaleniu wrazliwosci na wybrane chemioterapeutyki (30).

3.2.1 Hodowla i identyfikacja gatunku

Do izolacji i identyfikacji szczepdw stosowano nastepujace podtoza : podtoze
Chapmana (do réznicowania gronkowca ztocistego), podtoze Mueller — Hinotna

(do badania lekowrazliwo$ci), podtoze McConkey’a (do réznicowania pateczek Gram-
ujemnych laktozo (+)), bulion z solg i podtoze z eskuling (do ré6znicowania
Enterococcus species i E. faecalis).

Szczepy gronkowcéw hodowano na podtozu statym — agarowym z 5% odwtdkniong
krwig baranig z i ptynnym (bulionie) - tryptozowo-sojowym (Tryptic Soy Broth -
TSB) oraz w bulionie z wyciggiem z mézgu cielecego i serca wotowego (Brain Heart
Infusion Broth, BHI).

Szczepy z kolekcji ATCC - Staphylococcus aureus typu dziki (25923), oraz mutant
(10832)_hodowano na podtozu BHI.

Salmonella eneteritidis hodowano na podtozu ptynnym Lowry Broth - LB.

Wszystkie szczepy kliniczne przeznaczone do dalszych badan namnazano

w bulionie tryptozowo-sojowym (TSB, Difco) z dodatkiem 10% glicerolu, a nastepnie
przechowywano na peretkach szklanych, w temp. —70°C (83).

Przed wykonaniem dalszych badan szczepy pasazowano na agarze Columbia
(Difco) z 5% odwidkniong krwig baranig inkubowano hodowle przez 18-24 godz.

w temp. 37°C w warunkach tlenowych.

Sktad podtozy.

Plytka krwawa - agarowa z zawartoscig 5% odwldknionej krwi baraniej

Columbia Blood Agar Base (Oxoid):

g/l
Specjalny pepton 23
Skrobia 1
Chlorek sodu 5
Agar 10
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3. Materiaty i metody

pH = 7,3 £0,2 w temp. 25°C

Po wyjatowieniu w temp. 121°C i ci$nieniu 1 atm. przez 15 min., ochtodzono sktadniki
do temp. 50°C dodano odwtékniona krew baranig, tak aby stanowita 5% podtoza.

Podloze ptynne TSB (Tryptic Soy Broth -tryptozowo-sojowym) (Difco):

g/l
Bacto-Tryptone (wycigg trzustkowy) 17

Bacto-Soytone (wycigg sojowy) 3
Dekstroza 2,5
Chlorek sodu 5
Fosforan dwupotasowy 2,5

pH = 7,3 £0,2 w temp. 25°C
Sktadniki rozpuszczono w 11 wody i doprowadzono do pH ok.7,3.

Wyjatawiano w autoklawie w temp. 121°C i ci$nieniu 1 atm przez 15 min.

Bulion

g/l
Protease Peptone No.3 (Difco) 10
Tryptose (Difco) 10
Wycigg wotowy 3,0
Amid kwasu nikotynowego 0,05
Kwas p-aminobenzoesowy 0,05
Dekstroza 0,5
Skrobia 1,0
Chlorek sodu 5,0
Glukoza 1% 1,0

pH = 7,3 £0,2 w temp. 25°C

Podtoze ptynne z solg (NaCl) — do w/w podtoza dodano 60 g/l chlorku sodu.

38



3. Materiaty i metody

Podtoze ptynne BHI (Brain Heart Infusion Broth - Oxoid) — z wyciggiem z mézqu

cielecego i serca wotoweqo:

g/l

wycigg z mozgu cielecego 12,5
wyciag z serca wotowego 5,0
Proteose peptone 10,0
Glukoza 2,0
Chlorek sodu 5,0
Fosforan dwusodowy 2,5
pH=7,4%0,2
Podtoze ptynne LB (Lowry-Broth)
1% bacto- trypton
0,5% wycigg drozdzowy
1% NaCl
pH=7,0£0,2
Podtoze Chapmana

g/l
Agar 15,0
Suchy wyciag wotowy 3,0
Pepton tryptone (Difco) 5,0
Chlorek sodowy 75,0
Mannitol 10,0
Czerwien fenolowa 12,5 mi
(0,2% roztw., w 50% alk.etyl.)
woda destylowana 950 ml
pH=7,4%0,2
Podtoze Mueller Hinton Il (Biocorp)

g/l
Wycigg wotowy 2,0
Kwasny pepton kazeinowy 17,50
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3. Materiaty i metody

Skrobia
Agar
pH=7,4+0,2

15
17,0

Podloze z eskuling — Bile Esculine Agar (Fluka)

g/l

Wycigg miesny 3,0
Pepton miesny 5,0
Ox-bile 40,0
Cytrynian zelazowy 0,5
Eskulina 1,0
Agar 14,5
pH=6,4+0,2
Podtoze McConkey (Biocorp)

g/l
Pankreatynowy hydrolizat zelatyny 17,0
Miesznina peptonow 3,0
Sole z6fci 1,5
Chlorek sodu 5,0
Laktoza 10,0
Fiolet krystaliczny 0,001
Czerwien obojetna 0,03
Agar 13,5
pH=7,1%0,2
Podtoze Sabourauda

g/l

Neopepton 10
Glukoza 40
Gentamycyna 100 mg
Agar 29
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pH= 5,8-6,0
Wszystkie w/w podtoza sterylizowano w autoklawie w temp. 121°C i cignieniu 1 atm

przez 15 min.

Izolacja i identyfikacja czynnikdw etiologicznych, w tym gronkowcowych z rany,

odbvtu i krwi od pacjentéw z Oddzialu Leczenia Oparzen Polsko-amerykanskiego

Instytutu Pediatrii w Krakowie-Prokocimiu.

Izolacja i identyfikacja gronkowca z rany i odbytu .

1.

Pobrany materiat wysiewano na podtoza: krwawe, McConkey'a (wybidrcze dla
Enterobacteriaceae i innych pateczek Gram-ujemnych laktozo ,,+”) i Sabourada
(wybiorcze dla grzybéw). Wacik z materiatem umieszczono w bulionie TSB.
Inkubacja trwata 18-24 godz. w temp. 37°C.

. Po 24 godzinnej hodowli izolowano r6zne kolonie bakteryjne na sektor celem

namnozenia wiekszej ilos¢i szczepu. I1zolowano gronkowce, paciorkowce.
Inkubowano 24 godz. ponownie namnozone sektory, po czym wykonano
preparaty barwione metodg Grama.

Gronkowce diagnozowano przez zatozenie koagulazy probéwkowej, wysianie
szczepow na poditoze Chapmana, wykonanie testu biochemicznego APl STAPH
oraz natozenie krazka nowobiocyny i metycyliny.

Namnozone paciorkowce przesiano na bulion z solg i na skos z eskuling

i identyfikowano metodami standardowymi (109).

Standardowy, trzykrotny posiew Krwi.

1.

Hemomedium (podtoze transportowe przeznaczone do wzrostu dla bakterii
tlenowych) z pobrang prébka krwi pozostawiono w cieplarce do namnozenia
bakterii przez 24 godz.

Przy uzyciu sterylnej strzykawki i igty posiano jedna krople podtoza z badang
krwig na ptytke krwawai podtoze McConkey’a.

Ptytki oraz podtoze wzrostowe z badang krwig inkubowano przez nastepne 24
godz. w temp. 37°C.

Po inkubacji sprawdzono wyniki. Jesli wynik byt ujemny, probki krwi ponownie
posiewano na podtoza i inkubowano ptytki oraz podtoze transportowe z krwig

przez nastepne 24 godz. Wynik dodatni uznano za dodatni jesli byty widoczne
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kolonie bakteryjne na powierzchni podtoza agarowego, ktére nastepnie
wyizolowano i identyfikowano metodami standardowymi (109).
5. Po inkubaciji sprawdzono wynik, jesli wynik byt ujemny catg procedure powtérzono

jeszcze raz.

3.2.2 ldentyfikacja gronkowca ztocistego

Do identyfikacji gronkowca ztocistego stosuje sie metody standardowe (109):
Ocena morfologii kolonii na podtozu krwawym.

Typ hemolizy na podtozu agarowym z dodatkiem krwi.

Hodowla na agarze z mannitolem (podtoze Chapmana).

Badanie mikroskopowe — barwienie metodg Grama.

Test probéwkowy na obecnos¢ koagulazy.

Test szkietkowy na obecnosc¢ clumping factor.

Test krazkowy na nowobiocyne

© N o g M w D PE

Identyfikacja biochemiczna za pomoca testu APl STAPH.

Ocena morfologii kolonii na podtozu krwawym.

Materiaty wyjsciowe posiewano metodg redukcyjng na podtozu agarowym
z dodatkiem krwi. Po 24 godz. w temp. 37°C w warunkach tlenowych obserwowano

typ wzrostu i hemolizy na ptytce krwawe;.

Hodowla na agarze z mannitolem (podtoze Chapmana).

Rownolegle do posiewu na podtoze krwawe wykonano posiew na podtoze
Chapmana. Inkubowano 48 godz. w warunkach tlenowych w temp. 37°C .
Po inkubacji obserwowano wzrost gronkowca w postaci zéttych kolonii i zmiane

zabarwienia podfoza z r6zowego na zo6tty (efekt fermentacji mannitolu).

Badanie mikroskopowe — barwienie metodg Grama (144).

Przygotowanie preparatow do barwienia:

@ Preparat przygotowano na odttuszczonych szkietkach podstawowych.
@ Na szkietko podstawowe naniesiono 1-2 krople roztworu 0,85% NacCl
@ Po wyzarzeniu i ostudzeniu ezy, pobrano mase bakteyjng z ptytki

i rozprowadzono jg w roztworze zawieszajgcym
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@ Rozmaz wysuszono w temp. pokojowej
@ Po wysuszeniu preparat utrwalono, przeciggajac szkietko trzykrotnie w ptomieniu
palnika

Etapy barwienia metodg Grama:

@ Zalano szkietko roztworem fioletu krystalicznego na 2-3 min.
@ Utrwalono ptynem Lugola (roztwor jodu w jodku potasu) na 1,5-2 min.
@ Odbarwiono etanolem (90% z dodatkiem acetonu) przez 30 sek.

@ Dobarwiono barwnikiem kontrastowym (fuksyna lub safraning) przez 15 sek.

Po kazdym etapie barwienia preparat ptukano biezacg woda. Nastepnie preparat
wysuszono i oglagdano w mikroskopie swietlnym.

Test probéwkowy na obecnos$é¢ koagulazy.

Test na wytwarzanie koagulazy odréznia Staphylococcus aureus od Staphylococcus
epidermidis.

Do osocza kréliczego, rozcienczonego izotonicznym roztworem NacCl 1:5 dodano 1ml
24 godz. hodowli ptynnej TSB badanego szczepu lub jedno oczko ezy z hodowli na
podiozu statym. Zawiesine w osoczu inkubowano w temp. 37°C przez 24 godz.
Wynik préby odczytywano po 1, 3, 6 i 24 godz.

Test szkietkowy na obecnos¢ clumping factor.

Czynnik clumping factor (CF) wykrywa sie prostg metodg na szkietku podstawowym.
Do kropli zawiesiny badanego szczepu dodano krople osocza. Szybkie zlepianie sie
bakterii zachodzace w ciggu 5-15 sek. dowodzi obecnosci CF.

Test krazkowy na nowobiocyne

Technikg dyfuzji w zelu agarowym oznaczono metodami standardowymi opornosc

badanych szczepow gronkowcowych na nowobiocyne (NOV) (109).

1. Kilka kolonii wyizolowanych z posiewu redukcyjnego badanego szczepu na
agarze krwawym zawieszono w 2 ml jatowego roztworu fizjologicznego NacCl, tak
aby uzyska¢ zawiesine o zmetnieniu odpowiadajacym 0,5 jednostek McFarlanda
(10% CFU/m).
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2. Gotowg zawiesine wysiewano na agar Mueller-Hintona przy uzyciu bawetnianego

wacika, ktéry po jednokrotnym zamoczeniu wyciskano o $ciane probowki. Raz

nabranym wacikiem materiat trzykrotnie rozprowadzano po powierzchni agaru

zmieniajac za kazdym razem kat posiewu o 60°C.

3. Po 3-5 min., na posiane podtoze naktadano krgzek nasycony nowobiocyng

i delikatnie docisnieto do powierzchni agaru. Ptytki odwrécono do gory dnem

i inkubowano w temp. 37°C w warunkach tlenowych przez 24 godz.

4. Wyniki oznaczenh odczytywano po w/w czasie inkubaciji (30).

Tab. 10 Diagnostyka r6znicowa gatunkow gronkowcéw (144).

Cecha Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus
aureus epidermidis saprophyticus

Kolor kolonii z6tty lub biaty biaty biaty lub

bladopopielaty

Hemoliza + + -

Wydzielanie tak nie nie

koagulazy

Fermentacja tak nie tak

mannitolu

Wrazliwos¢ na wrazliwy wrazliwy oporny

nowobiocyne

Identyfikacja biochemiczna za pomoca testu APl STAPH (bio-Mérieux).

API STAPH jest systemem stuzacym do identyfikacji rodzajéw Staphylococcus oraz

Micrococcus, przy wykorzystaniu wystandaryzowanych i zminiaturyzowanych préb

biochemicznych.

Szereg

identyfikacyjny sktada sie

zawierajgcych odwodnione substraty (podane w tab. 14).

20 mikroprobéwek
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Skiad podtozy i odczynnikéw:

API STAPH Medium (6 ml)

VP1 (5 ml)

VP2 (5 ml)

NIT 1 (5 ml)

NIT 2 (5 ml)

ZYMA (5ml)

ZYM B (8 ml)

1. Przygotowano spod

wieczko komory

Wyciag z drozdzy
Bactopeptone

NaCl

Elementy Sladowe
Woda demineralizowana
pH: 7,0-7,4

Wodorotlenek potasowy
Woda

a-naftol

Etanol

Kwas sulfanilowy
Kwas octowy
Woda

N,N-dimetyl-1-naftylamina
Kwas octowy
Woda

Tris-hydroxymetyl- aminometan

Kwas solny (37%)
Laurylosiarczan sodowy
Woda

Fast Blue BB
2-metoksyetanol

inkubacyijnej,

0,59

10g

59

10 mi

gsp 1000ml

409
100ml

69
100 ml

0,49
30g
70 ml

0,69
30g
70 ml

25¢g

11 mi
10g
100 mi

0,35¢g
100 ml

wlano 5 ml wody

destylowanej na spod komory celem zapewnienia odpowiedniej wilgotnosci

srodowiska.
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2. Pasek z szeregiem biochemicznym witozono do komory inkubacyjne;.

3. Do probéwki z APl STAPH Medium wprowadzono ezg jedna kolonie z hodowli
catonocnej (18-24 godz. w temp. 37°C ) na plytce agarowej z dodatkiem krwi,
w celu uzyskania jednorodnej zawiesiny o zmetnieniu 0,5 w skali McFarlanda.

4. Za pomocg jatowej pipety napetniono mikroprobowki zawiesing bakteryjng do
potowy wysokosci.

5. Wytworzono warunki beztlenowe w mikroprobéwkach ADH i URE napetniajgc ich
gorng czes¢ olejem parafinowym

6. Zamknieto komore inkubacyjng i inkubowano w temp. 37°C przez 18-24 godz.

7. Po inkubacji dodano po jednej kropli kazdego z nastepujacego odczynnikéw:
VP1 oraz VP2 do mikroprobowki VP, NIT1 i NIT2 do mikroprobowki NIT oraz
ZYM A'i ZYM B do mikroprobowki PAL. Odczekano 10 min.

Charakterystyka szczepdédw gronkowcowych (metycylinoopornych — MRSA,

metycylino—wrazliwych — MSSA) metodami fenotypowymi.

Oznaczanie opornosci badanych szczepéw gronkowcowych na metycyline.

Technikg dyfuzji w Zzelu agarowym oznaczano oporno$¢ badanych szczepéw
gronkowcowych na metycyline (MET). Badanie wykonano wedtug zalecen NCCLS
(110).

Przebieg badania byt identyczny jak w “Tescie krgzkowym na nowobiocyne”

z pewnymi modyfikacjami w pkt. 2, 3.

W pkt.2 gotowg zawiesing wysiewano na agar Mueller-Hintona z zawartoscig 5%
NacCl.

W pkt.3 Na posiane podioze naktadano krgzek z 5 ng metycyliny (Oxoid) lub z 5 ng
oksacyliny (Oxoid).
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Badanie lekowrazliwosci na inne chemioterapeutyki szczepéw metycylinoopornych

(MRSA), i metycylinowrazliwych (MSSA)stosujac metode dyfuzyjno-krazkowa Kirby
i Bauera (9) wqg zalecen NCCLS (110)

Przebieg badania byt identyczny jak w “Tescie krgzkowym na nowobiocyne”

z modyfikacjg w pkt.3.

Na posiane podtoze naktadano krazki nastepujgcych antybiotykow: erytromycyne —
E (15 nyg), klindamycyne — DA (2 ng), kotrimoksazol — SXT (25 ng - trimetoprim 1,25
ny sulfametoksazol 23,75 ng), ciprofloksacyne — CIP (5 ng), gentamycyne — GE

(10 ng) , wankomycyne- VA (30 ng), teikoplaning —TEC (30 ng) , mupirocyne — MUP
(200 ng), ryfampicyna — RA (5 ng ) kwas fusydynowy - FD (10ng).

Powyzsza skroty antybiotykdéw zastosowano w tabelach i rycinach.

Krazki pochodzity z firmy Becton Dickinson.
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3.3 Charakterystyka szczepéw gronkowcowych — cechy genotypowe.

Analize genetyczng gronkowcéw przeprowadzono za pomocg elektroforezy

w zmiennym polu elektrycznym (Pulsed Field Gel Electrophoresis PFGE) przy uzyciu
zestawu odczynnikow GenePath Group 2 Reagent Kit oraz aparatu GenePath
System firmy Bio-Rad.

Procedura poszczegdélnych etapow zostata wykonana na podstawie “GenePath
Group 2 Reagent Kit Instrukcja Obstugi”.

Skiadniki zestawu stosowaneqo w metodzie elektroforezy pulsacyjnej:

Modut uniwersalny

Bufor do zawieszania komérek 12 ml

Agaroza do zatapiania 12 mi
Bufor dla proteinazy K 30 ml
Proteinaza K (>600U/ml) 1,3 ml
Bufor ptuczacy 10x 60 ml

Modut enzymatyczny

Bufor lityczny | 30 ml
Lizozym 25 mg/ml, lizosatfina 25 mg/ml 1,6 ml
Bufor dla Sma | 65 ml
Enzym restrykcyjny Sma | (5 U/ml) 300 m

Modut standardowy
Standard Lambda Ladder
Bloczki kontrolne — grupa 1

Inne odczynniki

Pulsed Field Certified Agarose

Low Melt Preparative Grade Agarose

Roztwér bromku etydyny (1mg/ml)

10 ° TBE bufor (TRIS/BASE 108 g, kwas borny 55g, EDTA 9,3g;

woda destylowana do 1l).
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Izolacja chromosomalnego DNA - przygotowanie bloczkéw agarozowych (Bio-Rad).

. Pojedynczg kolonie z catonocnej hodowli badanego szczepu na podtozu
krwawym zawieszono w 3 ml podtoza ptynnego TSB i inkubowano przez 16-20

godzin w temperaturze 37°C z wytrzgsaniem.

. W kuchence mikrofalowej rozpuszczono agaroze do zatapiania (ok. 20 sekund,
petna moc). Umieszczono agaroze w temperaturze 50-55°C i pozostawiono do

czasu zakonczenia przygotowywania bloczkéw.

. Odpipetowano 90 m kazdej z hodowli do probéwek typu Eppendorf. Zwirowano
komorki przez 1-2 minuty przy obrotach 10-12 tys. rpm. Odciggnieto supernatant.

. Osad zawieszono w 150 ml buforu do zawieszania komoérek. Umieszczono

zawiesine bakeryjna i ogrzano w temperaturze 50°C (nie diuzej niz 15 minut).

. Ten etap byt wykonany oddzielnie dla kazdego izolatu. Do zawiesiny komorek
dodano 6m lizozymu/lizostafiny i 150 m agarozy do zatapiania. Wymieszano
delikatnie pipetujgc. Natychmiast odpipetowano 100 m mieszaniny i przeniesiono

do jednej studzienki w foremce. Dla kazdej prébki napetniono dwie studzienki.
. Pozostawiono agaroze by skrzepta na 15-20 minut w temperaturze pokojowej.

. Dla kazdego izolatu przygotowano jatowa probéwke typu Eppendorf i dodano 500

m buforu do lizy | oraz 20 ml lizozymu/lizostafiny.

. Zestalone bloczki przenoszono do roztworu lizujgcego. tagodnie wymieszano.
Inkubowano bloczki w 37°C przez 1 godzine bez wytrzasania.

. Po inkubacji usunieto bufor lityczny i przeptukano bloczki w 1 ml 1x buforze do
ptukania (1x WB).

10.Do kazdej probki dodano 500 m buforu dla proteinazy K oraz 20 ni proteinazy K.

tagodnie wymieszano. Inkubuj bloczki w 50°C przez 16-20 godzin bez

wytrzgsania.
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11.Po inkubacji usunieto roztwoér proteinazy K. Przeptukano bloczki w 1 ml 1x WB
przez 30-60 minut w temperaturze pokojowej z delikathym wytrzgsaniem na
kotysce laboratoryjnej. Czynnosc¢ te powtarzano jeszcze trzykrotnie.

12.Bloczki moga byé przechowywane przez okres od 3 do 6 miesiecy w temp. 4°C.

W tym celu usunieto zuzyty bufor do ptukania i dodano swiezy bufor 1x WB.

Trawienie enzymem restrykcyjnym Smal.

1. Przeniesiono jeden z bloczkow do nowej probowki typu Eppendorf. W identyczny
sposb6b przeniesiono fragment bloczka kontrolnego by mie¢ pewnos¢, iz etap
trawienia restrykcyjnego przebiegat prawidtowo. Dodano 1ml 0.1x WB do kazdej
probéwki. Ptukano bloczki w temperaturze pokojowej przez 30-60 minut tagodnie je

wytrzgsajac.

2. Usunieto bufor i dodano 500m buforu dla Sma I. Ptukano bloczki w temperaturze

pokojowej przez 30-60 minut fagodnie je wytrzgsajac.

3. Usunieto bufor i dodano 300 m buforu dla Sma |. Do kazdej probowki dodano 5 mi
(25 jednostek na bloczek) enzymu (sekwencja DNA rozpoznawna przez Sma | -
CCC GGG), wymieszano delikatnie postukujac w probowke. Inkubowano prébki

w temperaturze 25°C przez 16-20 godzin (catg noc).

4. Po trawieniu enzymem restrykcyjnym usunieto bufor i dodano 500 mi 1x WB.

Bloczki mozna byto przechowywaé od 2 do 4 tygodni w temp. 4°C

Elektroforeza w zmiennym polu elektrycznym (PEFGE)

1. Przygotowano 1% zel agarozowy w buforze 0,5~ TBE. Rozpuszczono agaroze

w kuchence mikrofalowej i ostudzono zel do temp. 55°C.
2. Uszczelniono tacke i zamontowano grzebien w odlegtosci ok. 5 mm od krawedzi.
3. Wylano agaroze na tacke i zel pozostawiono do zastygniecia.

4. Po zastygnieciu zelu wyjeto grzebien i przeniesiono bloczki ( o wymiarach 2,5
wysokosci © 5 mm szerokosci lub 2,5 mm x 8 mm w zaleznosci od wielkosci zelu)

do studzienek w zelu. W pierwszej i ostatniej studzience umieszczono standard
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wielkosci | Ladder o wielkosci od 50 ty$. do 1 min par zasad. W drugiej

studzience umieszczono kontrolny szczep S. aureus (Bio-Rad).

5. Po natozeniu wszystkich bloczkéw do studzienek, studzienki zalewano 1 % zelem
agarozowym lub agarozg Low Melt Preparative Grade Agarose (Bio-Rad),
poczekano do jej zastygniecia i umieszczono zel w aparacie do elektroforezy

pulsowe;.

6. Napetniono aparat buforem 0,5 “ TBE do wysokosci ok. 2 cm, wigczono przeptyw

buforu i chtodzenie (temp.12°C).

7. Elektroforeze prowadzono przez 24 godz. w nastepujacych warunkach:

b-1 b-2
Napiecie 5v/cm 6v/icm
Natezenie pradu 110-120 mA 110-120 mA
Temperatura 12°C 12°C
Poczatkowy czas impulsu  5s 20s
Koncowy czas impulsu 12s 60s
Czas rozdziatu 11godz. 13 godz.

Wybarwianie i fotografowanie zelu

1. Po zakonczeniu rozdziatu, zel barwiono roztworem bromku etydyny (5 kropli
stezonego roztworu bromku etydyny 1 mg/ml dodano do ok. 300 ml wody

dejonizowanej) przez 15 min.

2. Przeniesiono zel do naczynia z minimum 500 ml wody dejonizowane;j
i odbarwiano zel przez 30-60 minut. Diuzsze odbarwianie moze pomoc w redukciji
tta.
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3. Zel ogladano i fotografowano w $wietle UV przy uzyciu transiluminatora (Bio-
Rad) i programu ,,Gel Doc 2000” (Bio-Rad).

Interpretacja uzyskanych wzordéw restrykcyjnych DNA izolowanych szczepéw

(58, 98, 140)

W analizie poréwnawczej wzordéw restrykcyjnych badanych szcepow  mozna
wyréznic kilka kategorii wg Tenovera:

Grupa |: szczepy nierozréznialne — wzory elektroforetyczne sa identyczne, brak
réznic we wzorze. Mozna je oznaczy¢ identycznym symbolem (np. A1, do An).
Grupa ll: szczepy blisko spokrewnione - r6znica jednego wydarzenia genetycznego
(insercja, delecja) 1-3 réznice we wzorach restrykcyjnych. Izolaty mozna oznaczyé
jako podtypy (np. A1, do An).

Grupa lll: szczepy potencjalnie spokrewnione — ré6znica dwéch wydarzen
genetycznych, 4-6 roznic we wzorach restrykcyjnych. lzolaty mozna oznaczy¢ jako
podtypy (np. Al, do An). W interpretacji nalezy uwaznie przeanalizowa¢ wszystkie
dowody nie-genetyczne.

Grupa IV: szczepy niespokrewnione- rOznica trzech lub wiecej wydarzen
genetycznych, 7 lub wiecej ro6znic we wzorach restrykcyjnych. Szczepy uznawane sg
za rézne (np. typ B).

Ro6znica we wzorze restrykcyjnym jest definiowana jako obecnos$¢ lub brak
pojedynczego prazka w analizowanym wzorze w porOéwnaniu do szczepu
wyjsciowego.

Kategorie te, odnosza sie do wzordow restrykcyjnych sktadajacych sie co najmniej

z 10 prazkéw.

Powyzsze kryteria interpretacji dotyczg oceny wynikbw PFGE szczepow
uzyskiwanych podczas badan epidemiologicznych lub z zakazen szpitalnych

w stosunkowo krotkim czasie (1-3 miesigce).
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3.4 Hodowla kombérek epitelialnych Caco-2 i endotelialnych NHDMEC

(Normal Human Dermal Microvascular endothelial cells)
Kellog Laboratory, The Rowett Research Institute

1. Przygotowano wzbogacone podfoze (Complete medium) dla komoérek Caco-2.
Sktad:
DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle Media (Sigma)
FCS 10% Fetal Calf Serum (inaktywowana ptodowa surowica cieleca) (Sigma)
L-Glutamine 2 nM (Sigma)
Antibiotic/Antimicotic 1% (Sigma)

Przygotowano wzbogacone poditoze MV dla komérek endotelialnych (NHDMEC)

(PromocCell),
Skiad:
ECGS/H
(Endothelial Cell Growth Medium SupplementMix) 0,4%
FCS 2%
Epidermalny czynnik wzrostowy (EGF) 0,1 ng./ml
Hydrokortyzon 1 ng/ml
Podstawowy czynnik fibroblastow
(basic Fibroblast Factor) 1ng/ml
Amfoterycyna B 50 ng/ml
Gentamycyna 50 nmg/ml

2. Przeptukano dwa razy pojedynczg warstwe komorek (monolayer) ptynem do
ptukania HBSS (Hanks Balanced Salt Solution — Sigma) — ok. 20 ml.
3. Dodano odpowiednig ilosc trypsyny/EDTA (Sigma) — 7 ml do ptaskiej butelki
(75 cm?flask - Corning) i pozostawiono w inkubatorze o temp. 37°Ci w5 % CO,,
4. Delikatnie wstrzgsnieto butelkg w celu oderwania komorek od podtoza
i w ten sposéb uwolniono komorki do roztworu.
5. Po inkubacji odciggnieto zawiesine komorkowa przy uzyciu sterylnej pipety 10ml
i przeniesiono cato$¢ do probowki (20 ml).
6. Dodano Complete Medium do objetosci 20 ml, w celu dezaktywacji trypsyny.

Catos¢ wymieszano uzywajac 3 ml sterylnej kapilary.
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7. Zwirowano komoérki w 1000 rpm przez 2 min w temp 24 C.
8. Odciggnieto supernatant do objetosci 5 ml i ponownie zawieszono komorki
w podtozu wzbogaconym (Complete Medium). Catos¢ zmieszano przy uzyciu 3 ml
jatowe] kapilary.
9. Z powstatej zawiesiny komérek pobrano prébke i w komorze Birkera
(Haemocytometer) oceniono liczebnos¢ komorek.
10. Porcje zawiesiny zawierajacej ok. 1~ 10° lub 1 ~ 10° komérek/ml przeniesiono do

odpowiednich naczyh hodowlanych typu flask (Corning) lub ptytek Petry’ego

(Corning).

Fot 1. Hodowla komorek Caco-2 w butelce ptaskiej (Corning)

Okreslenie liczebnosci komdrek przy uzyciu komory Biirkera (Haemocytometer Cell

Counting)

1. Zdezynfekowano komore 70 % alkoholem etylowym.

2. Natozono szkietko nakrywkowe w taki sposéb, aby byty widoczne pierscienie
Netwona.

3. Niewielka ilos¢ zawiesiny komorkowej umieszczono w komorze.

4. Pod mikroskopem uwidoczniono dwa kwadraty, otoczone wzdtuz bokow trzema
liniami i podzielone na 25 matych kwadratéw, ktére z kolei byly podzielone na
jeszcze 16 mniejszych kwadratéw.

5. Policzono komorki wewnatrz potrojnych linii, uzywajac zasady ,,triple line rule”.
Policzono komorki dotykajace gornego i lewego boku kwadrata, natomiast nie
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liczono komorki dotykajace dolnego i prawego boku. W ten sposéb unikniono
podwadjnego liczenia komorek.
6. Policzono nastepnie $rednig i pomnozono jg przez 10*, co pozwolito uzyskacé ilo$é

komérek na 1 ml.
Nastepnie odpowiednig ilos¢ zawiesiny komorkowej przeniesiono do naczynia

hodowlanego typu flask i dodano 20 ml wzbogaconego podtoza.
Inkubowano komérki Caco-2 w 37°C i 5 % CO,.
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3.5 Ocena akumulaciji transkryptéw cytokin po inkubacji komérek Caco-2

Z gronkowcem ziocistym Staphylococcus aureus — typ dzikim (25923 ) i mutantem

(10832) z ATCC w zaleznosci od stezenia komdrek bakteryjnych.

Kellog Laboratory, The Rowett Research Institute.

1.

2.

3.

4.

Przygotowano hodowle bulionowg Staphylococcus aureus typ dziki (25923) lub
mutanta (10832) z ATCC: do probdéwki z 10 ml podtoza ptynnego BHI wprowadzono
ezg jedng kolonie z hodowli na ptytce agarowej z dodatkiem krwi, wymieszano w celu
uzyskania jednorodnej zawiesiny.

Hodowle bulionowag umieszczono na wytrzgsarce rotacyjnej, wykonujgce;j

100 obrotéw/minute, w temp. 37°C i pozostawiono na cafa noc.

Po 24h inkubacji do probéwki z 10 ml podtoza ptynnego BHI wprowadzono 300 i

z hodowli catonocnej i zmierzono gestos¢ optyczng spektrofotometrycznie hodowli przy
dtugosci fali | = 660nm.

Gestos¢ optyczng mieszaniny bakteryjnej mierzono az do momentu osiggniecia
wartosci OD= 1.1 —1.2 ( po czasie ok. 3 godzin). Spodziewana gestos¢ bakterii
powinna wynie$¢ wartosé 10° CFU/m.

Nastepnie hodowle bulionowg przeniesiono do wytrzgsarki rotacyjnej, wykonujgcej
100 obrotéw na minute w temp. 37°C.

Przygotowano komérki do inkubacji z bakteriami. W tym celu komorki epitelialne
Caco-2 (pasaz 25-29) przeptukano 2 razy ptynem do ptukania HBSS i dodano do
kazdej szalki Petry’ ego (35 mm) po 1800 i DTS (podtoze hodowlane bez
antybiotykéw: DMEM + 2 nM L-Glutamine, Transferrin 5 ng/ml, Sodium Selenite 0,2
ng/ml). Pre-inkubacja trwata co najmniej 2 godziny przed wtasciwym doswiadczeniem.
Po osiagnieciu zadanej wartosci OD, probéwki z hodowlg bulionowg zwirowano przy
obrotach 2000 rpm przez 3 minuty.

Po zwirowaniu, supernatant usunieto i dodano 2 ml DTS, cato$¢ zmieszano

I przygotowano seryjne rozcienczenia.

6. Do probowek dodano 180 mi DTS i wykonano rozcienczenie przez dodawanie do

kazdej nastepnej probowki 20 m z poprzedniej 200 m doktadnie zmieszanej

mieszaniny bakteryjne;.
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Do pierwszej probéwki dodano 200 ni wyjsciowej hodowli bakteryjnej, co stanowito
stezenie wyjjsciowe (10°). W serii rozcienczen do nastepnej probéwki dodano 20 m
wyjsciowej hodowli bulionowe;.

W ten spos6b otrzymano rozcienczenie wyjéciowej hodowli bulionowej od 10 do 107®.
Kontrole stanowita probéwka z 200 mMi DTS bez komérek bakteryjnych.

. Przygotowane rozcienczenia dodano do szalek Petry’ego (35 mm) z kom. Caco-2

i 1800 m DTS. Proba kontrolng byta szalka z 2 ml DTS bez komérek bakteryjnych.
Catos$¢ inkubowano przez 2-3 godzin w temp. 37°C i 5 % zawarto$ci CO,.

. W celu sprawdzenia stezenia komorek bakteryjnych w wyjsciowej zawiesinie
bakteryjnej sporzadzono kolejng serie rozcienczen.

Przygotowano probéwki z 900 m PBS (Sigma) i rozpoczeto rozcienczenie przez
dodanie do pierwszej probowki 100 m wyjsciowej mieszaniny bakteryjnej, catos¢
doktadnie zmieszano. Nastepnie do kolejnych probéwek z 900 mi PBS dodawano po
100 m mieszaniny z poprzedniej probowki.

W ten spos6b uzyskano rozcienczenie od 10 do 10°°.

Z kazdej probowki pobrano 20 mi mieszaniny i umieszczono na ptytce Petry’ego

z podtozem krwawym. Nastepnie ptytki inkubowano w cieplarce, w temp. 37°C przez 4

godziny.

Kolejnym etapem doswiadczenia byta:

@ Izolacja RNA z komorek Caco-2

@ Odwrotna transkrypcja

@ Elektroforetyczna analiza produktéw pétilosciowego RT-PCR (semi- quantitative

Reverse Transcriptase Polymrerase Chain Reaction).
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3.6 Ocena akumulaciji transkryptéw cytokin po inkubacji komérek Caco-2

Z gronkowcem ziocistym Staphylococcus aureus 25923 — typem dzikim z ATCC

w zaleznosci od czasu trwania inkubaciji

Kellog Laboratory, The Rowett Research Institute.

Przebieg eksperymentu przeprowadzono identycznie jak w pkt 1-4
w doswiadczeniu: Ocena akumulacji transkryptéw cytokin po inkubacji komoérek
Caco-2 z gronkowcem ztocistym Staphylococcus aureus — typ dzikim (25923)

i mutantem (10832) z ATCC w zaleznos$ci od stezenia komoérek bakteryjnych.

5. Po osiggnieciu zgdanej wartosci OD, probowki z hodowlg bulionowg zwirowano przy
obrotach 2000 rpm przez 3 minuty.

Po zwirowaniu, supernatant usunieto i dodano 2 ml DTS, cato$¢ doktadnie zmieszano.

6. 200 m hodowli bulionowej dodano do szalek Petry’ego (35 mm) z komérkami Caco-2
i 1800 m DTS. Préba kontrolng byta szalka z 2 ml DTS bez komérek bakteryjnych.
Cato$¢ inkubowano przez kolejno 1, 2, 3, 4 godziny w temp. 37°C i 5 % zawarto$ci
CO..

7. W celu sprawdzenia stezenia wyjsciowego zawiesiny bakteryjnej sporzadzono serie
rozcienczen tak jak w pkt.8 w podrozdziale 3.5.

Kolejnym etapem doswiadczenia byta ocena akumulacji transkryptow cytokin: IL-8, TNF-a:

@ Izolacja RNA z komorek Caco-2

@ Odwrotna transkrypcja

@ Elektroforetyczna analiza produktéw potilosciowego RT-PCR (semi- quantitative
Reverse Transcriptase Polymrerase Chain Reaction).
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3.7 l1zolacja RNA z komérek Caco-2 przy uzyciu Clonotech Nucleospin RNA 11 kit

(BD Biosciences)
Kellog Laboratory, The Rowett Research Institute.

Wymagane warunki hodowli: maksymalnie 6~ 10° komérek /ml w szalkach

o Srednicy 35mm

Zestaw NucleoSpin RNA 1l kit zawiera:

50 Kolumienki z filtrem - NucleoSpin RNA Spin Columns (blue)
150 Probowki do kolekcji RNA - 2-ml Collections Tubes

50 Probowki typu Eppendorf - 1.5-ml Microcentrifuge Tubes

1 fiolka Enzym DNazy | (liofilizowany, wolny od RNaz)

7 mi Bufor reakcyjny do DNzay |

25 ml Bufor RA1 (bufor lityczny)

15 ml Bufor RA2 (bufor ptuczacy I)

12.5 ml Bufor RA3 (bufor ptuczacy II)

25 ml Bufor MDB (Membrane Desalting Buffer)

15 ml Woda wolna od nukleaz

Przed rozpoczeciem izolaciji:
Do buforu RA1 dodano 10 m b - Mercaptoetanol (Merck) na kazdy ml buforu RA1L.

Do buforu RA3 dodano odpowiednig ilos¢ 95% etanolu.

Protokot do badania wg NucleoSpin RNA Il Protocols (BD Bioscienses).

1. Usunieto supernatant i przeptukano komorki w buforowanym roztworze soli
fizjologicznej PBS (Sigma). Nastepnie usunieto PBS
i dodano 350 m buforu RA1 z b-mercaptoetanolem (Merck).

2. Zawiesine przeniesiono do probéwki typu Eppendorf wolnej od RNaz
zawierajgcej 350 m 70% etanolu i nastepnie przy uzyciu strzykawki i igty(19G)
wymieszano doktadnie sktadniki zawiesiny (zawartos¢ przeciggnieto przez
strzykawke 4 do 6 razy).
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. Przeniesiono zawiesine do kolumienek typu Nucleospin column, ktéra znajduje
sie w 2 ml probowkach typu Collection tube ( 0k.700 m) i wirowano przez 30s
przy 8000g. Po skonczeniu wirowania wyrzucono pozostatos¢ znajdujgcy sie na
filtrze.

. Dodano 350 m buforu MDB i wirowano przez 1 min przy 11000g. Po skonczeniu

wirowania wyrzucono pozostatos¢ znajdujgcqg sie na filtrze.

. Przygotowano mieszanine reakcyjng DNazyl w probéwkach typu Eppendorf
wolnych od RNaz. Na jedng prébke uzyto 10 m DNazyl i 90 m buforu
reakcyjnego do DNzay |I.

. Dodano 95 m mieszaniny reakcyjnej DNazyl do kazdej kolumineki typu

Nucleospin column i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 15 minut.

. Nastepnie dodano 200 m buforu RA2 i wirowano przez 30 s przy 8000 g.

Po skonczeniu wirowania wyrzucono pozostatos¢ znajdujgca sie na filtrze.

. Przeniesiono kolumienke typu Nucleospin column do nowej probowki typu 2 ml
Collection tube i dodano 600 m buforu RA3 i wirowano przez 30 s przy 8000g.

Po skonczeniu wirowania wyrzucono pozostatos¢ znajdujgca sie na filtrze.

. Dodano 250 m buforu RA3 i wirowano przez 30s przy 8000g, po skonczeniu
wirowania wyrzucono pozostato$¢ znajdujgca sie na filtrze i wirowano przez 2min
przy 11000g, wyrzucono probéwke typu Collection tube i przeniesiono
kolumienke typu Nucleospin column do probéwki typu Eppendorf wolnej od RNaz.

10. Eluowano RNA przez dodanie 50 nt wody wolnej od nukleaz i wirowano przy

maksymalnej predkosci przez 1 minute. Nastepnie dodano 50 m wody wolnej od

nukleaz i wirowano przez 1 min przy 11000g.
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Pomiar ilosci RNA przy uzyciu spektrofotometru UV
(Pharmacia Biotech Gene Quant II, RNA-DNA calculator)

Do sterylnej probowki typu Eppendorff dodano 5 mi RNA i 395 mi 10mM buforu

fosforanu sodu (sodium phosphate buffer pH= 8.0).

Ustawienia Pharmacia Biotech Gene Quant II:
dtugos¢ toru (path length) = 10
wspotczynnik rozcienczenia (dilution factor) = 80

W celu kalibracji uzyto 400 m 10 mM buforu fosforanu sodu.

Po kalibracji przeptukano kuwete woda z dodatkiem dieetylopiroweglanu
(woda DEPC - diethyl pyrocarbonate) i rozpoczeto pomiar wtasciwych probek.
Odczytano absorbancje , wspotczynnik i stezenie RNA.

Po kazdym pomiarze przeptukiwano kuwete wodg DEPC.

Wode DEPC przygotowano w nastepujacy sposob:

Do 4 ml wody dwukrotnie dejonizowana dodano 4 ni dietylopiroweglanu (Merck).
Tak przygotowany roztwér pozostawiono na co najmniej 4 godz. Po tym okresie
wode DEPC poddano procesowi sterylizacji w autoklawie przez 20 min.

w temp.120°C.

61



3. Materiaty i metody

Elektroforeza RNA

Przygotowano 1% Zel agarozowy:

100 ml TAE
1g agarozy
100 m bromku etydyny

1. Przygotowano 1% zel agarozowy w buforze TAE: rozpuszczono 0.4g lub 1g
agarozy w 40 ml lub 100 ml 1© TAE.

Rozpuszczono agaroze w kuchence mikrofalowej.

Schtodzono roztwor do temperatury ok.70°C.

Dodano 40 m roztworu bromku etydyny (EtBr) 0.5 mg/ml.

a b 0D

Podczas chtodzenia agarozy przygotowano aparat do elektroforezy —

uszczelniono ptytke.

o

Wylano zel na ptytke, zamontowano grzebienie.

7. Zel pozostawiono do zastygniecia.

8. Po zastygnieciu zelu wyjeto grzebienie i ptytke z zelem umieszczono w komorze
do elektroforezy i zalano buforem 1~ TAE ok. 3mm nad powierzchnig zelu.

9. Przygotowano probki: zmieszano 2m rozpuszczonego RNA z 8 m wody
z dodatkiem dietylopiroweglanu i 2 m rozcienczonego barwnego roztworu
obcigzajacego (500 m glicerol, 100 szesciokrotnie stezonego barwnego
roztworu obcigzajgcego - Promega, 20 m 50 * TAE, 380 ni woda DEPC).

10.Catg objetosc¢ prébki RNA natozono do studzienek zelu (po 12 ni na studzienke),
do pierwszej studzienki natozono marker | (Promega).

11.Potaczono komore z zasilaczem i prowadzono rozdziat przy napieciu 80-100 mV
przez ok. 60-90 min.

12.Gdy barwnik w zelu znalazt sie w poblizu przeciwlegtego konca ptytki, wytgczono
zasilanie.

13.Po zakonczeniu elektroforezy zel podswietlono promieniami UV i ogladano przy

uzyciu kamery Bio-Rad.
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3.8 Odwrotna transkrypcija (Reverse transcription — RT)

Kellog Laboratory, The Rowett Reserach Institute

RNA wyizolowano uzywajgc zastaw: Clonotech Nucleospin Il RNA extraction kit.

Stezenie i wspotczynnik RNA oszacowano przy uzyciu Pharmacia Biotech
GeneQuant Il, do 5ni prébki RNA dodano w 395 mi 10 mM buforu fosforanu sodu
pH=8.

W reakcji odwrotnej transkrypcji, tak uzyskane RNA stanowi matryce do utworzenia
pojedynczej, komplementarnej nici cDNA, ktére w dalszym etapie jest niezbedne do
przeprowadzenia potilosciowej RT-PCR ( Semi -quantitative Reverse Transcriptase
Polymerase Chain Reaction).

llos¢ RNA potrzebna do prawidtowego przebiegu reakcji byta obliczona na podstawie
danych z Pharmacia Biotech GeneQuant II.

Wymagana iloscig RNA byto 500 ng kazdej probki, co pozwolito uzyskaé¢ 100 mi
cDNA.

Mieszanina reakcyjna nr 1:

Wymagana ilos¢ mieszaniny reakcyjnej na 1 probke:

05m Oligo dT primer (Promega)
0.5n mieszanina deoksynukleotydow 10mM dNTP’s

Zmieszano sktadniki 1 zwirowano.
Do kazdej probki RNA dodano 1 m mieszaniny reakcyjnej nr 1.
Prébki wstawiono do termocyklera na 5 minut w temp. 65°C.

Po tym czasie wyjeto probki z termocyklera i przetozono na 16d.
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Przygotowano mieszanine reakcyjna nr 2:

Wymagana ilos¢ mieszaniny reakcyjnej na 1 prébke:

2m 5" 1% strand buffer (250 mM Tris-HCI pH=8.3 temp. pok. 375 mM KCI,15 mM
Mg Cl, — Invitrogen)

1 mO0.1IM DTT ( 1,4 — Dithio — DL — threitol Invitrogen)

0.5 ml inhibitor rybonukleaz Rnasin (Promega)

0.5 m odwrotna transkryptaza Superscript Il (Invitrogen)

Zmieszano sktadniki i zwirowano.
Do kazdej probki RNA dodano 4 m mieszaniny reakcyjnej nr 2.
Prébki wstawiono do termocyklera na 52 minut w temp. 42°C i nastepnie w 70°C

przez 15 minut.

Po tym czasie dodano 0.5 m RNase H -Ribonuclease H (Promega) i wstawiono

prébki do termocyklera na 37 'C przez 20 minut.

Po reakcji odwrotnej transkrypcji probki przygotowano do reakcji potilosciowe;j

polimerazowej reakcji tancuchowej dodajac 90 ml wody DEPC.
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3.9 Potilosciowa, odwrotnie transkrybowana polimerazowa reakcja tancuchowa

(Semi - quantitative RT-PCR Reverse Transcriptase Polymrerase Chain Reaction)
KellogLab, The Rowett Research Institute

Po odwrotnej transkrypcji 10 m cDNA (ekwiwalent 500 ng RNA) zastosowano do

potilosciowej, odwrotnie transkrybowanej polimerazowej reakcji tancuchowe;.

Do kazdej reakcji uzyto:

1.25u polimarazy Taq (termostabilnej polimerazy DNA z Thermus aquaticus) (Sigma)
5m 10" bufor (200mM Tris-HCI, pH= 8.3, 500 mM KCI) (Sigma)

1 m 10 mM dNTP (Deoxynucleotide Mix - 10 mM dATP, 10 mM d CTP, 10 mM
dGTP, 10 mM dTTP) (Sigma)

10 m 5M Betaine (Sigma)

3 m 25 mM MgCl; (co daje kohcowe stezenie 1.5 mM) (Sigma)

5 m primer sensowny (10pmol/m) (Sigma — Genosys)

5 m primer antysensowny (10pmol/m) (Sigma — Genosys)

woda DEPC (do objetosci 50 m)

PCR przeprowadzono w MJ Research PTC 200 Deltier Thermal Cycler.

Mieszanina polimerazy Taq

Przygotowano mieszanine dla trzech probek:

3" 1.25u (aktywnos¢ enzymu niezbedna do kazdej reakcji)= 3.75u
37~ 5m (objetos¢ mieszaniny wymagana do kazdej reakcji)= 15 mi

3.75u polimerazy Taqg na 15 ml mieszaniny reakcyjne;.

Stezenie wyjsciowe polimarazy Taq wynosi: 5u/m

Wymagana ilos¢ polimerazy Taq do reakcji PCR: 0.75ni
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Sktad mieszaniny Tag mix — 15 mi:
0.75mM Taq

1.510" bufor

12.2 m woda DEPC

Mieszanina ,,Master Mix”"

Przygotowano mieszanine dla trzech probek:
35 nl mieszaniny ,,Master Mix” jest potrzebne na kazdg probke, w tym przypadku
105 m.

10 " bufor 15m
10mM dNTP 3nm
5M Betaine 30 ni
25 mM MgCl; Onm

forward primer (10pmol/m)15 i
primer sensowny

reverse primer (10pmol/m)15 m
primer antysensowny

woda DEPC 18 ni

Sekwencja primeru sensownego genu referencyjnego - GAPDH(forward primer):

5 — ACCACAGTCCATGCCATC -3’
Wiasnosci fizyko-chemiczne:

7,6 OD T, =62.2°C
243,6 my 32,1 ng/OD
45,2 nmol MW = 5388

Sekwencja primeru antysensownego GAPDH (reverse primer):
5 — TCCACCACCCTGTTGCTGTA -3

Wiasnosci fizyko — chemiczne:

21,4 OD Tm = 66,6°C
726,5 ng 34,0 ng/OD
121,0 nmol MW = 6004
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Primer sensowny dla IL-8:
5 — CTGCAGCTCTGTGTGAAGGTGC - 3
Wiasnosci fizyko — chemiczne:

8,3 0D Tm = 69,6°C
2771 ny 33,5 ng/OD
40,9 nmol MW = 6782

Primer antysensowny dla IL-8:
5 — CTCCACAACCCTCTGCACCA -3
Wiasnosci fizyko — chemiczne:

8,9 OD Tm=71,8°C
303,7ny 34,0 ng/OD
48,9 nmol MW = 6216

Primer sensowny dla TNF-a:
5 —-GCCAAYGCCCTCCTGGCCAAYGGC- 3
Y=C,T

Wiasnosci fizyko — chemiczne:

15,5 OD Tm=81,1°C
535,9 ny 34,5 ng/OD
73,8 nmol MW = 7260

Primer antysensowny dla TNF-a:
5" —-CTCCAGCTGGAAGACYCCTCCCAG- 3’

Wiasnosci fizyko — chemiczne:

15,04 OD Tm=72,2°C
510,1 ny 33,1 ng/OD
70,3 nmol MW = 7251

Do 10 m cDNA dodano 35 ni mieszaniny Master Mix i wiozono probki do

termocyklera na 5 min w temp. 95°C. W tym czasie dodano odpowiednig ilo$é

polimerazy Taq do mieszaniny reakcyjne;.

67



3. Materiaty i metody

Po 5 min. prébki przeniesiono do termobloku o temp. 70°C i dodano po 5 ni
mieszaniny Taq Mix do kazdej probki.
Nastepnie prébki ponownie wstawiono do termocyklera.

Reakcje PCR dla genu referencyjnego - GAPDH prowadzono w termocyklerze

zgodnie z nastepujgcym profilem termicznym:

95°C na czas nieokreslony.

95°C 5 min

72 "C na czas nieokreslony.

95 "C 30 sec (temperatura denaturacii).

54 "C 30 sec (temperatura asocjacji primeréw do matrycy).
72 °C 1 min (temperatura polimaryzacii).
Powr6t do pkt.4 i powtorzenie cyklu 19 razy.
Zatrzymanie cyklu w temp.70°C

95°C 30 sec.

10.72°C 1 min.

11.Powr6t do pkt. 7 i powtorzenie cyklu 4 razy.

© © N o 00~ w D RE

12. Zatrzymanie cyklu w temp.70 'C

W potilosciowej polimerazowej reakcji tancuchowej 10 m kazdej prébki powinno byc¢
pobrano do probéwki typu 0.5 ml Eppendorf po 20 cyklach, nastepnie po kolejnych 5
cyklach i zakonczono reakcje po nastepnych 5 cyklach.

Elektroforeza produktéw PCR

Przygotowano 2% agaroze: 2g agarozy dodano do 100 ml buforu 1~ TAE.
Rozpuszczono agaroze w kuchence mikrofalowe (1-2 min).

Ostudzono zel do temp. ok. 70 C .

Dodano 20 m 0.5 mg/ml bromku etydyny.

Uszczelniono tacke, wylano agaroze i usatwiono grzebienie.

o a0 kM 0w Dh e

Po zastygnieciu zelu wyjeto grzebienie i wstawiono tacke z zelem do aparatu do
elektroforezy.
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7. Napetniono aparat buforem TAE do wysokosci 3mm nad powierzchnig zelu.

8. Przygotowano prébki: dodano 2 m rozworu obcigzajacego (500 mi glicerol, 100 mi
Promega 6 ~ loading dye, 20 M 50~ buforu TAE i 380 mi wody DEPC).

9. Natozono probki do studzienek zelu (po 12 m na studzienke), do jednej studzienki
natozono marker wielkosci fragmentéw DNA (100 bp DNA Ladder, Promega).

10.Wtaczono zasilanie ze stabilizatora pradu do aparatu elektroforezy (100V)

11.Zatrzymano rozdziat gdy barwnik zelu znalazt sie w odlegtosci 1 cm od dolnej
krawedzi zelu.

12.Po zakonczeniu elektroforezy zel podswietlono promieniami UV i ogladano przy
uzyciu kamery Bio-Rad.

13.Zel analizowano przy uzyciu programu Quantity One (Bio-Rad).
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3.10 Dziatanie bakteriobdjcze gentamycyny i lisostafiny na wyselekcjonowane

szczepy kliniczne.

Kellog Laboratory, The Rowett Research Institute.

Przebieg eksperymentu jest identyczny jak w pkt. 1-5 w doswiadczeniu:

Badanie adherenciji i inwazji Staphylococcus aureus — typu dzikiego (25923),
mutanta (10832) z ATCC oraz Salmonella enteritidis na komérki Caco-2 oraz
badanie inwazji wyselekcjonowanych szczepdw klinicznych Staphylococcus aureus

na komorki epitelialne Caco-2.

6. Inkubacja bakterii z gentymycyng o stezeniu 100 ng/ml przez 2 i 4 godziny.
Do probowki typu Eppendorf dodano 900 mi DTS z gentamycyng (100 ng/ml)
i 100 m zawiesiny bakteryjnej. Catos¢ doktadnie wymieszano.
7. Inkubacja bakterii z lisostafing o stezeniu 20 ng/ml przez 1 godzine.
Postepowano tak samo jak w poprzednim punkcie.
8. Po inkubacji 100 nt zawiesiny bakteryjnej umieszczono na szalce Petr'ego
z podtozem krwawym i dokfadnie rozprowadzono po catej powierzchni podtoza.
9. Wszystkie ptytki inkubowano w cieplarce w temp. 37°C przez 24 godziny.
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3.11 Badanie adherencii i inwazji Staphylococcus aureus — typu dzikiego (25923),

mutanta (10832) z ATCC oraz Salmonella enteritidis na komérki Caco-2 oraz

badanie inwazji wyselekcjonowanych szczepdéw klinicznych Staphylococcus aureus

na komorki epitelialne i endotelialne.
Kellog Laboratory, The Rowett Research Institute.

1. Przygotowano hodowle bulionowg S. aureus wybranego typu (typ dziki 25923 lub
mutanta 10832 z ATCC albo wybrany szczep kliniczny) lub S. enteritidis: do
probowki z 10 ml podtozem ptynnym (BHI w przypadku gronkowca lub LB
w przypadku S. enteritidis) wprowadzono ezg jedng kolonie z hodowli na ptytce
agarowej z dodatkiem krwi, wymieszano w celu uzyskania jednorodnej zawiesiny.

2. Hodowle bulionowg umieszczono na wytrzgsarce rotacyjnej, wykonujgcej 100
obr./min., w temp. 37°C i pozostawiono na cata noc.

3. Po 24h inkubacji do probowki z 10 ml podtoza ptynnego BHI wprowadzono 300 i
hodowli catonocnej S. aureus do probowki z 10 ml podtoza ptynnego BHI lub 600 ni
hodowli catonocnej S. enteritidis do 10 ml LB. Zmierzono gestos¢ optyczng hodowli
spektrofotometrycznie przy dtugosci fali | = 660nm dla S. aureus il =600nm dla S.
enteritidis. Nastepnie hodowle bulionowg przeniesiono do wytrzasarki rotacyjnej (100
obr./min w temp. 37°C).

4. Gestosc optyczng mieszaniny bakteryjnej mierzono ok. 3 godzin dla S. aureus, az do
osiggniecia wartosci OD » 1,0-1,2 oraz ok. 2 godzin dla S. enteritidis do osiggniecia
wartosci (OD » 0,8-0,9). Spodziewana gestos$¢ bakterii dla gronkowcow przy w/w
wartoéciach OD, powinna byta osiggnaé warto$é 108 10*° CFU/ml, dla S. enteretidis
10° CFU/mI.

5. Przygotowano komorki do inkubacji z bakteriami. W tym celu komorki Caco-2 (25-29
pasaz) przeptukano 2 razy ptynem do ptukania HBSS i dodano 1800 mi DTS do kazdej
szalki Petry’ego (35mm, Corning) . Pre-inkubacja trwata co najmniej 2 godziny.

6. Po osiggnieciu zadanej wartosci OD, probowki z hodowlg bulionowg zwirowano przy
obrotach 2000 rpm przez 3 minuty.

Po zwirowaniu, supernatant usunieto i dodano 2 ml DTS, doktadnie zmieszano catos¢.

7. 200 m hodowli bulionowej dodano do kazdej szalki Petry’ego. Préba kontrolng byta
szalka z DTS bez komérek bakteryjnych.
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8. Komorki z bakteriami inkubowano przez 2-3 godziny w temp. 37°C i 5 % zawarto$ci
CO..

9. W celu sprawdzenia stezenia wyjsciowego komorek bakteryjnych sporzadzono serie
rozcienczen tak jak w pkt.8 podrozdziatu 3.5.

10.Po inkubacji komoérek z bakteriami komorki przeptukano dwukrotnie w HBSS.

11.W celu zbadania inwazji typu dzikiego (25923)i mutanta (10832) S. aureus z ATCC
i S. enteritidis na komorki Caco-2 dodano do dwoch szalek Petry’ego badanego
szczepu 2000 m DTS z gentamycyng (100 ng/ml) .

Inkubacja z antybiotykiem trwata przez 4 godziny.

W celu zbadania inwazji klinicznych szczepow Staphylococcus aureus dodano do
komorek 1 ml DTS lizostafing (20-25 mg/ml).

Inkubacja z lisostafing trwata 1 godzine.

12.W celu zbadania adherenciji typu dzikiego (25923)i mutanta (10832) S. aureus z ATCC
i S. enteritidis do komorek Caco-2 nie dodano gentamycyny do dwdch kolejnych szalek
badanego szczepu.

13.Po inkubacji komoérki ponownie przeptukano dwukrotnie w HBSS.

14.W pierwszym doswiadczeniu z gronkowcami: typem dzikim (25923) i mutantem
(10832) z ATCC dodano 1 ml 1%Triton X. W kolejnych doswiadczeniach z wczes$niej
wymienionymi gronkowcami i S. entertidis oraz szczepami klinicznymi S. aureus
dodano 500 ml 1% Triton X (Sigma) i 500 ml DTS zamiast 1 ml 1% Triton X, ktory
powodowat degradacje komérek, zbyt duze jego stezenie mogto takze spowodowaé
zniszczenie komérek bakteryjnych.

15.W celu obliczenia stezenia komorek bakteryjnych, wykonano seryjne rozcienczenia,
postepujac podobnie jak w punkcie 10.
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3.12 Badanie wptywu inhibitora kinaz tyrozynowych - genistyny na inwazje

Staphylococcus aureus typu dzikiego (25923), mutanta (10832) z ATCC oraz

Salmonella enteritidis.

Kellog Laboratory, The Rowett Research Institute

Przebieg eksperymentu jest identyczny jak w pkt.1-6 w podrozdziale 3.11.

7. Czes¢ szalek Petry’ego z komérkami Caco- 2 inkubowano z genistyng o stezeniu
25 mM przez 1 godzine.

Pozostate szalki inkubowano z 1 ml DTS bez genistyny.

Dalszy przebieg eksperymentu jest taki sam jak w/w doswiadczeniu (od pkt.7 do
pkt.15).
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3.13 Badanie translokacji bakteryjnej Staphylococcus aureus: typu dzikiego (25923),

mutanta (10832) z ATCC i Salmonella enteritidis oraz wyselekcjonowanych

szczepow klinicznych.
Kellog Laboratory, The Rowett Research Insitute.

Doswiadczenie zostato przeprowadzone na ptytkach wielodotkowych sktadajgcych
sie z dwoch komor. Gérna komora jest ruchoma i od dotu jest ograniczona
membrang poliestrowg lub poliweglowa (Transwell Corning, Costar) , na ktorej

hodowano komorki epitelialne i endotelialne.

Fot 2. Plytka wielodotkowa - dwukomorowa.

Przebieg eksperymentu jest identyczny jak w pkt.1- 5 dosw. w podrozdziale 3.11

Nastepnie:

6. Przygotowano komorki do inkubacji z bakteriami. W tym celu komorki Caco-2
przeptukano 2 razy ptynem do ptukania HBSS i dodano DTS do kazdego dotka po
1600 m do gornej komory i 2 ml do dolnej. Pre-inkubacja trwata co najmniej 2 godziny.

7. Po osiggnieciu zgdanej wartosci OD, probowki z hodowlg bulionowg zwirowano przy
obrotach 2000 rpm przez 3 minuty.

Po zwirowaniu, supernatant usunieto i dodano 2 ml DTS, doktadnie zmieszano catos¢.

8. Dodano 200 n hodowli bulionowej do kazdego dotka. Préba kontrolng byt dotek z DTS
bez komorek bakteryjnych.

9. Komorki z bakteriami inkubowano przez 2-5 godzin dla Staphylococcus aureus
oraz 3 godz. dla Salmonella enteritidis w temp. 37°C i 5 % zawartosci CO».
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10.W celu sprawdzenia stezenia wyjsciowego komoérek bakteryjnych sporzadzono serie
rozcienczen tak jak w pkt. 8 dosw. w podrozdziale 3.5.

11.Po inkubacji komérek z typem dzikim (25923)i mutantem (10832) Staphylococcus
aureus z ATCC i Salmonella enteritidis przeptukano komorki dwukrotnie w HBSS
i dodano 1000 mM DTS z gentamycyng (100 ng/ml). Inkubacja z antybiotykiem trwata
przez 4 godziny.

W nastepnych powtdrzeniach translokacji bakteryjnej pominieto ten punkt, ze wzgledu
na bakteriobojcze dziatanie na komorki bakteryjne, znajdujgce sie w dolnej komorze.
Po inkubacji komorek ze szczepami klinicznymi Staphylococcus aureus dodano do

1 ml DTS z lizostafing (25 ng/ml).

Inkubacja z lisostafing trwata 1 godzine.

12.Po inkubacji komoérki ponownie przeptukano dwukrotnie w HBSS.

13.W doswiadczeniu z gronkowcami: typem dzikim (25923) i mutantem (10832)z ATCC
dodano do gérnej komory 1 ml 1% Triton X. W kolejnych doswiadczeniach z wczesniej
wymienionymi gronkowcami i S. enteretidis oraz szczepami klinicznymi S. aureus
dodano 500 ml 1% Triton X (Sigma) i 500 ml DTS.

14.W celu obliczenia stezenia komorek bakteryjnych w obu komorach, wykonano seryjne
rozcienczenia, postepujgc podobnie jak w punkcie 10.
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4. WYNIKI

4.1 Analiza materiatu.

Analizie ogo6tem poddano 77 szczepow gronkowcow izolowanych z ran (R), krwi (K)
i odbytu (O). Szczepy pochodzity od pacjentéw hospitalizowanych w latach 2001-
2002 na Oddziatach Leczenia Oparzen. 63 szczepy pochodzity z Centrum Leczenia
Oparzen w Siemianowicach Slgskich (CLOS), 5 szczep6w z Polsko-Amerykanskiego
Instytutu Pediatrii w Krakowie-Prokocimiu (P) i 9 szczepow ze Szpitala im. Rydygiera
w Krakowie (Rd).

Oddziat Oparzen Rana (R) Krew (K) Odbyt (O)
CLOS 20 40 3
P 3 0 2
Rd 8 1 0

Tab. 11 Pochodzenie wyizolowanych szczepdéw gronkowca ze wzgledu na materiat
diagnostyczny i oérodek badawczy.

Szczepy gronkowcow wyizolowano gtownie z krwi — 41 (53,2%), pozostate uzyskano
z wymazoéw z ran — 31 (40,3%) i odbytu — 5 (6,5%).

@ krew
W rana
O odbyt

Ryc. 4 Pochodzenie wszystkich szczepéw gronkowcowych ze wzgledu na rodzaj materiatu.

Wyizolowane gronkowce to:

@ gronkowiec ztocisty metycylinooporny (MRSA — metycyllin resistance S.aureus) —
48 szczepodw (62,3%)

@ gronkowiec zfocisty metycylinowrazliwy (MSSA — metycyllin sensitive S.aureus) —
24 szczepy (31,2%)
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@ gronkowiec naskdorkowy metycylinooporny (MRSE — metycyllin resistance
Staphylococcus epidermidis)- 3 szczepy (3,9%)

@ gronkowiec naskdrkowy metycylinowrazliwy (MSSE — metycylin sensitive
Staphylococcus epidermidis) — 1 szczep (1,3%)

@ Staphylococcus hominis — 1 szczep (1,3%)

B MRSA
OMSSA
W MRSE
OMSSE
HmSH

Ryc. 5 Szczeg6towy podziat wyizolowanych gronkowcow.

Oddziat MRSA MSSA MRSE |SE SH Suma szczepdw
CLOS 47 16 0 0 63

P 1 3 1 0 5

Rd 0 8 0 0 1 9

Tab. 12 Podziat zidentyfikowanych gronkowcdéw pochodzgcych z Oddziatow Leczenia
Oparzen.

Zidentyfikowane gronkowce pochodzace z Oddziatlu Leczenia Oparzen:

@ w Centrum Leczenia Oparzen w Siemianowicach Slagskich — stanowity 63
szczepy S.A.wtym 47 szczepy MRSA i 16 szczepow MSSA.

@ z Polsko-amerykanskiego Instytutu Pediatrii w Krakowie-Prokocimiu — stanowity
5 szczepdw SA i SE w tym 3 szczepy MRSE, 1 szczep MRSA i 1 szczep SE.

@ ze szpitala im. Rydygiera — stanowity 9 szczepoéw w tym 8 szczepow MSSA
i 1 szczep S. hominis

Analizie poréwnawczej poddano szczepy wyizolowane z:

@ rany — krwi — odbytu (R-K-O)

@ rany — krwi (R-K)

@ krwi —odbytu (K-O)
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Miejsce izolacji

Liczba szczepow

Numery szczepow

i nazwy szczepow

R-K-O

58 (MRSA) - 60 (MRSA) - 59
(MRSA)
74 (MRSA) - 72 (MRSA)- 73
(MRSA)
75 (MRSA) — 73 (MRSA)- 71
(MRSA)

R-K

34

3 (MSSA) -4 (MSSA)

6 (MRSA) -5 (MRSA)

7 (MRSA) -8 (MRSA)

14 (MRSA)-12 (MRSA)
16 (MSSA)-15 (MSSA)
18 (MRSA)-17 (MRSA)
19 (MRSA) - 20 (MRSA)
21 (MSSA) - 22 (MRSA)
25 (MRSA) — 26 (MRSA)
43 (MRSA)- 42 (MRSA)
47 (MRSA)- 48 (MRSA)
54 (MRSA)- 53 (MRSA)
62 (MRSA)- 61 (MRSA)
64 (MRSA)- 63 (MRSA)
70 (MRSA) - 69 (MRSA)
77 (MRSA) -76 (MRSA)
79 (MRSA) — 78 (MRSA)

2 (MRSA) -1(MRSA)

30 (MRSE)- 29 (MRSE)

Tab. 13 Analiza poréwnawcza szczepOw wyizolowanych z krwi, rany i odbytu.

Jakiekolwiek réznice fenotypowe (profil opornosci) a zwtaszcza genotypowe

pomiedzy szczepami byty podstawg do dalszych badan mechanizmu translokacji

bakteryjne;.
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4.2 Analiza fenotypowa szczepow.

Charakterystyka szczepdéw gronkowcowych - wyniki

Ocena morfologii kolonii na podtozu krwawym.

Na agarze z krwig wzrost Staphylococcus aureus wystgpit w postaci kolonii
okragtych, duzych, gtadkich, wypuktych, nieprzejrzystych, o rownym brzegu
i 0 mastowatej konsystencji. Najczesciej miaty barwe zéttg lub jej odcienie.
Wzrost Staphylococcus epidermidis pojawit sie w postaci  kolonii okragtych,

drobnych, biatych, gtadkich, wypuktych i nieprzejrzystych.

Typ hemolizy na podtozu agarowym z dodatkiem Kkrwi.

Szczepy z gatunku Staphylococcus aureus wywotaty hemolize typu b, pozostate

gatunki z rodzaju Staphylococcus nie powodowaty hemolizy.

Hodowla na agarze z mannitolem (podtoze Chapmana).

Wokot kolonii gronkowca ztocistego byto widoczne zétte zabarwienie wokot kolonii
lub podtoze catkowicie zmienito barwe z r6zowej na z6tta. Widoczne z6tte

zabarwienie byto wynikiem fermentacji mannitolu.

Fot. 3 Hodowla Staphylococcus aureus na podtozu Chapmana.
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Fot. 4 Hodowla Staphylococcus epidermidis na podtozu Chapmana.

Fot. 5 Hodowla Staphylococcus aureus i Staphylococcus epidermidis na podtozu Chapmana.

Badanie mikroskopowe — barwienie metoda Grama

W preparacie barwionym metodg Grama obserwowano Gram - dodatnie ziarenkowce
(kuliste komorki o srednicy ok. 1mm) czesto utozone w postaci gron

(od grec. staphyle = grona).
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Fot. 6 Komorki Staphylococcus aureus ogladane pod mikroskopem swietlnym.

Test probéwkowy na obecnos$é¢ koagulazy.

Szczepy gronkowca powodowaty krzepniecie plazmy, co byto widoczne w postaci

galaretowatego skrzepu, co swiadczy o wytwarzaniu koagulazy.

A B

Fot. 7 Test probowkowy na obecnos¢ koagulazy. W probéwce A znajduje sie gronkowiec
koagulazoujemny. W probéwce B znajduje sie gronkowiec koagulazododatni, widoczny
galaretowaty skrzep kroliczego osocza.

Test szkietkowy na obecnos¢ clumping factor.

Szybkie zlepianie sie bakterii zachodzace w ciggu 5-15 sek. dowodzito obecnosci

czynnika “clumping factor”.

81



4. Wyniki

Test krazkowy na nowobiocyne

Zahamowanie wzrostu po 24 godz. inkubacji w temp. 37°C oznaczato, ze szczep byt

wrazliwy.

Fot.8 Test krgzkowy na nowiobiocyne (metoda dyfuzyjno-krgzkowa). Widoczna strefa
zahamowania wzrostu.

Identyfikacja biochemiczna za pomocg testu APl STAPH (bio-Mérieux).

1. Po 10 min., odczytano szereg biochemiczny, postugujac sie tabelg odczytu.

Tab. 14 Tabela odczytu APl STAPH

Testy Substraty Reakcje/enzymy Wyniki
ujemny dodatni

0 Brak substratéw | Kontrola ujemna | czerwony -

GLU D-glukoza Kontrola dodatnia |czerwony 26ty

FRU D-fruktoza

MNE D-mannoza Zakwaszenie

MAL maltoza spowodowane

LAC laktoza wykorzystaniem

TRE D-trehaloza weglowodandéw

MAN D-mannitol

XLT ksylitol

MEL D-melibioza
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Testy Substraty Reakcje/ enzymy |Wynik Wynik
ujemny dodatni
NIT Azotan potasu | Redukcja NIT1 +NIT 2/ 10 min
azotanow do
azotynow -bezbar,vT/ny— czerwony
jasnor6zowy
PAL Fosforan kwasu | Fosfataza ZYM A + ZYM B/ 10 min
b-naftylowego |zasadowa z6tty fioletowy
VP Pirogronian VP1 + VP2/10 min
sodu bezbarwny |F ioletowo-
rézowy
RAF rafinoza Zakwaszenie czerwony z0Mty
XYL ksyloza spowodowane
SAC sacharoza wykorzystaniem
MDG a-metylo-D- weglowodanow
glukozyd
NAG N-acetylo-
glukozoamina
ADH arginina Dehydrolaza z0Mty pomaranczowo
argininy -czerwony
URE mocznik Ureaza 26ty czerwono-
fioletowy

2. Zapisano wyniki w karcie zapisywania wynikow. Testy w karcie podzielono na

grupy po trzy testy,

a liczby 1, 2 i 4 sg przyporzadkowane kazdemu z nich.

Dodajac liczby odpowiadajgce dodatnim reakcjom w zakresie kazdej grupy,

otrzymuje sie 7-cyfrowy numer profilu dla 20 testow na pasku.

3. Do identyfikacji gatunku uzyto programu komputerowego przez wprowadzenie

7-cyfrowego profilu numerycznego.
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ivzzvevvuy WAV

Fot. 9 Test biochemiczny APl STAPH szczepdéw nr 8, 9, 18 (SA 98,1%; SA 97,8%; SA
97,8%). Profil numeryczny szczepu nr: (8) 6736151, (9) (18) 6736153.

Fot. 10 Test biochemiczny APl STAPH szczepow nr 36, 42, 70 (SA 97,8%)
Profil numeryczny szczepu nr 36, 42, 70: 6736153.

Oznaczanie opornosci badanych szczepéw gronkowcowych na metycyline

Interpretacja wynikdw

Krazek Opornosc¢ Srednia wrazliwo$¢ | Wrazliwosé
Metycylina 5 ng £9 mmm 10-13 mm 3 14 mm
Oksacylina 5 ng £10 mmm 11-12 mm 3 13 mm

Tab 15 Wielkosci $rednic zahamowania wzrostu szczepow gronkowcowych w metodzie

dyfuzyjno-krazkowe.
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Jakikolwiek wzrost wystepujacy w strefie zahamowania wzrostu swiadczyt
0 opornosci badanego szczepu ma testowany antybiotyk.

Fot. 11 Test krgzkowy na metycyline (metoda dyfuzyjno-krgzkowa). Dwa szczepy

z widoczna strefg zahamowania wzrostu (szczepy metycylinowrazliwe — MSSA).

Dwa szczepy bez widocznej strefy zahamowania wzrostu (szczepy metycylinooporne -
MRSA).

Szczegobtowg charakterystyke wszystkich wyizolowanych szczepdéw gronkowcowych
przedstawiono w tab. 16, 17.

Tab. 16 Szczego6towa charakterystyka szczepdw z rodzaju Staphylococcus izolowanych
z Oddziatu Leczenia Oparzen: Centrum Leczenia Oparzen w Siemianowicach Slaskich
(CLOS), Polsko-amerykanskiego Instytutu Pediatrii w Krakowie-Prokocimiu (P) i szpitala
im. Rydygiera w Krakowie (Rd).

Tab. 17 Szczego6towa charakterystyka szczepdw izolowanych od pacjentéw z Oddziatu
Leczenia Oparzen Polsko-amerykanskiego Instytutu Pediatrii w Krakowie-Prokocimiu (P).
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Tab. 16 Szczegotowa charakterystyka szczepdw z rodzaju Staphylococcus izolowanych z Oddziatu Leczenia Oparzen: Centrum Leczenia
Oparzen w Siemianowicach Slaskich (CLOS), Polsko-amerykarnskiego Instytutu Pediatrii w Krakowie-Prokocimiu (P) i szpitala im. Rydygiera
w Krakowie (Rd).

Lp. |Nr Nr Data Rodzgj | Inicajaty | Poch. | Obecnos¢ Fermentacja | Test APl | Wrazliows¢ | Opornosé Szczep
szczepu |bad. | izolagji mat. pacjenta | mat. koagulazy mannitolu STAPH |na na
nowiobiocyng | metycyling
1) |1 6182 |13.12.2000] O |SC. CLOS + + SA 94,1% + + MRSA
2) |2 6085 |13.12.2000 K |SC. CLOS + + SA 94,1% + + MRSA
3) |3 6196 |13.12.2000 R |JD. CLOS + + SA 97,8% + — MSSA
4) |4 6035 |13.12.2000 K |JD. CLOS + + SA 92,8% + — MSSA
5 |5 5861 |13.12.2000 K |[M.H. CLOS + + SA 98,1% + + MRSA
6) |6. 6062 |13.12.2000 R |[M.H. CLOS + + SA 98,1% + + MRSA
7 |7 512 25.01.2001 R R.K CLOS + + SA 98,1% + + MRSA
8) |8. 513 |25.01.2001 K |RK CLOS + + SA 98,1% + + MRSA
9 |9 530 ]25.01.2001 K |SF CLOS + + SA 97,8% + + MRSA
10) |10. 535 ]26.01.2001 K |SF CLOS + + SA 97,8% + + MRSA
11) |11 813 ]07.02.2001 K SF. CLOS + + SA 97,8% + + MRSA
12) |12. 2352 |13.04.2001 K |HK. CLOS + + SA 97,8% + + MRSA
13) |13 2353 |13.04.2001 K |HK. CLOS + + SA 97,8% + — MSSA
14) |14. 2407 ]13.04.2001 R H.K. CLOS + + SA 97,8% + + MRSA
15) |15. 2413 ]18.04.2001 K A.S. CLOS + + SA 97,8% + - MSSA
16) |16 2508 |18.04.2001 R |AS. CLOS + + SA 97,8% + — MSSA
17) |17. 2807 |08.05.2001 K T.M. CLOS + + SA 97,8% + + MRSA
18) |18. 2907 |11.05.2001 R |T.M. CLOS + + SA 97,8% + + MRSA
19) |19. 3084 |20.05.2001 R |PS. CLOS + + SA 94,1% + + MRSA
20) | 20. 3052 |18.05.2001 K P.S. CLOS + + SA 94,1% + + MRSA
21) | 21. 4951 |11.08.2001 R |A.C CLOS + + SA 97,8% + - MSSA
22) | 22. 4894 |08.08.2001 K JAC CLOS + + SA 97,8% + + MRSA
23) | 24. 6086 |02.10.2001 K |ZZ CLOS + + SA 94,1% + + MRSA
24) | 25. 7624 |30.11.2001 R |Z.C. CLOS + + SA 97,8% + + MRSA
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Lp |Nr Nr Data Rodz. |Inicajaty | Poch. | Obecnos¢ Fermentacja | Test APl | Wrazliows¢ | Opornosé Szczep
szczepu |bad. | izolagji mat. |pacjenta | mat. koagulazy, mannitolu STAPH |na na
clumping nowiobiocyneg | metycyling
factor

25) | 26. 7625 |30.11.2001 K |ZC. CLOS + + SA 97,8% + + MRSA
26) | 27. 7626 |30.11.2001 K |ZC. CLOS + + SA 97,8% + + MRSA
27) | 28. 7627 |30.11.2001 K |ZC. CLOS + + SA 86,7% + + MRSA
28) | 29. — 12.2001 O |Js P — — SE 97,3% + + MRSE
29) | 30. — 12.2001 R |JS P — — SE 97,3% + + MRSE
30) |31 — 12.2001 R |[K.P. P — — SE 97,3% + — MSSE
31) |32 — 03.01.2002 R |K.W. P — — SE 97,3% + + MRSE
32) |33. — 01.2002 O |M.Z P + + SA 94,1% + + MRSA
33) |34 8320 |31.12.2001 K JAT. CLOS + + SA 94,1% + — MSSA
34) |35. 8321 |31.12.2001 K JAT. CLOS + + SA 97,8% + — MSSA
35) |36. 8322 |31.12.2001 K JAT. CLOS + + SA 97,8% + — MSSA
36) |37. 150 |08.01.2002 K [JP. CLOS + + SA 97,8% + + MRSA
37) |38. 283 |11.01.2002 K |EC CLOS + + SA 97,8% + + MSSA
38) |39. 323 |14.01.2002 K |RF CLOS + + SA 98,1% + - MSSA
39) |40. 324 |14.01.2002 K |RF CLOS + + SA 97,8% + — MSSA
40) |41. 325 ]14.01.2002 K |RF CLOS + + SA 97,8% + — MSSA
41) |42. 413 |17.01.2002 K |L.H. CLOS + + SA 97,8% + + MRSA
42) |43. 443 |18.01.2002 R |L.H. CLOS + + SA 97,8% + + MRSA
43) | 45. 335 ]08.02.2002 K |W.B. Rd — — SH 98% + — SH

44) | 46. 704 |02.2002 R |MK. Rd + + SA 86,7% + — MSSA
45) |47. 1238 |19.02.2002 R |H.G. CLOS + + SA 97,8% + + MRSA
46) |48. 1240 |19.02.2002 K |H.G. CLOS + + SA 97,8% + + MRSA
47) | 49. 1241 | 19.02.2002 K |H.G. CLOS + + SA 86,7% + + MRSA
48) | 50. 821 ]03.2002 R |K.A. Rd + + SA 97,8% + — MSSA
49) |51. 1143 |03.2002 R |JL. Rd + + SA 98,1% + — MSSA
50) |52. 1193 |03.2002 R |K.S Rd + + SA 97,8% + — MSSA
51) |53. 1945 |15.03.2002 K |SB. CLOS + + SA 97,8% + + MRSA
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Lp |Nr Nr Data Rodz. |Inicajaty | Poch. |Obecnos¢ Fermentacja | Test APl | Wrazliows¢ | Opornosé Szczep
szczepu |bad. | izolagji mat. pacjenta | mat. koagulazy, mannitolu STAPH |na na
clumping nowiobiocyneg | metycyling
factor
52) |54. 1998 |18.03.2002 R |SB. CLOS + + SA 97,8% + + MRSA
53) |55. 2912 |19.04.2002 K |SP. CLOS + + SA 97,8% + — MSSA
54) | 56. 2913 |19.04.2002 K |SP. CLOS + + SA 97,8% + — MSSA
55) |57. 2914 |19.04.2002 K |SP. CLOS + + SA 97,8% + — MSSA
56) |58. 2878 |18.04.2002 R |ZB. CLOS + + SA 97,8% + + MRSA
57) |59. 2879 |18.04.2002 O |ZB. CLOS + + SA 97,8% + + MRSA
58) | 60. 2750 |15.04.2002 K |ZB. CLOS + + SA 97,8% + + MRSA
59) |61. 2765 |15.04.2002 K |L.H. CLOS + + SA 97,6% + + MRSA
60) | 62. 2742 |15.04.2002 R |L.H. CLOS + + SA 97,8% + + MRSA
61) |63. 2962 |22.04.2002 K |[MW. CLOS + + SA 97,8% + + MRSA
62) | 64. 2952 |22.04.2002 R |[M.W. CLOS + + SA 97,8% + + MRSA
63) | 65. 1542 |13.06.2002 R |JN. Rd + + SA 97,8% + — MSSA
64) | 66. 1506 |13.06.2002 R |JS Rd + + SA 97,8% + — MSSA
65) |67. 2065 |13.06.2002 R |EM. Rd + + SA 97,8% + - MSSA
66) | 68. 1252 | 13.06.2002 R |[M.U. Rd + + SA 97,8% + — MSSA
67) |69. 2393 |03.04.2002 K |L.H. CLOS + + SA 97,8% + + MRSA
68) | 70. 2634 |10.04.2002 R |L.H. CLOS + + SA 97,8% + + MRSA
69) |71 9212 |16.12.2002 K |W.S. CLOS + + SA 97,8% + + MRSA
70) | 72. 9213 |16.12.2002 K |W.S. CLOS + + SA 97,8% + + MRSA
71) | 73. 9247 |18.12.2002 O |Ws. CLOS + + SA 97,8% + + MRSA
72) |74 9248 |18.12.2002 R |W.S CLOS + + SA 97,8% + + MRSA
73) | 75. 9340 |21.12.2002 R |W.S CLOS + + SA 97,8% + + MRSA
74) | 76. 9389 |24.12.2002 K JAH. CLOS + + SA 97,8% + + MRSA
75) | 77. 9507 |31.12.2002 R |AH. CLOS + + SA 97,8% + + MRSA
76) | 78. 9426 |27.12.2002 K |M.N. CLOS + + SA 97,8% + + MRSA
77) | 79. 9525 |31.12.2002 R |M.N. CLOS + + SA 97,8% + + MRSA
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Tab. 17 Szczego6towa charakterystyka czynnikéw etiologicznych izolowanych od pacjentéw z Oddziatu
Leczenia Oparzen Polsko-amerykanskiego Instytutu Pediatrii w Krakowie-Prokocimiu.

Nr. | Data Poch. [In. |Podioze |Podtoze Podtoze Bulion | Skos Szczep
gr. |izolacji mat. |p. |krwawe | McConkey |Sabourauda |z solg |z eskuling
29. 112.2001 O |J.S. |Brak — — — — MRSE
hemolizy
- |12.2001 o |Js. — — — + + E. faecalis
— 112.2001 o |JS. — + — — — Pateczka G (-)
laktozo (+)
— 112.2001 K [J.S. — — — — — Wynik ujemny
- 112.2001 R |J.S. — — — + + E. faecalis
30. [12.2001 R |J.S. Brak — — — — MRSE
hemolizy
- 112.2001 O |K.P. — — + — — Grzyby
drozdzopod.
- |12.2001 O |K.P. — — — + + E. faecalis
— 112.2001 O |KP. — + — — — Pateczka
laktozo (+)
— 112.2001 K [K.P. — — — — — Wynik ujemny
31. |12.2001 R |K.P. Brak — — — — MSSE
hemolizy
— 131.12.2001| R |F.L. — — — — — Wynik ujemny
— 131.12.2001| K |F.L. — — — — — Wynik ujemny
- 131.12.2001| O |F.L. — + — — — Pateczka G (-)
laktozo (+)
32.103.01.2002 | R |KW Brak — — — — MRSE
. hemolizy
- 131.12.2001| R |KW — — — + + E. faecalis
- 131.12.2001| O |KW — + — — — Pateczka G (-)
laktozo (+)
— 103.01.2002| O |KW — — — + + E. faecalis
— 103.01.2002 | K |KW — — — — — Wynik ujemny
— 101.2002 R |P.Z. — — — + + E. faecalis
— 101.2002 o |P.Z — + — — — Pateczka G (-)
laktozo (+)
— 101.2002 K |P.Z — — — — — Wynik ujemny
— 101.2002 R |MZ — — — — — Wynik ujemny
33. 101.2002 O |M.Z | Hemoliza — — — — MRSA
typu B
— 101.2002 K [MZ — — — — — Wynik ujemny
— ]01.2002 R [J.C. — Wzrost bez — — — Pateczka G (-)
rozktadu laktozo (-)
laktozy
— 101.2002 o |J.C. — + — — — Pateczka G (-)
laktozo (+)
— ]01.2002 K |J.C. — — — — — Wynik ujemny

Szczegotowa charakterystyka szczepow gronkowcowych nr: 29, 30, 31, 32, 33 znajduje sie w tab. 16.
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Wrazliwo$¢ badanych szczepdw na antybiotyki.

Wyniki wrazliwosci 47 szczepow MRSA i 16 szczepoéw MSSA przedstawiono w tab.18

Tab. 18 Antybiotykoopornos¢ szczepdw gronkowcowych wrazliwych i opornych na metycyling z Centrum Leczenia Oparzen
w Siemianowicach Slaskich (CLOS).

Nr Nr bad. | Data Rodz. |Inicgaly | OX E DA SXT CIP GE VA TEC MUP RA FD

i hazwa mat. | pacjenta

1. MRSA |[6182 13.12. O S.C. o] - - - - - - - - - -
2000

2. MRSA 6085 13.12. K S.C o] o] o] o] o] w w w w w w
2000

3. MSSA 6196 13.12. R J.D. w o] o] w o] o] w w w w w
2000

4. MSSA 6035 13.12. K J.D. w w w w w — w w w w w
2000

5. MRSA 5861 13.12. K M.H. o] w w — w o] w w w w w
2000

6. MRSA | 6062 13.12. R M.H. o] - - - - - - - - - -
2000

7. MRSA 512 25.01. R R.K o] w w w o] o] w w w - w
2001

8. MRSA | 513 25.01. K R.K o] o] o] o] o] o] w w - w w
2001

9. MRSA 530 25.01. K S.F. o] o] o] o] o] o] w w - - w
2001

10. MRSA |535 26.01. K S.F. o] o] o] o] o] o] w w - - w
2001

11. MRSA | 813 07.02. K S.F. o] o] o] o] o] o] w w - - w
2001

12. MRSA |2352 13.04. K H.K. 0] 0] 0] — — w w w — w w
2001
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Nr Nr bad. | Data Rodz. |Inicgaly | OX DA SXT CIP GE VA TEC MUP RA FD

i hazwa mat. | pacjenta

13. MSSA | 2353 13.04. K H.K. w w — w w w w — w w
2001

14. MRSA | 2407 13.04. R H.K. o] o] o] o] o] w w - w w
2001

15. MSSA | 2413 18.04. K A.S. w o] w o] o] w w - w w
2001

16. MSSA | 2508 18.04. R A.S. w o] w o] o] w w — w w
2001

17. MRSA | 2807 08.05. K T.M. o] w o] w o] w w — w —
2001

18. MRSA | 2907 11.05. R T.M. 0 0 o] o] o] w w o] w w
2001

19. MRSA | 3084 20.05. R P.S. o] o] — o] o] w w w w 0
2001

20. MRSA | 3052 18.05. K P.S. o] o] — o] w w w — w w
2001

21. MSSA | 4951 11.08. R A.C. w w w — w w w w - -
2001

22. MRSA |4894 08.08. K A.C. o] o] — o] o] w w - - w
2001

24. MRSA | 6086 02.10. K ZZ. o] o] o] w w w w - w o]
2001

25. MRSA | 7624 30.11. R Z.C. o] o] w o] o] w w w — -
2001

26. MRSA | 7625 30.11. K Z.C. o] o] w o] o] w w - - -
2001

27. MRSA | 7626 30.11. K Z.C. o] o] w o] o] w w - - -
2001

28. MRSA | 7627 30.11. K Z.C. o] o] w o] o] w w - - -
2001

34. MSSA | 8320 31.12. K AT. w — w w w — — — — —
2001
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Nr Nr bad. | Data Rodz. |Inicgaly | OX DA SXT CIP GE VA TEC MUP RA FD

i hazwa mat. | pacjenta

35.MSSA | 8321 31.12. K AT. w - w w w - - - - -
2001

36. MSSA | 8322 31.12. K AT. w - w w w - - - - -
2001

37.MRSA |[150 08.01. K JP. o] o] w o] o] w w - - -
2002

38. MSSA [ 283 11.01. K E.C. w w w Sw w — — — — —
2002

39. MSSA | 323 14.01. K R.F. w w w w w - - - - -
2002

40. MSSA | 324 14.01. K R.F. w w w w w - — — — —
2002

41. MSSA | 325 14.01. K R.F. w w w w w — — — — —
2002

42. MRSA | 413 17.01. K L.H. o] o] w o] 0] w w - - -
2002

43. MRSA |443 18.01. R L.H. o] o] o] o] o] w w — — —
2002

47. MRSA | 1238 19.02. R H.G. o] o] o] o] o] w w - - -
2002

48. MRSA | 1240 19.02. K H.G. o] o] w o] o] w w - - -
2002

49. MRSA | 1241 19.02. K H.G. o] o] w o] o] w w - - -
2002

53. MRSA | 1945 15.03. K S.B. o] o] o] o] o] w w - - -
2002

54. MRSA | 1998 18.03. R S.B. o] o] o] o] o] w w — — —
2002

55. MSSA | 2912 19.04. K S.P. w w w w w — — — — —
2002

56. MSSA | 2913 19.04. K S.P. w w w w w — — — — —
2002
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Nr Nr bad. | Data Rodz. |Inicgaly | OX DA SXT CIP GE VA TEC MUP RA FD

i hazwa mat. | pacjenta

57. MSSA | 2914 19.04. K S.P. w w w w w — — — — —
2002

58. MRSA | 2878 18.04. R Z.B. o] w o] o] o] w w - - -
2002

59. MRSA |2879 18.04. O Z.B. o] — — — — — — — — —
2002

60. MRSA | 2750 15.04. K Z.B. o] w w o] o] w w — — —
2002

61. MRSA | 2765 15.04. K L.H. o] o] o] S\ o] w w - - -
2002

62. MRSA | 2742 15.04. R L.H. o] o] w w o] w w — — —
2002

63. MRSA | 2962 22.04. K M.W. o] o] w o] o] w w - — —
2002

64. MRSA | 2952 22.04. R M.W. o] o] o] o] o] w w - - -
2002

69. MRSA | 2393 03.04. K L.H. o] o] w SW o] w w — — —
2002

70. MRSA | 2634 10.04. R L.H. o] o] w o] o] w w - - -
2002

71. MRSA | 9212 16.12. K W.S. o] o] Sw o] o] w w - - -
2002

72. MRSA | 9213 16.12. K W.S. o] o] Sw o] o] w w - - -
2002

73. MRSA | 9247 18.12. O W.S. o] — — — — — — — — —
2002

74. MRSA | 9248 18.12. R W.S. o] - - - - - - - - -
2002

75. MRSA | 9340 21.12. R W.S. o] o] w o] o] w w - - -
2002

76. MRSA | 9389 24.12. K A.H. o] w o] o] o] w w - - -
2002
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Nr Nr bad. | Data Rodz. |Inicgaly | OX DA SXT CIP GE VA TEC MUP RA FD

i hazwa mat. | pacjenta

77. MRSA | 9507 31.12. R A.H. o] - - - - - - - - -
2002

78. MRSA | 9426 27.12. K M.N. 0] 0] SwW o] o] w w - - -
2002

79. MRSA | 9525 31.12. R M.N. o] o] o] o] o] w w — — —

2002

Stosowane skroty:

OX — oksacylina

E — erytromycyna

DA — klindamycyna
SXT — kotrimoksazol
CIP — ciprofloksacyna
GE — gentamycyna
VA — wankomycyna
TEC — teikoplanina
MUP — mupirocyna
RA — ryfampicyna

FD — kwas fusydynowy

Dob6r chemioterapeutykéw zastosowanych w lekoopornosci jest standardowy dla szczepoéw MRSA ze wzgledu na ich dominacje

w kolekciji.
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Wrazliwos$é na antybiotyki c.d.

Wsrdd analizowanych 41 szczepow MRSA nie byto ani jednego szczepu wrazliwego
na wszystkie badane antybiotyki

i chemioterapeutyki. Wszystkie szczepy MRSA byly wrazliwe na teikoplanine (TEC)

i wankomycyne (VA) oraz ryfampicyne (RA). Wiekszos$¢ szczepOw nalezata do
szczepbw wieloopornych i wykazywata opornos¢ na: gentamycyne (GE) — 90,24%,
erytromycyne (E) — 85,36%, klindamycyne (DA) — 85,36%, ciprofloksacyna (CIP) —
85% (catkowita liczba szczepow n =40 ), kotrimoksazol ( SXT) — 50% (n=36),
mupirocyne (MUP) — 16,6% (n=6) oraz kwas fusydynowy (FD) — 14,28% (n=14).
Wsrad analizowanych 15 szczepow MSSA wigekszos¢ szczepow byta wrazliwa na
wszystkie antybiotyki i chemioterapeutyki (VA, TEC, MUP, RA, FD). Tylko 3 szczepy
byty oporne na nastepujgce antybiotyki: erytromycyne (n=13) , klindamycyne — 23%
(n=13) oraz na ciprofloksacyne i gentamycyne — 20%.

Wyniki wrazliwosci szczepéw MRSA przedstawiono naryc. 6, 7, 8.

OE
mDA
OSXT
ocCIP
EGE

1- oporne
2- $redniowrazliwe
3- wrazliwe

Ryc. 6. Opornos¢ szczepéw MRSA na wybrane antybiotyki.
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mVA
100 mTEC
oMUP
ORA
mFD

%

1-wrazliwe
2- $redniowrazliwe
3-oporne

Ryc. 7. Wrazliwo$¢ szczepow MRSA na wybrane antybiotyki.

OE

mDA
OSXT
ociP
W GE

%

1- wrazliwe
2-$redniow razliw e
3- oporne

Ryc. 8. Opornos¢ szczepdédw MSSA na wybrane antybiotyki.
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Wzory opornosci

Wsrdd 41 szczepdw MRSA wyodrebniono 14 wzoréw opornosci. Najczesciej

wystepujgcymi wzorami byty:

@ EDaCipGe 14 szczepow 34,15%
@ EDaSxtCipGe 11 szczepow 26, 83%
@ CipGe 2 szczepy 4,88%
@ SxtCipGe 2 szczepy 4,88%
@ EDaGe 2 szczepy 4,88%
@ EDaSxtGe 2 szczepy 4,88%
Tab. 19. Wzory opornosci szczepéw MRSA na antybiotyki.
Nr Wzor Catkowita (%)
wzoru liczba

szczepow

n=41
1. EDaCipGe 14 34,15
2. EDaSxtCipGe 11 26,83
3. CipGe 2 4,88
4. SxtCipGe 2 4,88
5. EDaGe 2 4,88
6. EDaSxtGe 2 4,88
7. EDaSxtCip 1 2,44
8. Ge 1 2,44
9. EDa 1 2,44
10. SxtGe 1 2,44
11. EDaCipGeFd 1 2,44
12. EdaSxtCipGeMup 1 2,44
13. EDaCip 1 2,44
14, EDaSxtFd 1 2,44

Wsrdd 15 szczepow MSSA wyodrebniono tylko 1 wzor opornosci: EdaCipGe

(18,75%).
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Antybiogramy szczepdéw wyizolowanych z rany i krwi (R-K).

Ze wzgledu na analize fenotypowg szczepow wyizolowanych z rany i krwi poréwnano
ich antybiogramy.

Antybiogramy (R-K)
Rézne (R1K) | Identyczne (R=K)
Inicjaty pacjentéw
J.D. (3,4) 1. A.S. (15,16)
R.K. (7,8) 2. Z.C. (25,26)
H.K. (13,14) 3. S.B. (53,54)
T.M (17,18)
P.S. (19,20)
A.C. (21,22)
L.H. (42,43)
H.G. (47,48)
. Z.B. (58,60)
10.L.H. (27) (61,62)
(69,70)
11.M.W. (63,64)
12.M.N. (78,79)

©ENo 0 W INF

Tab. 20 Antybiogramy szczepow wyizolowanych z rany i krwi (R-K).

Antybiogramy szczepow wyizolowanych z rany i krwi (R-K) byty r6zne u 12 pacjentow
(13 antybiograméw R* K — 81,25%) oraz identyczne tylko u 3 pacjentow (R=K
18,75%).

Antybiogramy (R, K)

% (n=16)

RtK R=K

Ryc. 9 Antybiogramy szczepdw wyizolowanych z rany i krwi
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Wyniki tej analizy sg podstawg do dalszych badan translokacji bakteryjnej
gronkowcow i znalezienia zrédta zakazenia uogolnionego.
W dalszym etapie pracy przeprowadzono analize genotypowg w/w szczepow, ktéra

w zatozeniu ma potwierdzi¢ zaobserwowane réznice.
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4.3 Analiza polimorfizmu dtugosci fragmentdéw restrykcyjnych chromosomalnego
DNA

Badano pokrewienstwo genetyczne miedzy szczepami rodzaju Staphylococcus
izolowanymi z krwi, rany i odbytu od jednego chorego. W tym celu wykonano

typowanie genetyczne wybranych szczepow.

Wzory restrykcyjne RFLP, uzyskane za pomocg elektroforezy w zmiennym polu
elektrycznym (PFGE), po trawieniu chromosomalnego DNA enzymem Smal
przedstawiono w tabeli 21 i udokumentowano fotografiami: 12-30.

Typy RFLP oznaczono, odpowiednio literg alfabetu, podtypy literg z indeksem
liczbowym.

Tab. 21 Wzory restrykcyjne PFGE badanych szczepow.
Zaznaczono szczepy od tego samego pacjenta o identycznym typie genetycznym.

Nr Nr Data Rodzaj |Inicajaty | Szczep | Poch. Wzor
szczepu | badania | izolagji materiatu | pacjenta Materialu | PFGE
1. 6182 13.12.2000 o] S.C. MRSA CLOS A
2. 6085 13.12.2000 K S.C. MRSA CLOS A
3. 6196 13.12.2000 R JD. MSSA CLOS A,
4. 6035 13.12.2000 K JD. MSSA CLOS B
5. 5861 13.12.2000 K M.H. MRSA CLOS C
6. 6062 13.12.2000 R M.H. MRSA CLOS C
7. 512 25.01.2001 R R.K MRSA CLOS K>
8. 513 25.01.2001 K R.K MRSA CLOS K
0. 530 25.01.2001 K SF. MRSA CLOS 92
10. 535 26.01.2001 K SF. MRSA CLOS NB
11. 813 07.02.2001 K SF. MRSA CLOS NB
12. 2352 13.04.2001 K H.K. MRSA CLOS H
13 2353 13.04.2001 K H.K. MSSA CLOS NB
14. 2407 13.04.2001 R H.K. MRSA CLOS H
15. 2413 18.04.2001 K A.S. MSSA CLOS b
16 2508 18.04.2001 R A.S. MSSA CLOS c
17. 2807 08.05.2001 K T.M. MRSA CLOS D
18. 2907 11.05.2001 R T.M. MRSA CLOS E
19. 3084 20.05.2001 R P.S. MRSA CLOS F
20. 3052 18.05.2001 K P.S. MRSA CLOS F
21. 4951 11.08.2001 R A.C. MSSA CLOS G
22. 4894 08.08.2001 K A.C. MRSA CLOS F
24. 6086 02.10.2001 K ZZ. MRSA CLOS —
25. 7624 30.11.2001 R Z.C. MRSA CLOS F1
26. 7625 30.11.2001 K Z.C. MRSA CLOS F1
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Nr Nr Data Rodzaj |Inicajaty | Szczep | Poch. Wzor
szczepu | badania | izolagji materialu | pacjenta Materialu | PFGE
27. 7626 30.11.2001 K Z.C. MRSA CLOS NB
28. 7627 30.11.2001 K Z.C. MRSA CLOS NB
29. — 12.2001 O JS. MRSE P L
30. - 12.2001 R J.S. MRSE P M
31 — 12.2001 R K.P. SE P d
32. — 03.01.2002 R K.W. MRSE P e
33. — 01.2002 O M.Z. MRSA P f
34. 8320 31.12.2001 K AT. MSSA CLOS X
35. 8321 31.12.2001 K AT. MSSA CLOS 4
36. 8322 31.12.2001 K AT. MSSA CLOS X1
37. 150 08.01.2002 K JP. MRSA CLOS |1
38. 283 11.01.2002 K E.C. MSSA CLOS P
39. 323 14.01.2002 K R.F. MSSA CLOS |
40. 324 14.01.2002 K R.F. MSSA CLOS |
41. 325 14.01.2002 K R.F. MSSA CLOS I
42. 413 17.01.2002 K L.H. MRSA CLOS Y
43. 443 18.01.2002 R L.H. MRSA CLOS Y,
45, 335 08.02.2002 K W.B. SH Rd Y,
46. 704 02.2002 R M.K. MSSA Rd J
47, 1238 19.02.2002 R H.G. MRSA CLOS H»
48. 1240 19.02.2002 K H.G. MRSA CLOS H»
49. 1241 19.02.2002 K H.G. MRSA CLOS Ha
50. 821 03.2002 R K.A. MSSA Rd N
Sl 1143 03.2002 R JL. MSSA Rd Z
52. 1193 03.2002 R K.S. MSSA Rd P
53. 1945 15.03.2002 K S.B. MRSA CLOS R
54. 1998 18.03.2002 R S.B. MRSA CLOS R
55. 2912 19.04.2002 K S.P. MSSA CLOS R,
56. 2913 19.04.2002 K S.P. MSSA CLOS NB
57. 2914 19.04.2002 K S.P. MSSA CLOS NB
58. 2878 18.04.2002 R Z.B. MRSA CLOS O
59. 2879 18.04.2002 o] Z.B. MRSA CLOS O
60. 2750 15.04.2002 K Z.B. MRSA CLOS O
61. 2765 15.04.2002 K L.H. MRSA CLOS T
62. 2742 15.04.2002 R L.H. MRSA CLOS S
63. 2962 22.04.2002 K M.W. MRSA CLOS S
64. 2952 22.04.2002 R M.W. MRSA CLOS U
65. 1542 13.06.2002 R JN. MSSA Rd A
66. 1506 13.06.2002 R JS. MSSA Rd [
67. 2065 13.06.2002 R E.M. MSSA Rd J
68. 1252 13.06.2002 R M.U. MSSA Rd 1
69. 2393 03.04.2002 K L.H. MRSA CLOS G
70. 2634 10.04.2002 R L.H. MRSA CLOS Gy
71. 9212 16.12.2002 K W.S. MRSA CLOS W,
72. 9213 16.12.2002 K W.S. MRSA CLOS W
73. 9247 18.12.2002 O W.S. MRSA CLOS W,
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Nr Nr Data Rodza] |Inicagjaly | Szczep Poch. Wzor

szczepu | badania | izolagji materialu | pacjenta Materiatu | PFGE

74. 9248 18.12.2002 R W.S. MRSA CLOS W
75. 9340 21.12.2002 R W.S. MRSA CLOS W
76. 9389 24.12.2002 K A.H. MRSA CLOS wW
77. 9507 31.12.2002 R A.H. MRSA CLOS w
78. 9426 27.12.2002 K M.N. MRSA CLOS wW
79. 9525 31.12.2002 R M.N. MRSA CLOS wW

W catej badanej kolekcji stwierdzono duzg r6znorodnos¢ wzoréw RFLP.
Wyodrebniono 34 typy RFLP oraz ich podtypy — blisko i potencjalnie spokrewnione.
Dominujacymi typami RFLP byt typ: W (71 W, 72 W, 73 Wy, 74 W, 75W, 76 W, 77

W, 78 W, 79 W), | (39 |, 401, 411, 35 1;, 37 1, 38 I,), H (12H, 14H, 47H,, 48H, 49H, ),
F (19F, 20F, 22F, 25F;, 26 F1), A (1A,2A,3A,).

10

8-

ilos¢ 6
szczepow 4|
2.

0

A F

H I

W

Dominujace typy RFLP

Ryc. 10 Dominujace typy RFLP.

Szczepy nierozréznialne genotypowo stwierdzono u trzech réznych pacjentow,
hospitalizowanych w tym samym czasie: W.S. (72K, 74 (75) R); A.H. (76K, 77R);

M.N. (78K, 79R), co pozwala przypuszczac o rozprzestrzenianiu sie¢ zakazenia

i transmisji szczepOw na oddziale.
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Tab. 22 Wzory opornosci gtéwnych typdéw genetycznych.

Typ i podtyp Nr Miejsce |Inicjaty |WzOr opornosci
genetyczny szczepu |izolacji |pacjenta
A 1 @) S.C. NB
A 2 K S.C. EDaSxtCip
Az 3 R J.D. EDaCipGe
19 R P.S. EDaCipGeFd
F 20 K P.S. EDaCip
F 22 K A.C. EDaCipGe
Fi1 25 R Z.C. EDaCipGe
Fi1 26 K Z.C. EDaCipGe
H 12 K H.K. EDa
14 R H.K. EDaSxtCipGe
H> a7 R H.G. EDaSxtCipGe
H, 48 K H.G. EDaCipGe
H, 49 K H.G. EDaCipGe
I 39 K R.F. wrazliwy
I 40 K R.F. wrazliwy
| 41 K R.F. wrazliwy
l1 35 K AT. wrazliwy
Iy 37 K J.P. EDaCipGe
P 38 K F.C. wrazliwy i sw na Cip
W 72 K W.S. EDaCipGe
W 74 R W.S. NB
W 75 R W.S. EDaCipGe
W 76 K A.H. SxtCipGe
W 77 R A.H. NB
W 78 K M.N. EDaCipGe
W 79 R M.N. EDaSxtCipGe
W, 73 @) W.S. NB
W, 71 K W.S. EDaCipGe
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Typy genetyczne: A, F, Hi W charakteryzujg sie wiekszg opornoscig na antybiotyki
niz typ I, ktory byt wrazliwy na wszystkie lub wiekszos$¢ zastosowanych antybiotykéw
(z wyjatkiem szczepu nr 37).

Wsrdd typow RFLP F, H i W dominujgcym wzorem opornosci byt wzor: EDaCipGe
czyli szczepy w wiekszosci przypadkow byty oporne na erytromycyne (E),
klindamycyne (DA), ciprofloksacyne (CIP) i gentamycyne (GE). Ponadto typ A, HiW
byt oporny na kotrimoksazol (SXT) oraz typ F na kwas fusydynowy (FD).

Tab. 23 Podziat szczepéw gronkowcowych wyizolowanych z krwi, rany, odbytu od jednego
pacjenta o roznym i tym samym profilu genetycznym.

Miejsce R-K-O R-K K-O R-O
izolaciji
Profil genet. |74 (W) =72 (W) —-73 (W1) |3 (A2 —4(B) 30 (M) —29 (L)

— rézny 75 (W) — 71 (W2) — 73 (W1) | 7 (K2) — 8 (K)
16 (c) — 15 (b)
18 (E) — 17 (D)
21 (G) - 22 (F)
43 (Y,) — 42 (Y)
62 (S) — 61 (T)
64 (U) — 63 (Sy)
70 (91) — 69 (9)

Profil genet. | 58 (O) — 60 (O) — 59 (O) 6 (C)-5(C) 2(A)-1(A)
— identyczny 14 (H) - 12 (H)
19 (F) — 20 (F)
47 (Hz) — 48 (H2)
54 (R)-53 (R)
77 (W) —-76 (W)
79 (W) - 78 (W)
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Szczepy wyizolowane z rany, krwi i odbytu posiadaty identyczny wzor restrykcyjny
RFLP u jednego pacjenta (Z.B.), natomiast u drugiego pacjenta (W.S.) byt rézny,

z wyjatkiem szczepow wyizolowanych z krwi (nr 72) i rany ( nr 74). Szczepy pacjenta
W.S. byly ze soba blisko spokrewnione (W;) lub potencjalnie spokrewnione (W5).
Szczepy wyizolowane z rany i krwi 0 tym sam typie genetycznym zaobserwowano
u 8 pacjentow, natomiast u 9 pacjentéw typy genetyczne byly rézne (tab. 23), w tym
byto 12 szczepdw niespokrewnionych (3-4, 16-15, 18-17, 21-22, 62-61, 64-63) u 6
pacjentow, 4 szczepy potencjalnie spokrewnione (7-8, 43-42) u 2 pacjentow i 2
szczepy blisko spokrewnione u jednego pacjenta (70-69).

ldentyczny profil genetyczny szczepow wyizolowanych z krwi i odbytu (2-1) wystapit
u jednego pacjenta.

Ro6zny wzor restrykeyjny RFLP szczepow wyizolowanych rany i odbytu (30-29)

wystgpit rowniez tylko u jednego pacjenta.

Stwierdzono wystepowanie szczepdw niespokrewnionych z krwi i rany u jednego
pacjenta, a takze wykazano podobienstwo genotypowe szczepdw pochodzacych
z krwi i jelit.

Powyzsze obserwacje stanowity podstawe do dalszych badan translokaciji
bakteryjnej gronkowcow.

Rozdziat w zelu agarozowym (PFGE) szczep6w wymienionych w tab. 21 jest
przedstawiony na fotografiach (Fot. 12-30).
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970 kb —p

48,5 kb —»

Fot. 12 Obraz elektroforezy PFGE chromosomalnego DNA izolatéw gronkowcowych z krwi,
zran i odbytu (10, 2K, 3R, 4K, 5K, , 6R) pacjentow z Centrum Leczenia Oparzen (CLOS).

Fot. 13 Obraz elektroforezy PFGE chromosomalnego DNA izolatéw gronkowcowych z krwi,
zran (17K,18R,19R, 20K, 21R, 22K, 25R, 26K) pacjentéw z CLOS.
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12 14 41 |

)

Fot. 14 Obraz elektroforezy PFGE chromosomalnego DNA szczepdw gronkowcowych z krwi
iran (12K, 14R, 41K) pacjentéw z CLOS.

| 46 47 48 49

Fot. 15 Obraz elektroforezy PFGE chromosomalnego DNA szczepéw gronkowcowych z krwi
i ran pacjentéw z CLOS (47R, 48K,49K) i rany pacjenta z OLO (Rd) (46R).
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I 7 29 30 35 37 38 CP

Fot. 16 Obraz elektroforezy PFGE chromosomalnego DNA szczepOw gronkowcowych z krwi
i rany pacjentow z CLOS (7R, 35K, 37K, 38K) oraz z rany i odbytu pacjenta z OLO (P)
50 58 59 60 I

(290, 30R).
|

Fot. 17 Obraz elektroforezy PFGE chromosomalnego DNA szczepdw gronkowcowych z krwi
i rany pacjentow z CLOS (58R, 590, 60K) oraz z rany (Rd) (50R).
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Fot. 18 Obraz elektroforezy PFGE chromosomalnego DNA szczepdw gronkowcowych z krwi
i rany pacjentéw z CLOS (53K, 54R, 55K, 62R, 63K) oraz z rany pacjenta (Rd) (52R).

|71 72 73 74 75 76 77 78 79

-

— .-—r- “_-‘_'d*n—'

111131 11 3

Fot. 19 Obraz elektroforezy PFGE chromosomalnego DNA szczepéw gronkowcowych z Krwi
rany i odbytu pacjentéw z CLOS (71K, 72K, 730, 74R, 75R, 76K, 77R, 78K, 79R).
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I 34 36 42 45 51 61 64 65

970kb —»p

485kb —p

Fot. 20 Obraz elektroforezy PFGE chromosomalnego DNA szczepéw gronkowcowych z krwi
i rany pacjentéw z CLOS (34K, 36K, 42K, 61K, 64R) oraz (Rd) (45K, 51R, 65R).

| 15 16 31 32 33 39 40 69 70

Fot. 21 Obraz elektroforezy PFGE chromosomalnego DNA szczepdw gronkowcowych z krwi
i rany pacjentow z CLOS (15K, 16R, 39K, 40K, 69K, 70R) oraz z rany i odbytu pacjentow
z OLO (P) (31R, 32R, 330).
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Fot. 22 Obraz elektroforezy PFGE chromosomalnego DNA szczepdw gronkowcowych z krwi
i rany pacjentow z CLOS (8K, 9K, 43R, 70R) oraz (Rd) (66R, 67R, 68R).
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30 40 50 60 70 80 90 100

e b b b b b by i

: . 5 : : 1R 1A
=5 : [ERY
—| E - ¥ 2ot

|

gl

-

—

Lﬁ

Ryc 10 Dendrogram wybranych szczepdw S. aureus otrzymany przez poréwnanie
genomowego DNA metodg PFGE.
Opracowanie wg programu Molecular Analyst (BioRad).
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58 59 60
’ ii ’
Typ 00O W W; W W, W, W
genet.

Fot. 23 Obraz elektroforezy PFGE chromosomalnego DNA szczepdw gronkowcowych z krwi,
rany i odbytu pacjentéw: A) Z.B. (58R, 590, 60K), B) W.S. (72K, 730, 74R) C) W.S.
(71K, 730, 75R).

3 4 5 6 7 8
D) I E) I F) EE
A, B C C
Fot. 24 Obraz elektroforezy PFGE chromosomalnego DNA szczep6w gronkowcowych z rany
i krwi pacjentéw: D) J.D. (3R, 4K), E) M.H. (5K, 6R) F) R.K. (7R, 8K).
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G) 12 14 H) 1) 17 18

Fot. 25 Obraz elektroforezy PFGE chromosomalnego DNA szczep6w gronkowcowych z rany
i krwi pacjentow: G) H.K. (12K, 14R) H) A.S. (15K, 16R) I) T.M. (17K, 18R).

21 22 25 26

J) K) L)

F F G F F, Ry

Fot. 26 Obraz elektroforezy PFGE chromosomalnego DNA szczep6w gronkowcowych z rany
i krwi pacjentéw: J) P.S. (19R, 20K) K) A.C. (21R, 22K) L) Z.C. (25R, 26K).
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42 43 47 48 53 54
b) M)

Y1 Y> H, H2 R R

Fot. 27 Obraz elektroforezy PFGE chromosomalnego DNA szczep6w gronkowcowych
z rany i krwi pacjentow: £) L.H. (42K, 43R) M) H.G. (47R, 48K) N) S.B. (53K, 54R).

61 62 63 64

| P) I I R)
T S S1 U
Fot. 28 Obraz elektroforezy PFGE chromosomalnego DNA szczep6w gronkowcowych z rany
i krwi pacjentéw: O) L.H. (61K, 62R) P) M.W. (63K, 64R) R) L.H. (69K, 70R).

O)

g O
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78 79

S) T)

W W W W

Fot. 29 Obraz elektroforezy PFGE chromosomalnego DNA szczepdw gronkowcowych z rany
i krwi pacjentow: S) A.H. (76K, 77R) T) M.N. (78K, 79R).

29 30

U) W)

A A L M

Fot. 30 Obraz elektroforezy PFGE chromosomalnego DNA szczepdw gronkowcowych
z krwi i odbytu pacjenta: U) S.C. (2K, 10) W) J.S. (30R, 290).
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4.4 Ocena akumulacii transkryptéw cytokin po inkubacji komérek Caco-2 z

gronkowcem ztocistym Staphylococcus aureus, typem dzikim WT(25923) z ATCC

w zaleznosci od stezenia komoérek bakteryjnych.

Zastosowanie metody RT-PCR pozwolito dokonac¢ analizy nagromadzenia
transkryptéw cytokin (IL-8, TNF-a), ktére w komdérkach spoczynkowych nie ulegajg
ekspresji lub tez ich ekspresja jest bardzo staba. W konsekwencji transkrypty
(mRNA) dla tych genéw pojawiajq sie w prawidtowych komarkach réwniez na sygnat,
ich transkrypcja jest szybka i prowadzi do szybkiej akumulacji mRNA. Po wytaczeniu
transkrypcji mMRNA bardzo szybko zanika, gdyz czas potowicznej degradacji mRNA
cytokin jest zazwyczaj krétki (129).

Zatem w komorkach niestymulowanych ilos¢ mRNA cytokin jest bardzo niewielka.
RT-PCR , ze wzgledu na silne wzmocnienie sygnatu, umozliwia wykrycie
podstawowego poziomu transkryptu cytokiny, a nastepnie pozwala zaobserwowac
jego przyrost.

Metode RT-PCR mozna podzieli¢ na cztery gtbwne etapy (66, 67):

@ l1zolacje RNA

@ Odwrotna transkrypcja (RT)

@ Reakcja tancuchowa polimerazy (PCR)

@ Analiza produktu.

Badania prowadzono na komoérkach Caco-2, ktére byty w roznych etapach hodowili.
Komorki, tworzyty pojedynczg warstwe komorek (monolayer). W momencie kiedy
komorki zetknety sie ze sobg btonami komoérkowymi powstawaly agragaty
komorkowe — to stadium nazwano “confluent cells”.

Uzyto nazwe angielskig okreslajgce to stadium, ze wzgledu na mato precyzyjne
ttumaczenie na jezyk polski. “Confluent* oznacza “zlewajacy , zbiegajacy’.

Kolejne etapy hodowli réznity sie miedzy sobg stopniem agregaciji i wiekiem komoérek,

etap ten nazwano “post confluent cells” ( po etapie “confluent cells”).
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Izolacia RNA z komdrek Caco-2 (5.4~ 10° kom./ml, kom. w stadium - confluent cells CC)

(14-20).

Nr Stezenie bakterii Absorbancja Wspotczynnik Stezenie RNA
prébki | (CFU/mI) ilosciowy (mg/ml)

14 kontrola 0,080 1,861 256,9

15 56 10° 0,081 1,923 258,7

16 5,6 10° 0,088 1,872 282,0

17 5,6 10° 0,090 1,855 288,7

18 56 10° 0,078 1,908 248,4

19 56 10° 0,082 1,904 263,5

20 56 10° 0,079 1,885 253,9

Tab. 24 Stezenie RNA (nmg/ml) (14-20).

Elektroforeza RNA

I/Hind Il 14 15 16 17 18 19 20

23,130
9,416
6,557
< 28STRNA
4,361
<« 18SIRNA

vy owy

2,322

Fot. 31 Obraz elektroforezy RNA szczepdéw nr 14-20.
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Elektroforetyczna analiza produktow poétilosciowego RT-PCR (Semi- guantitative

Reverse Transcriptase Polymrerase Chain Reaction)

GAPDH (cykl 20-30), gen referencyjny
GAPDH - gen, ktéry w danych warunkach nie podlega regulac;ji.

cykl 20 cykl 25
100bp14 15161718 19 20
1500 bp

1000 bp
500 bp

ARAA

200 bp

cykl 30

Fot. 32 Obraz elektroforezy produktu reakcji potilosciowej RT-PCR dla GAPDH.

Reakcje przeprowadzono na catkowitym RNA izolowanym z komérek Caco-2 (5,4~ 10°
kom./m) po inkubacji z bakteriami o stezeniu od 10° do 10* CFU/ml (14-20).

Tab. 25 Wzgledna intensywnos¢ GAPDH (14-20).

Nr Stezenie bakterii wzgledna
probki intensywnos¢
GAPDH

14 Kontrola 61,122

15 56  10° 62,581

16 5,6 10° 58,288

17 5,6 10’ 60,882

18 56 10° 49,054

19 5,6 10° 57,246

20 5,6 10 58,656
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IL-8 (cykl 25-35), (14-20)

Cykl 25

cykl 30

100bp14 15 16 17 18 19 20

cykl 35

Fot. 33 Obraz elektroforezy produktu reakcji potilosciowej RT-PCR dla IL-8.
Reakcje przeprowadzono na catkowitym RNA izolowanym z komorek Caco-2
(5,4 10° kom./ml) po inkubacji z bakteriami o stezeniu od 10° do 10* CFU/ml (14-20).

Tab. 26 Wzgledna intensywnos¢ IL-8. Wspotczynnik ilosciowy IL-8/GAPDH (14-20).

Nr Stezenie bakterii | Wzgledna intensywnos¢ | Wzgledna intensywnos¢ wspotczynnik

probki IL-8 GAPDH ilosciowy
I-8/GAPDH

14 Kontrola 0 61,122 0

15 5,6  10° 111,490 62,581 1,781

16 5,6 10° 109,434 58,288 1,877

17 5,6 10’ 48,793 60,882 0,801

18 5,6~ 10° 13,556 49,054 0,276

19 5,6 10° 0 57,246 0

20 5,6 10" 0 58,656 0
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IL-8 (14-20)

N

wsp.il. IL-8/GAPDH

14 15 16 17 18 19 20
stezenie bakterii

K 10° 10®° 100 10° 10° 10°

Ryc. 12 Przyrost transkryptu IL-8 po inkubacji komérek Caco-2 2 (5,4 ~ 10° kom./ml)
z gronkowcem ztocistym WT (25923 ) z ATCC w zaleznosci od stezenia komérek
bakteryjnych 10°- 10* CFU/mI (14-20).

TNF-a (cykl 20-40) , (14-20)

cykl 20 cykl 25
100bp 14 15 16 17 1819 20 100 bp 14 15 16 17 18 19 20

cykl 40

300 bp >

Cykl 30 cykl 35

Fot. 34 Obraz elektroforezy produktu reakcji potilosciowej RT-PCR dla TNF-a.
Reakcje przeprowadzono na catkowitym RNA izolowanym z komdrek Caco-2
(5,4 10° kom./ml) po inkubacji z bakteriami o stezeniu od 10° do 10* CFU/ml (14-20).
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Nr Stezenie bakterii | Wzgledna intensywnos¢ | Wzgledna intensywnos¢ | Wspétczynnik
probki TNF-a GAPDH ilosciowy
TNF-a/GAPDH
14 Kontrola 0 61,122 0
15 5,6  10° 97,432 62,581 1,56
16 5,6 10° 49,966 58,288 0,86
17 5,6 10’ 34,122 60,882 0,56
18 5,6 10° 6,730 49,054 0,14
19 56 10° 0 57,246 0
20 5,6 10 0 58,656 0
Tab. 27 Wzgledna intensywnos¢ TNFa. Wspotczynnik ilosciowy TNF-a/GAPDH (14-20).
TNFa (14-20)
18
L 16
g 14
5 1,2
g 1
£ 081
06
2 041
2 021
0
14 15 16 17 18 19 20
stezenie bakterii
K 10° 10° 10° 10° 10° 10"

Ryc.13 Przyrost transkryptu TNF-a po inkubacji komérek Caco-2 (5,4 ~ 10° kom./ml)
z gronkowcem ztocistym WT 25923 z ATCC w zaleznosci od stezenia komarek bakteryjnych

10°-10* CFU/mI (14-20).

IL-8

TNFa

Stez. kom. bakt (14-20)

10°, 108,107, 10°

10°, 108,107, 10°

Tab. 28 Przyrost transkryptu IL-8 i TNFa w zaleznosci od stezenia komérek bakteryjnych

(14-20).

Dzieki metodzie RT-PCR wykryto podstawowy poziom transkryptu cytokin : IL-8

i TNF-a oraz zaobserwowano jego przyrost w komérkach stymulowanych.

W komérkach Caco-2 w stadium CC (confluent cells) po inkubacji z gronkowcem

ztocistym WT o stezeniu 10°—-10® CFU/ml transkrypcja genu IL-8 byta bardzo szybka
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i prowadzita do szybkiej akumulacji mRNA, natomiast inkubacja o0 mniejszym
stezeniu bakterii 10’-10° CFU/m, nie powodowata tak szybkiego przyrostu
transkryptu lub nie pojawit sie on wcale 10°-10* CFU/ml.

W komérkach Caco-2 w stadium CC po inkubacji z gronkowcem ztocistym WT

o stezeniu od 10° do 10° CFU/ml zaobserwowano tendencje malejaca w przyroécie
transkryptu TNF-a, stezenie 10°—10* CFU/ml nie byto wystarczajacym sygnatem do

rozpoczecia transkrypcji w komorkach.
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Izolacja RNA z komdrek Caco-2 (2~ 10° kom./ml) , w stadium 3 dni PC (79-88),
4 dni PC (89-98).

Nr Stezenie bakterii Absorbancja Wspotczynnik Stezenie RNA
probki ilosciowy (my/ml)
79 kontrola 0,120 1,887 384,7
80 1° 10° 0,080 1,852 256,7
81 1”108 0,089 1,881 283,2
82 1° 107 0,125 1,777 399,9
83 1° 10° 0,092 1,854 293,5
84 1° 10° 0,102 1,750 326,6
85 1° 10* 0,103 2,032 328,9
86 1 10° 0,093 2,027 297,9
87 17 10° 0,114 1,992 364,4
88 1° 10* 0,094 2,101 301,5
89 kontrola 0,115 2,069 367,4
90 1° 10° 0,112 2,029 359,9
91 17 108 0,071 2,212 226,8
92 1° 107 0,104 2,011 333,2
93 17 10° 0,111 1,939 356,0
94 1° 10° 0,114 1,965 365,1
95 1° 10* 0,297 1,743 951,2
96 17 10° 0,144 1,888 459,4
97 17 102 0,130 1,866 415,4
98 1° 10* 0,130 1,922 414.4

Tab. 29 Stezenie RNA (nmg/ml) (79-98).

Elektroforeza RNA

| /Hind1ll 79 80 81 82 83 84 85 86 87 8 [ /HindI18 90 91 92 93 94 95 96 97 98

Fot. 35 Obraz elektroforezy RNA szczepdw nr 79-98.
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Elektroforetyczna analiza produktéw poétilosciowego RT-PCR
GAPDH (cykl 20-30), (79-88) 3 dni PC, (89-98) 4 dni PC).
cykl 20 cykl 25 cykl 20 cykl 25

100bp 79 80 81 82 83 84 85 86 8788 100 bp 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98

T - - - - -

cykl 25 cykl 30 cykl 25 cykl 30

Fot. 36 Obraz elektroforezy produktu reakcji potilosciowej RT-PCR dla GAPDH.
Reakcje przeprowadzono na catkowitym RNA izolowanym z komorek Caco-2 po inkubacji
z gronkowcem ztocistym WT o stezeniu od 10° do 10° CFU/ml (79-88, 89-98).

Nr Stezenie bakterii Wzgledna
probki intensywnos¢
GAPDH

79 kontrola 83,5
80 1° 10° 84,6
81 1° 108 86,1
82 1° 10’ 87,3
83 1° 10° 88,6
84 1° 10° 89,0
85 1 10* 87,0
86 17 10° 89,3
87 17 10° 84,2
88 1° 10* 87,4
89 kontrola 92,6
90 1° 10° 93,3
91 1° 108 92,3
92 1° 10’ 92,3
93 1° 10° 92,0
94 1° 10° 92,7
95 17 104 88,9
96 1 103 93,1
97 17 10° 87,1
98 1 10° 91,8

Tab. 30 Wzgledna intensywnosé GAPDH (79-98).

125



4. Wyniki

IL-8 (cykl 25-35), (79-88) 3 PC, (89-98) 4 PC).

100bp 79 80 81 82 83 84 85 86 8788 8990919293

30 cykl

cyKl 35
100 bp 8990 91 92 93 94 95 96 97 98 79 80 81 82 83

cykl 25

94 95 96 97 98 798081828384 8586 87 88

cykl 30

cykl 35

Fot. 37 Obraz elektroforezy produktu reakcji potilosciowej RT-PCR dla IL-8.
Reakcje przeprowadzono na catkowitym RNA izolowanym z komdérek Caco-2 po
inkubaciji z gronkowcem ztocistym WT o stezeniu od 10° do 10' CFU/ml (79-88, 89-98).

84 8586 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98

Nr Stezenie bakterii | Wzgledna intensywnos¢ | Wzgledna intensywnos¢ Wspot.
probki IL-8 (25 cykl) GAPDH ilosciowy
II-8/GAPDH

79 kontrola 0 83,5 0

80 1 10° 79,4 84,6 0,938
81 1° 108 85,5 86,1 0,993
82 1”10’ 0 87,3 0

83 1° 10° 0 88,6 0

84 1° 10° 0 89,0 0

85 1° 10* 0 87,0 0

86 1 10° 0 89,3 0

87 1° 10? 0 84,2 0

88 1° 10* 0 87,4 0

89 kontrola 0 92,6 0

90 1° 10° 71,9 93,3 0,770
91 1° 108 92,8 92,3 1,005
92 1° 10’ 69,0 92,3 0,747
93 1° 10° 0 92,0 0

94 1° 10° 0 92,7 0

95 1° 10* 0 88,9 0

96 1° 10° 0 93,1 0

97 1° 10? 0 87,1 0

98 1° 10* 0 91,8 0

Tab. 31 Wzgledna intensywnos¢ IL-8. Wspotczynnik ilosciowy IL-8/GAPDH (79-98).
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IL-8 (79-88)

12

038
0,6
04
02

wspot.il. IL-8/GAPDH

79 8 8 8 8 8 8 8 8 8

stezenie bakterii

K 10° 10° 10" 10° 10° 10* 10°® 10° 10

Ryc. 14 Przyrost transkryptu IL-8 po inkubacji komoérek Caco-2 z gronkowcem ztocistym WT
(25923) z ATCC w zaleznosci od stezenia komorek bakteryjnych 10°-10' CFU/ml (79-88).

IL-8 (89-98)

12

08
06
04

0,2 -

O* Tt T 1 1 1
8 90 91 92 9B A B 9% 97 98

stezenie bakterii

wspot. il. IL-8/GAPDH

K 10° 10® 10° 10° 10° 10* 10° 10?7 10t

Ryc. 15 Przyrost transkryptu IL-8 po inkubacji komérek Caco-2 z gronkowcem ztocistym WT
(25923 ) z ATCC w zaleznosci od stezenia komérek bakteryjnych 10° — 10 CFU/ml (89-98).
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100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

wzgledna intensywnos$é¢ IL-8 ($r.a.)

IL-8, WT (79-98)

i

(79,89) (80,90) (81,91) (82,92) (83,93) (84,94) (85,95) (86,96) (87,97) (88,98)

stezenie bakterii

Ryc. 16 Sredni przyrost transkryptu IL-8 (wzgledna intensywnos$é) po inkubacji komoérek
Caco-2 (3-4 dni PC) z gronkowcem ztocistym WT (25923 ) z ATCC (1 ~ 10° CFU/ml)
w zaleznosci od stezenia komérek bakteryjnych (79-98).

12

IL-8, WT (79-98)

08

0,6

04

wspot. il. IL-8/GAPDH

0,2

(79,89) (80,90) (81,91) (82,92) (83,93) (84,94) (85,95) (86,96) (87,97) (88,98)

stezenie bakterii

Ryc. 17 Sredni przyrost transkryptu IL-8 (wspététezynnik ilosciowy)po inkubaciji komérek
Caco-2 (3-4 dni PC) z gronkowcem ztocistym WT (25923 ) z ATCC (1 ~ 10° CFU/ml)
w zaleznosci od stezenia komérek bakteryjnych (79-98).
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4. Wyniki

TNF-a (cykl 20-40) , (79-88) 3 PC, (89-98) 4 PC

cykl 30

cykl 35

100b 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88

cykl 35

cykl 40

cykl 30
100bp 899091 92 93 94 95 96 97 98

cykl 35

cykl 35

cykl 40

Fot. 38 Obraz elektroforezy produktu reakcji potilosciowej RT-PCR dla TNF-a.
Reakcje przeprowadzono na catkowitym RNA izolowanym z komdrek Caco-2
po inkubacji z bakteriami o stezeniu od 10° do 10" CFU/ml (79 —88, 89-98).

Tab. 32 Wzgledna intensywnos¢ TNFa. Wspotczynnik ilosciowy TNF-a/GAPDH (79-98).

Nr Stezenie Wzgledna Wzgledna Wspotczynnik

probki | bakterii intensywno$¢ intensywnos$¢ ilosciowy
TNF-a (30 cykl) GAPDH TNF-a/GAPDH

79 kontrola 0 83,5 0

80 1 10° 95,6 84,6 1,130

81 1° 108 96,1 86,1 1,116

82 1° 10’ 0 87,3 0

83 1° 10° 0 88,6 0

84 1° 10° 0 89,0 0

85 1° 10* 0 87,0 0

86 1° 10° 0 89,3 0

87 17 10° 0 84,2 0

88 1° 10* 0 87,4 0

89 kontrola 0 92,6 0

90 1° 10° 97,0 93,3 1,039

91 17 108 94,0 92,3 1,018

92 1° 10’ 0 92,3 0

93 1° 10° 0 92,0 0

94 1° 10° 0 92,7 0

95 1° 10* 0 88,9 0

96 1 103 0 93,1 0

97 17 10° 0 87,1 0

98 1° 10* 0 91,8 0
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4. Wyniki

TNFa (79-88)

wspotil. TNFa/GAPDH

O’ T Trr T T T
79 8 8 8 8 8 8 8 8 8

stezenie bakterii

K 10° 10°® 10’ 10° 10° 10* 10° 10? 10

Ryc. 18 Przyrost transkryptu TNF-a po inkubacji komérek Caco-2 z gronkowcem ztocistym
WT (25923 ) z ATCC w zaleznoséci od stezenia komérek bakteryjnych 10°-10* CFU/ml
(79-88).

TNFa (89-98)

12

08
06
04
0.2

O B T T T T T T T
8 90 91 92 9B AU 9B 9% 97 98
stezenie bakterii

wspot.il. TNFa/GAPDH

K 10° 10® 10 10° 10° 10* 10° 10% 10

Ryc. 19 Przyrost transkryptu TNF-a po inkubacji komoérek Caco-2 z gronkowcem ztocistym
WT (25923 ) z ATCC w zaleznosci od stezenia komérek bakteryjnych 10°-10" (89-98).
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4. Wyniki

TNFa, WT (79-98)

120

8

[o]
o

N
o

N
o

wzgledna intensywnos¢ IL-8
(sr.a.)
(2]
o

o

(79,89) (80,90) (81,91) (82,92) (83,93) (84,94) (85,95) (86,96) (87,97) (88,98)

stezenie bakterii

Ryc. 20 Sredni przyrost transkryptu TNFa (wzgledna intensywno$é) po inkubacji komérek

Caco-2 (3-4 dni PC) z gronkowcem ztocistym WT (25923 ) z ATCC (1 ~ 10° CFU/ml)
w zaleznosci od stezenia komérek bakteryjnych (79-98).

TNFa, WT (79-98)

1,4

1,2

0,8

0,6

04 -

wspotil. TNFa/GAPDH

0,2

(79,89) (80,90) (81,91) (82,92) (83,93) (84,94) (85,95) (86,96) (87,97) (88,98)

stezenie bakterii

Ryc. 21 Sredni przyrost transkryptu TNFa (wsp6t. il.) po inkubacji komérek Caco-2
(3-4 dni PC) z gronkowcem ziocistym WT (25923 ) z ATCC (1 10° CFU/ml)
w zaleznosci od stezenia komorek bakteryjnych (79-98).
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4. Wyniki

Cytokiny (79-88) 3 PC (89-98) 4 PC
IL-8 10°, 108 10°, 108, 10’
TNFa 10°, 108 10°, 108

Tab. 33 Przyrost transkryptu IL-8 i TNFa w zaleznosci od stezenia komorek bakteryjnych
(79-98).

W komérkach Caco-2 w stadium 3 dni PC (79-88) po inkubaciji z gronkowcem
ztocistym WT o stezeniu 10°-10% CFU/ml transkrypcja IL-8 byta bardzo szybka

i prowadzita do akumulacji mMRNA, natomiast inkubacja o mniejszym stezeniu
bakterii 10°-10* CFU/ml nie byta wystarczajacym sygnatem do rozpoczecia
transkrypcji w komorkach.

W komérkach Caco-2 w stadium 4 dni PC (89-98) po inkubaciji z gronkowcem
ztocistym WT o stezeniu 10°-10" CFU/ml zaobserwowano przyrost transkryptu IL-8,
natomiast 0 mniejszym stezeniu bakterii 10°- 10" CFU/ml nie byta wystarczajacym
sygnatem do rozpoczecia transkrypcji w komorkach.

W komorkach Caco-2 zaréwno w stadium 3 dni jak i 4 dni PC (79-98), po inkubacji
z gronkowcem ztocistym WT o stezeniu od 10° do 108 CFU/ml zaobserwowano
szybki przyrost transkryptu TNF-a, natomiast stezenie 10’ —10* CFU/ml nie byto

wystarczajgcym sygnatem do rozpoczecia transkrypciji w komaérkach.
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4. Wyniki

Izolacja RNA z komdrek Caco-2 (2~ 10° kom./ml) (99-108) w stadium 11-12 dni PC,
(109-118) w stadium5-6 dni PC).

Nr Stezenie bakterii Absorbancja Wspotczynnik Stezenie RNA
probki ilosciowy (ng/ml)
99 kontrola 0,129 1,952 414,0
100 |1~ 10° 0,106 1,959 338,8
101 |1~ 10° 0,103 1,962 330,3
102 |1 10’ 0,082 1,873 263,6
103 |1~ 10° 0,132 1,900 423,7
104 |1 10° 0,131 1,910 417,6
105 |1 10° 0,097 1,920 311,0
106 |1~ 10° 0,093 1,991 298,4
107 |1~ 107 0,106 1,924 338,3
108 |1° 10' 0,123 1,958 392,0
109 |kontrola 0,057 1,990 182,6
110 |17 10° 0,075 1,991 240,8
111 |1 10° 0,044 1,894 139,3
112 |1 10’ 0,063 1,986 202,8
113 |1 10° 0,051 2,030 164,4
114 |17 10° 0,063 1,967 201,7
115 |1 10* 0,043 1,900 137,4
116 |1 10° 0,061 1,933 196,2
117 |1° 10° 0,032 2,031 101,4
118 |1~ 10' 0,058 2,010 184,.4

Tab. 34 Stezenie RNA (nmg/ml) (99-118).

Elektroforeza RNA

| /Hind 111 99 100 101 102 103 104 105 106 107 108 | /Hind 111109 110 111 112 113 114 115 116 117 118

Fot. 39 Obraz elektroforezy RNA szczepdw nr 99-118.
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4. Wyniki

Elektroforetyczna analiza produktéw poétilosciowego RT-PCR

GAPDH (cykl 20-30), (99-108) 11-12 dni PC, (109-118) 5-6 dni PC).

100 bp 99 100 101 102 103 104 105 106 107 108

cykl

20

cykl 25

cykl 20 cykl 25

100 bp 109110111112 113 114 115 116 117 118

cykl

25

cykl 30

oykl 25 cykl 30

Fot. 40 Obraz elektroforezy produktu reakcji potilosciowej RT-PCR dla GAPDH.
Reakcje przeprowadzono na catkowitym RNA izolowanym z komorek Caco-2 po inkubacji
z gronkowcem ztocistym WT o stezeniu od 10° do 10* CFU/ml (99-108, 110-118).

Nr Stezenie bakterii Wzgledna
probki intensywnos¢
GAPDH

99 kontrola 89,0
100 1° 10° 86,3
101 1° 108 88,2
102 1”10’ 85,8
103 1° 10° 90,9
104 1° 10° 88,4
105 1° 10* 88,0
106 1° 10° 87,5
107 1° 10° 88,4
108 1° 10* 88,8
109 kontrola 90,9
110 1° 10° 88,3
111 1° 108 86,0
112 1° 10’ 86,1
113 1° 10° 86,7
114 1° 10° 90,2
115 1° 10* 87,5
116 1 103 87,7
117 1° 10° 87,2
118 1° 10* 88,8

Tab. 35 Wzgledna intensywnos¢ GAPDH (99-118).
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IL-8 (cykl 25-35), (99-108) 11-12 dni PC, (109-118) 5-6 dni PC).

cykl 25

30 cykl

100bp 99100 101 102 103 104 105 106 107 108

oykl 25

oykl 30

100 bp 109110 111 112 113 114 115 116 117 118

cykl 30

oykl 35

cykl 30

Fot. 41 Obraz elektroforezy produktu reakcji potilosciowej RT-PCR dla IL-8.
Reakcje przeprowadzono na catkowitym RNA izolowanym z komdérek Caco-2 po
inkubaciji z gronkowcem ztocistym WT o stezeniu od 10° do 10* (99-108, 109-118).

oykl 35

Nr Stezenie Wzgledna Wzgledna Wspot.
probki | bakterii intensywnos$¢ intensywnos$¢ ilosciowy
IL-8 (25 cykl) GAPDH I-8/GAPDH

99 kontrola 0 89,0 0

100 17 10° 71,1 86,3 0,823
101 1”108 87,9 88,2 0,996
102 17 107 34,9 85,8 0,406
103 1° 10° 0 90,9 0

104 1° 10° 0 88,4 0

105 1° 10* 0 88,0 0

106 17 10° 0 87,5 0

107 1° 10? 0 88,4 0

108 1° 10* 0 88,8 0

109 kontrola 0 90,9 0

110 1° 10° 84,7 88,3 0,959
111 1 108 89,6 86,0 1,041
112 17 107 50,7 86,1 0,588
113 1° 10° 0 86,7 0

114 1° 10° 0 90,2 0

115 1° 10* 0 87,5 0

116 1° 10° 0 87,7 0

117 1° 10° 0 87,2 0

118 1° 10° 0 88,8 0

Tab.36 Wzgledna intensywnos¢ IL-8. Wspofczynnik ilosciowy IL-8/GAPDH (99-118).
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4. Wyniki

IL-8 (99-108)
12

0,8 1

0,6 1

0,4 1

wspot. il. IL-8/GAPDF

0,2 1

9 100 101 102 103 104 105 106 107 108

stezenie bakterii

K 10° 10® 10 10° 10° 10* 10° 10® 10

Ryc. 22 Przyrost transkryptu IL-8 po inkubacji komérek Caco-2 z gronkowcem ztocistym WT
(25923 ) z ATCC w zaleznosci od stezenia komorek bakteryjnych 10° — 10* CFU/mI (99-108).

IL-8 (109-118)
1,2

0,8 -

0,6 -

0,4

wspotil. IL-8/GAPDF

0,2

0 . T T T
109 110 111 112 113 114 115 116 117 118

stezenie bakterii

K 10° 10° 10 10® 10° 10* 10° 10° 10t

Ryc. 23 Przyrost transkryptu IL-8 po inkubacji komérek Caco-2 z gronkowcem ztocistym WT
(25923) z ATCC w zaleznosci od stezenia komoérek bakteryjnych 10° — 10" CFU/m
(109-118).
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4. Wyniki

TNE-a (cykl 20-40) , (99-108) 11-12 dni PC, (109-118) 5-6 dni PC

cykl 30
100bp 99 100 101 102 103 104 105 106 107 108

cykl 35

L R L E e

cykl 35

cykl 40

cykl 30

100bp 109110111112 113 114 115 116 117 118

cykl 35

cykl 35

cykl 40

Fot. 42 Obraz elektroforezy produktu reakcji potilosciowej RT-PCR dla TNF-a.
Reakcje przeprowadzono na catkowitym RNA izolowanym z komdrek Caco-2 po

inkubacji z gronkowcem ztocistym o stezeniu od 10° do 10' CFU/mI (99-108,109-118).

Nr Stezenie Wzgledna Wzgledna Wspot. ilosciowy
probki | bakterii intensywnos¢ intensywnos¢ TNF-a/GAPDH
TNF-a (30 cykl) GAPDH

99 kontrola 0 89,0 0
100 1 10° 92,8 86,3 1,075
101 1 108 90,1 88,2 1,021
102 1° 10’ 31,0 85,8 0,361
103 1° 10° 0 90,9 0
104 1° 10° 0 88,4 0
105 1° 10* 0 88,0 0
106 1 10° 0 87,5 0
107 1° 10° 0 88,4 0
108 1° 10* 0 88,8 0
109 kontrola 0 90,9 0
110 1° 10° 90,9 88,3 1,029
111 1 108 89,2 86,0 1,037
112 1”10’ 67,6 86,1 0,785
113 1° 10° 0 86,7 0
114 1° 10° 0 90,2 0
115 1 10* 0 87,5 0
116 1 103 0 87,7 0
117 1° 10° 0 87,2 0
118 1° 10* 0 88,8 0

Tab. 37 Wzgledna intensywnos¢ TNFa. Wspoétczynnik ilosciowy TNF-a/GAPDH (99-118).
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TNFa (99-108)
1,2

0,8 1

0,6 1

0,4
0,2

wspot.il. IL-8/GAPDF

O a T T T T T T
99 100 101 102 103 104 105 106 107 108

stezenie bakterii

K 10° 10® 10" 1¢° 10° 10* 10° 10%® 10

Ryc. 24 Przyrost transkryptu TNF-a po inkubacji komoérek Caco-2 z gronkowcem ztocistym
WT (25923 ) z ATCC w zaleznoséci od stezenia komérek bakteryjnych 10°-10* CFU/ml
(99-108).

TNFa (109-118)

12

08

0,6

04

0,2

wspoitcz. iL. TNFa/GAPDH

109 110 111 112 113 114 115 116 117 118
stezenie bakterii

K 10° 10® 10" 10° 10° 10* 10° 10 10'

Ryc. 25 Przyrost transkryptu TNF-a po inkubacji komoérek Caco-2 z gronkowcem ztocistym
WT (25923 ) z ATCC w zaleznosci od stezenia komorek bakteryjnych 10°-10* (109-118).
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4. Wyniki

Cytokiny (99-108) 11-12 PC (109-118) 5-6 PC
IL-8 10°, 108, 10’ 10°, 108, 10’
TNFa 10°, 108, 10’ 10°, 108, 10’

Tab. 38 Przyrost transkryptu IL-8 i TNFa w zaleznosci od stezenia komorek bakteryjnych

(99-118).

W komérkach Caco-2 w stadium 5-6 dni PC (109-118) jak i 11-12 dni PC (99-108),
po inkubaciji z gronkowcem ztocistym, typem dzikim (WT) o stezeniu 10°—10" CFU/m

transkrypcja IL-8 i TNFa byta bardzo szybka i prowadzita do szybkiej akumulaciji

mRNA, natomiast inkubacja o mniejszym stezeniu bakterii (10°-10%) nie byta

wystarczajgcym sygnatem do rozpoczecia transkrypciji w komaérkach.

Na podstawie wynikéw doswiadczenia mozna przypuszczac, ze stadium PC

komorek Caco-2 nie wptywa na akumulacje transkryptéw cytokin IL-8 i TNFa.

W zwigzku z tym, dokonano usrednienia wynikéw i policzono odchylenie

standardowe, ktdre umieszczono na wykresie.
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4. Wyniki

Zestawienie wynikéw (99-118).

IL-8 (99-118)
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wzgl. intens. IL- 8 ($r.a)

99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108,
109 110 111 112 113 114 115 116 117 118

stezenie bakterii

Ryc. 26 Sredni przyrost transkryptu IL-8 (wzgledna intensywno$é) po inkubacji komérek
Caco-2 (5-11 dni PC) z gronkowcem zlocistym WT (25923 ) z ATCC (1 ~ 10° CFU/ml)
w zaleznosci od stezenia komérek bakteryjnych (99-118).

IL-8 (99-118)
T 1,2
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Ryc. 27 Sredni przyrost transkryptu IL-8 (wspétczynnik iloéciowy) po inkubacji komérek
Caco-2 (5-11 dni PC) z gronkowcem ziocistym WT (25923 ) z ATCC (1 ~ 10° CFU/ml)
w zaleznosci od stezenia komérek bakteryjnych (99-118).
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Ryc. 28 Sredni przyrost transkryptu TNFa (wzgl. intensywno$é) po inkubacji komérek Caco-2
(5-11 dni PC) z gronkowcem ztocistym WT (25923 ) z ATCC (1 10° CFU/ml) w zalezno$ci
od stezenia komorek bakteryjnych (99-118).
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Ryc. 29 Sredni przyrost transkryptu TNFa (wsp6t. il.) po inkubacji komérek Caco-2

(5-11 dni PC) z gronkowcem ztocistym WT (25923 ) z ATCC (1 10° CFU/ml) w zaleznosci

od stezenia komérek bakteryjnych (99-118).
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4. Wyniki

4.5 Ocena akumulaciji transkryptéw cytokin po inkubaciji komérek Caco-2 z

gronkowcem ztocistym Staphylococcus aureus, typem dzikim (WT, 25923)

i mutantem (MT, 10832) z ATCC w zaleznos$ci od stezenia komérek bakteryjnych.

Izolacja RNA 7z komdrek Caco-2 (2~ 10° kom./ml, w stadium 3-4 dni PC) , 119- 128 WT,
129-138 MT.

Nr Stezenie bakterii Absorbancja Wspotczynnik Stezenie RNA
probki ilosciowy (my/ml)
119 |Kontrola 0,084 1,930 270,3
120 |0,5° 10° 0,096 1,910 306,0
121 |0,5° 10° 0,083 1,899 265,9
122 |05 10’ 0,079 2,012 252,2
123 |0,5° 10° 0,075 2,014 239,5
124 |05 10° 0,071 2,106 225,8
125 |0,5° 10* 0,057 2,106 182,4
126 |0,5° 10° 0,096 1,990 306,3
127 |0,5° 10° 0,079 1,981 251,5
128 |0,5° 10* 0,072 2,001 231,2
129 |Kontrola 0,080 1,995 255,2
130 [1,5° 10° 0,094 1,688 300,4
131 |15 10® 0,078 1,950 251,0
132 |15 10’ 0,104 1,973 331,3
133 |1,5° 10° 0,076 2,048 242.6
134 |15  10° 0,075 2,043 240,2
135 [1,5° 10° 0,061 2,180 194,9
136 [1,5° 10° 0,058 2,119 184,8
137 |1,5 7 10° 0,055 2,116 177,5
138 [1,5° 10° 0,070 1,907 223,5

Tab. 39 Stezenie RNA (mg/ml) (119-138).

Elektroforeza RNA

| /Hind 111 119 120 121 122 123 124 125 126 127 128 | /Hind 111 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138

Fot. 43 Obraz elektroforezy RNA szczepow nr 119-138.
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4. Wyniki

Elektroforetyczna analiza produktéw poétilosciowego RT-PCR
GAPDH (cykl 20-30), (119-128) WT, (129-138) MT.

cykl 20 cykl 25 cykl 20 cykl 25

100 bp 119120121122 123 124 125 126 127 128 100 bp 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138

cykl 25 cykl 30 oykl 25 cykl 30

Fot. 44 Obraz elektroforezy produktu reakcji potilosciowej RT-PCR dla GAPDH.
Reakcje przeprowadzono na catkowitym RNA izolowanym z komorek Caco-2 po inkubacji
z gronkowcem ztocistym WT i MT o stezeniu od 10° do 10' CFU/ml (119-138).

Nr Stezenie bakterii Wzgledna
probki intensywnos¢
GAPDH

119 Kontrola 92,9
120 0,5  10° 93,6
121 0,5" 108 92,5
122 0,5 10’ 92,7
123 0,5  10° 93,9
124 0,5  10° 93,6
125 0,5  10° 93,5
126 0,5  10° 94,0
127 0,5° 10° 92,8
128 0,5  10* 93,7
129 Kontrola 84,9
130 15" 10° 85,9
131 1,5 10° 87,5
132 1,5 10’ 86,1
133 15" 10° 87,5
134 15" 10° 87,5
135 15" 10 89,4
136 15" 10° 87,1
137 15" 10° 88,5
138 1,5° 10 87,5

Tab. 40 Wzgledna intensywnos¢é GAPDH (119-138).
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IL-8 (cykl 25-35), 119- 128 WT, 129-138 MT

cykl 25 cykl 30 25 cykl cykl 30
100 bp 119120 121 122 123 124 125 126 127 128 100 bp 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138

cykl 30 cykl 35 cykl 30 cykl 35

Fot. 45 Obraz elektroforezy produktu reakcji potilosciowej RT-PCR dla IL-8. Reakcje
przeprowadzono na catkowitym RNA izolowanym z komérek Caco-2 po

inkubaciji z gronkowcem ztocistym WT i MT o stezeniu od 10° do 10" CFU/ml (119-138).

Tab. 41 Wzgledna intensywnos¢ IL-8. Wspotczynnik ilosciowy IL-8/GAPDH (119-138).

Nr Stezenie Wzgledna Wzgledna Wspot.

prébki | bakterii intensywno$¢ | intensywnosé ilosciowy
IL-8 (25 cykl) | GAPDH I-8/GAPDH

119 Kontrola 0 92,9 0

120 0,5 10° 85,5 93,6 0,913

121 0,5  10° 80,3 92,5 0,868

122 0,5° 10’ 77,0 92,7 0,830

123 0,5° 10° 0 93,9 0

124 0,5  10° 0 93,6 0

125 0,5  10° 0 93,5 0

126 0,5° 10° 0 94,0 0

127 0,5 10? 0 92,8 0

128 0,5  10* 0 93,7 0

129 Kontrola 0 84,9 0

130 1,5 10° 94,1 85,9 1,095

131 1,5 10° 94,5 87,5 1,08

132 1,5° 10’ 92,3 86,1 1,072

133 1,5 10° 81,9 87,5 0,936

134 15" 10° 0 87,5 0

135 1,5 10* 0 89,4 0

136 1,5 10° 0 87,1 0

137 1,5 10? 0 88,5 0

138 1,5 10* 0 87,5 0
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IL-8, WT (119-128)

0,8 1
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Ryc. 30 Przyrost transkryptu IL-8 po inkubacji komérek Caco-2 z gronkowcem ztocistym WT
(25923) z ATCC w zalezno$ci od stezenia komérek bakteryjnych 10° — 10 CFU/m
(119-128).

IL-8, MT (129-138)
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Ryc. 31 Przyrost transkryptu IL-8 po inkubacji komérek Caco-2 z gronkowcem ztocistym MT
(10832 ) z ATCC w zaleznosci od stezenia komérek bakteryjnych 10° — 10" CFU/m
(129-138).
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TNE-a (cykl 20-40) , 119- 128 WT, 129-138 MT

cykl 30

cykl 35

100bp 119120 121 122 123 124 125 126 127 128

cykl 35

cykl 40

cykl 30

cykl 35

100 bp 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138

cykl 35

cykl 40

Fot. 46 Obraz elektroforezy produktu reakcji potilosciowej RT-PCR dla TNF-a.

Reakcje przeprowadzono na catkowitym RNA izolowanym z komdérek Caco-2 po

inkubaciji z gronkowcem ztocistym o stezeniu od 10° do 10" CFU/ml (119-138).

Tab. 42 Wzgledna intensywnos¢ TNF-a. Wspotczynnik ilosciowy TNF-a/GAPDH (119-138).

Nr Stezenie Wzgledna Wzgledna Wspot. ilosciowy
probki | bakterii intensywnos¢ intensywnos¢ TNF-a/GAPDH
TNF-a (30 cykl) | GAPDH

119 Kontrola 0 92,9 0
120 0,5 10° 84,7 93,6 0,904
121 0,5  10° 79,0 92,5 0,854
122 0,5 10’ 50,1 92,7 0,540
123 0,5° 10° 0 93,9 0
124 0,5  10° 0 93,6 0
125 0,5° 10* 0 93,5 0
126 0,5  10° 0 94,0 0
127 0,5  10° 0 92,8 0
128 0,5  10' 0 93,7 0
129 Kontrola 0 84,9 0
130 1,5 10° 92,4 85,9 1,075
131 15" 10° 92,4 87,5 1,056
132 1,5 10’ 87,0 86,1 1,010
133 1,5 10° 65,2 87,5 0,745
134 15" 10° 0 87,5 0
135 15" 10* 0 89,4 0
136 15" 10° 0 87,1 0
137 15" 10° 0 88,5 0
138 15" 10! 0 87,5 0
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TNFa, WT (119-128)
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Ryc. 32 Przyrost transkryptu TNF-a po inkubacji komérek Caco-2 z gronkowcem ztocistym
WT (25923 ) z ATCC w zaleznoséci od stezenia komérek bakteryjnych 10°-10* CFU/ml
119-128).

TNFa, MT (129-138)
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Ryc. 33 Przyrost transkryptu TNF-a po inkubacji komérek Caco-2 z gronkowcem ztocistym
Staphylococcus aureus , mutantem (MT 10832 ) z ATCC w zaleznosci od stezenia komérek
bakteryjnych 10°-10" (129-138).
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4. Wyniki

Cytokiny WT (119-128) MT (129-138)
IL-8 10°, 108, 10’ 10°, 108, 107, 10°
TNFa 10°, 108, 10’ 10°, 108, 107, 10°

Tab. 43 Akumulacja cytokin: IL-8, TNFa w zaleznosci stezenia kom. bakteryjnych WT i MT
(119-138).

W komorkach Caco-2 w stadium 3-4 dni PC po inkubacji z gronkowcem ztocistym,
typem dzikim (WT, 119-128) i mutantem (MT, 129-138) o stezeniu 10°-10" i 10°
CFU/ml dla MT transkrypcja IL-8 i TNFa byta bardzo szybka i prowadzita do szybkiej
akumulacji mMRNA, natomiast inkubacja o mniejszym stezeniu 10°-10* CFU/ml dla
MT i 10°-10" nie byta wystarczajacym sygnatem do rozpoczecia transkrypcii

w komorkach.
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Izolacia RNA 7 komdrek Caco-2 (2~ 10° kom./ml w stadium 3-4 dni PC) , 139- 148 WT,
149-158 MT.

W celu uwiarygodnienia wynikdéw powtdrzono jeszcze raz eksperyment dotyczacy

akumulacji cytokin IL-8 i TNFa po inkubacji z S.aureus WT i MT.

Nr Stezenie bakterii Absorbancja Wspotczynnik Stezenie RNA
probki ilosciowy (my/ml)
139 |Kontrola 0,055 2,020 175,0
140 |1,5° 10° 0,072 1,967 229,0
141 |15 10° 0,062 1,813 199,9
142 |15 10’ 0,065 1,924 206,9
143 |15 10° 0,066 1,789 209,7
144 |15 10° 0,061 1,943 195,2
145 |15 10 0,059 1,938 187,6
146 |15 10° 0,093 1,809 298,1
147 |15 10° 0,068 1,778 216,6
148 |15 10° 0,064 1,828 203,8
149 Kontrola 0,071 1,831 228,0
150 |2~ 10° 0,107 1,601 342,4
151 |2 10° 0,069 1,800 221,0
152 |2 10’ 0,079 1,762 254,2
153 |2 10° 0,081 1,802 260,2
154 |27 10° 0,055 1,807 176,6
155 |2 10* 0,092 1,748 295,7
156 |2 10° 0,067 1,604 215,0
157 |27 107 0,079 1,654 252,1
158 |2~ 10' 0,096 1,720 307,6

Tab. 44 Stezenie RNA (mg/ml) (139-158).

Elektroforeza RNA

| /Hind 111 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 | /Hind Il 149 150 151 152 153 154 155 156 157 158

-H-il—t--nhl‘!-n--

[— — — W (S S—

Fot. 47 Obraz elektroforezy RNA szczepdw nr 139-158.
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4. Wyniki

Elektroforetyczna analiza produktéw poétilosciowego RT-PCR

GAPDH (cykl 20-30), (139-148) WT, (149-158) MT.

100 bp 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148

cykl 20

cykl 25

cykl 20 cykl 25

100 bp 149 150 151 152 153 154 155 156 157 158

T e e — — g W TN Y D TR T ——

cykl 25

cykl 30

—— — e — . D, e

oykl 25 cykl 30

Fot. 48 Obraz elektroforezy produktu reakcji potilosciowej RT-PCR dla GAPDH.
Reakcje przeprowadzono na catkowitym RNA izolowanym z komorek Caco-2 po inkubacji
z gronkowcem ztocistym o stezeniu od 10° do 10° CFU/ml (139-158).

Tab. 45 Wzgledna intensywno$¢ GAPDH (139-158).

Nr Stezenie bakterii Wzgledna
probki intensywnos¢
GAPDH

139 Kontrola 143,3
140 15" 10° 147,8
141 1,5 10° 182,7
142 15" 10’ 169,2
143 15" 10° 156,6
144 15" 10° 176,3
145 1,5 10* 147,8
146 15" 10° 188,2
147 1,5° 10? 161,7
148 1,5° 10 177,2
149 Kontrola 169,7
150 27 10° 192,6
151 27 10® 155,7
152 27 10’ 226,7
153 27 10° 195,9
154 27 10° 230,6
155 2 10* 205,8
156 27 10° 229,0
157 27 10° 235,8
158 27 10 168,0
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IL-8 (cykl 25-35), 139- 148 WT, 149-158 MT

cykl 25

cykl 30

100 bp 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148

cykl 30

cykl 35

25 cykl

100 bp 149 150 151 152 153 154 155 156 157 158

cykl 30

cykl 30

cykl 35

Fot. 49 Obraz elektroforezy produktu reakcji potilosciowej RT-PCR dla IL-8.
Reakcje przeprowadzono na catkowitym RNA izolowanym z komorek Caco-2 po inkubacji
z gronkowcem ztocistym WT i MT o stezeniu od 10° do 10" CFU/ml (139-158).

Nr Stezenie Wzgledna Wzgledna Wspot.
probki | bakterii intensywno$¢ intensywnos$¢ ilosciowy
IL-8 (25 cykl) GAPDH I-8/GAPDH

139 Kontrola 0 143,3 0

140 15" 10° 125,0 147,8 0,846
141 15" 10° 106,3 182,7 0,581
142 1,5 10’ 0 169,2 0

143 15" 10° 0 156,6 0

144 1,5 10° 0 176,3 0

145 15" 10* 0 147,8 0

146 15" 10° 0 188,2 0

147 15" 10° 0 161,7 0

148 15" 10! 0 177,2 0

149 Kontrola 0 169,7 0

150 27 10° 98,4 192,6 0,510
151 27 108 117,9 155,7 0,757
152 27 10’ 43,6 226,7 0,192
153 27 10° 0 195,9 0

154 27 10° 0 230,6 0

155 2 10 0 205,8 0

156 2° 10° 0 229,0 0

157 27 10° 0 235,8 0

158 2 10 0 168,0 0

Tab. 46 Wzgledna intensywnos¢ IL-8. Wspofczynnik ilosciowy IL-8/GAPDH (139-158).
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Ryc. 34 Przyrost transkryptu IL-8 po inkubacji komérek Caco-2 z gronkowcem ztocistym WT

(25923) z ATCC w zalezno$ci od stezenia komérek bakteryjnych 10° — 10 CFU/m

(139-148).

IL-8, MT (149-158)
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Ryc. 35 Przyrost transkryptu IL-8 po inkubacji komérek Caco-2 z gronkowcem ztocistym MT

(10832) z ATCC w zaleznosci od stezenia komérek bakteryjnych 10° — 10 CFU/m

(149-158).
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TNE-a (cykl 20-40) , 139- 148 WT, 149-158 MT

cykl 30

cykl 35

100bp 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148

cykl 35

————

cykl 40

oykl 30

oykl 35

100 bp 149 150 151 152 153 154 155 156 157 158

oykl 35

oykl 40

Fot. 50 Obraz elektroforezy produktu reakcji potilosciowej RT-PCR dla TNF-a.
Reakcje przeprowadzono na catkowitym RNA izolowanym z komorek Caco-2 po inkubacji
z gronkowcem ztocistym WT i MT o stezeniu od 10° do 10" CFU/ml (139-158).

Nr Stezenie Wzgledna Wzgledna Wspat.ilosciowy
probki | bakterii intensywnos¢ intensywnos¢ TNF-a/GAPDH
TNF-a (30 cykl) GAPDH
139 Kontrola 11,1 143,3 0,07
140 1,5 10° 145,6 147,8 0,985
141 1,5 10° 204,1 182,7 1,117
142 1,5 10’ 20,5 169,2 0,121
143 1,5 10° 7,5 156,6 0,048
144 1,5° 10° 9,1 176,3 0,051
145 1,5 10 8,6 147,8 0,058
146 1,5 10° 9,3 188,2 0,049
147 1,5 10° 7,8 161,7 0,044
148 1,5° 10 0 177,2 0
149 Kontrola 17,1 169,7 0,100
150 2° 10° 148,5 192,6 0,771
151 27 10® 192,1 155,7 1,233
152 2”10’ 158,4 226,7 0,698
153 2° 10° 17,9 195,9 0,091
154 27 10° 18,8 230,6 0,081
155 2  10* 18,7 205,8 0,090
156 2° 10° 16,6 229,0 0,072
157 27 107 10,5 235,8 0,044
158 2° 10! 12,8 168,0 0,076

Tab. 47 Wzgledna intensywnos¢ TNF-a. Wspotczynnik ilosciowy TNF-a/GAPDH. (139-158).

153



4. Wyniki

TNFa, WT (139-148)
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Ryc. 36 Przyrost transkryptu TNF-a po inkubacji komérek Caco-2 z gronkowcem ztocistym
WT (25923 ) z ATCC w zaleznoséci od stezenia komérek bakteryjnych 10°-10* CFU/ml
(139-148).

TNFa, MT (149-158)
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Ryc. 37 Przyrost transkryptu TNF-a po inkubacji komoérek Caco-2 z gronkowcem ztocistym

MT (10832 ) z ATCC w zaleznosci od stezenia komérek bakteryjnych 10°-10* CFU/ml
(149-158).
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Cytokiny WT (139-148) MT (149-158)
IL-8 10°, 108 10°, 108, 10’
TNFa 10°, 108 10°, 108, 10’

Tab. 48 Akumulacja cytokin: IL-8, TNFa w zaleznosci stezenia kom. bakteryjnych WT i MT
(139-158).

W komorkach Caco-2 w stadium 3-4 dni PC, po inkubacji z gronkowcem ztocistym,
typem dzikim (WT, 139-148) i mutantem (MT, 149-158) o stezeniu 10°-10° i 10’
CFU/mlI MT transkrypcja IL-8 i TNFa byta bardzo szybka i prowadzita do akumulacji
mRNA, natomiast inkubacja o mniejszym stezeniu 10°-10' CFU/ml dla MT i 10’-10*

dla WT nie byta wystarczajacym sygnatem do rozpoczecia transkrypcji w komorkach.

Zestawienie wynikéw: Ocena akumulaciji transkryptéw IL-8 i TNFa po inkubaciji

komoérek Caco-2 z gronkowcem ztocistym S. aureus typem dzikim WT (25923) oraz
mutantem MT (10832) z ATCC w zaleznosci od stezenia komérek bakteryjnych
(119-138), (139-158).

IL-8, WT (119-128) (139-148)
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Ryc. 38 Sredni przyrost transkryptu IL-8 (wzgledna intensywno$é) po inkubacji komérek
Caco-2 z gronkowcem ztocistym WT (25923 ) z ATCC w zaleznosci od stezenia komorek
bakteryjnych 10°-10' CFU/mI (119-128, 139-148).
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IL-8, WT (119-128) (139-148)
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Ryc. 39 Sredni przyrost transkryptu IL-8 (wspot. il. IL-8/GAPDH) po inkubaciji komérek
Caco-2 z gronkowcem ztocistym WT (25923 ) z ATCC w zaleznosci od stezenia komorek

bakteryjnych 10°-10' CFU/mI (119-128, 139-148).
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Ryc. 40 Sredni przyrost transkryptu TNFa (wzgledna intensywno$¢) po inkubaciji komérek
Caco-2 z gronkowcem ztocistym WT (25923 ) z ATCC w zaleznosci od stezenia komorek

bakteryjnych 10°-10' CFU/mI (119-128, 139-148).
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TNFa, WT (119-128) (139-148)
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Ryc. 41 Sredni przyrost transkryptu TNFa (wsp6t. il. TNFa/GAPDH) po inkubaciji komérek
Caco-2 z gronkowcem ztocistym WT (25923 ) z ATCC w zaleznosci od stezenia komorek

bakteryjnych 10°-10' CFU/mI (119-128, 139-148).

W komorkach Caco-2 w stadium 3-4 dni PC, po inkubacji z gronkowcem ztocistym,
typem dzikim WT, (119-128 oraz 139-148) o stezeniu 10°-10" CFU/ml , wystapit
przyrost transkryptu IL-8 i TNFa. Inkubacja o mniejszym stezeniu 10°-10" CFU/m

dla WT nie byta wystarczajacym sygnatem do rozpoczecia transkrypcji w komorkach.
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Ryc. 42 Sredni przyrost transkryptu IL-8 (wzgl. intensywno$é) po inkubacji komérek Caco-2

z gronkowcem ztocistym MT (10832) z ATCC w zaleznosci od stezenia komorek

bakteryjnych 10°-10' CFU/mI (129-138, 149-158).
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Ryc. 43 Sredni przyrost transkryptu IL-8 (wspét. il. IL-8/GAPDH) po inkubacji komérek
Caco-2 z gronkowcem ztocistym MT (10832) z ATCC w zaleznosci od stezenia komorek
bakteryjnych 10°-10' CFU/mI (129-138, 149-158).
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Ryc. 44 Sredni przyrost transkryptu TNFa (wzgledna intensywno$¢) po inkubaciji komérek
Caco-2 z gronkowcem ztocistym MT (10832) z ATCC w zaleznosci od stezenia komorek
bakteryjnych 10°-10' CFU/mI (129-138, 149-158).
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TNFa, MT (129-138) (149-158)
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Ryc. 45 Sredni przyrost transkryptu TNFa (wsp6t.il. TNFa/GAPDH) po inkubaciji komérek
Caco-2 z gronkowcem ztocistym MT (10832) z ATCC w zaleznosci od stezenia komorek
bakteryjnych 10°-10' CFU/mI (129-138, 149-158).

W komorkach Caco-2 w stadium 3-4 dni PC, po inkubacji z gronkowcem ztocistym,
mutantem MT, (129-138 oraz 149-158) o stezeniu 10°-10° CFU/ml , wystapit
znaczmy przyrost transkryptu IL-8 i TNFa. Inkubacja o mniejszym stezeniu 10°-10"

CFU/ml dla MT nie byta wystarczajgcym sygnatem do rozpoczecia transkrypcji
w komorkach.
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4.6 Ocena akumulacii transkryptéw cytokin po inkubaciji komérek Caco-2

Z gronkowcem ziocistym Staphylococcus aureus 25923 — typem dzikim WT z ATCC

w zaleznosci od czasu trwania inkubaciji.

Izolacja RNA 7 komdrek Caco-2 (o gestosci: 5~ 10° kom./ml, 1~ 10° kom./ml,

w stadium CC) (1-6) po inkubacji z gronkowcem ztocistym WT o stezeniu 5,5 ~ 10*2

CFEU/ml. Czas trwania inkubacji: 1i 3 godz.

Nr probki Gestosé Czas Absorbancja |Wspétczynnik | Stezenie RNA
kom./ml inkubacji ilosciowy (mg/ml)

1 (kontrola) |57 10° 3 godz. bez |0,054 1,947 173,1

2 (kontrola) |1 10° kom.bakt. 0,026 1,807 83,5

3 5°10° 1 godz. 0,040 1,982 129,2

4 1°10° 1 godz. 0,020 1,807 63,3

5 5°10° 3 godz. 0,025 1,955 80,3

6 1°10° 3 godz. 0,020 1,516 65,2

Tab. 49 Stezenie RNA (nmg/ml) (1-6).

Elektroforeza RNA
| /Hind 11l 1 2 3 4 5 6

23,130bp —»

9,416 bp —»

6,557 bp — P i :

4361bp —p -H —-— - PN < 25STRNA
e 4— 18S rRNA

232bp —p

Fot. 51 Obraz elektroforezy RNA szczepdw nr 1-6.
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Elektroforetyczna analiza produktéw pélilosciowego RT-PCR

GAPDH (cykl 20-30), gen referencyjny, (1-6)

Fot. 52 Obraz elektroforezy produktu reakcji potilosciowej RT-PCR dla GAPDH.

cykl 20
100bp

cykl 30

cykl 25

12 3 45 6

Reakcje przeprowadzono na catkowitym RNA izolowanym z komorek Caco-2 po 1 i 3 godz.
inkubacji z gronkowcem ztocistym, typem dzikim WT (1-6).

Nr prébki Gestos¢ Czas inkubacji |Wzgledna
kom./ml intensywno$¢
GAPDH
1 (kontrola) |57 10° 3 godz. bez 24,7
2 (kontrola) |1 10° kom. bakt. 32,4
3 5°10° 1 godz. 44 4
4 1°10° 1 godz. 45,2
5 5°10° 3 godz. 52,8
6 1°10° 3 godz. 40,8

Tab. 50 Wzgledna intensywnos¢ GAPDH (1-6).
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IL-8 (cykl 25-35), 1-6

100 bp

cykl 30

cykl 35

Fot. 53 Obraz elektroforezy produktu reakcji potilosciowej RT-PCR dla IL-8.
Reakcje przeprowadzono na catkowitym RNA izolowanym z komorek Caco-2
Po inkubaciji 1 i 3 godz. z gronkowcem ztocistym WT (1-6).

Nr Gestos¢ | Czas inkubacji | Wzgledna Wzgledna Wspotczynnik
prébki | kom./ml intensywno$¢ |intensywnosé ilosciowy
IL-8 GAPDH IL- 8/GAPDH
1 (K) 5°10° 3 godz. bez 15,9 24,7 0,64
2(K) |1710° kom. bakt. 16,6 32,4 0,51
3 5°10° 1 godz. 94,2 44,4 2,12
4 1°10° 1 godz. 70,9 45,2 1,57
5 5°10° 3 godz. 299,1 52,8 5,66
6 1°10° 3 godz. 261,9 40,8 6,41

Tab. 51 Wzgledna intensywnos¢ IL-8. Wspotczynnik ilosciowy (1-6).
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Ryc. 46 Przyrost transkryptu IL-8 po inkubacji komérek Caco-2 (5~ 10° kom./ml)
z gronkowcem ztocistym Staphylococcus aureus , typem dzikim WT (25923 ) z ATCC
(5,5 10" CFU/ml) w zaleznosci od czasu trwania inkubacii.
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Ryc. 47 Przyrost transkryptu IL-8 po inkubacji komérek Caco-2 (1° 10° kom./ml)
z gronkowcem ztocistym Staphylococcus aureus , typem dzikim WT (25923 ) z ATCC
(5,5 " 10" CFU/ml) w zaleznosci od 1 i 3 godz. inkubacji.
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IL-8, WT (1-6)
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Ryc. 48 Sredni przyrost transkryptu IL-8 (wzgledna intensywno$é) po inkubacji komérek
Caco-2 (1" 10°% 5 10° kom./ml) z gronkowcem ztocistym WT (25923 ) z ATCC
(5,5 " 10" CFU/mI) w zaleznosci od 1 i 3 godz. inkubagiji.
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Ryc. 49 Sredni przyrost transkryptu IL-8 (wspét. il. IL-8/GAPDH)po inkubacji komérek Caco-2

(1 10° 5  10° kom./ml) z gronkowcem ztocistym WT (25923 ) z ATCC (5,5~ 10" CFU/ml)
w zaleznosci od 1 i 3 godz. inkubaciji.
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Dzieki metodzie RT-PCR wykryto podstawowy poziom transkryptu cytokin : IL-8

i TNFa oraz zaobserwowano ich przyrost w komérkach stymulowanych w zaleznosci
od czasu trwania inkubaciji.

Zaréwno w komérkach Caco-2 o gestosci 5~ 10° kom./ml jak i 1~ 10° kom./ml, po
inkubaciji z gronkowcem ztocistym WT o stezeniu 5,5 * 10" CFU/ml transkrypcja
genu IL-8 byfa bardzo szybka i prowadzita do szybkiej akumulacji mRNA.
Zaobserwowano znacznie wyzszy przyrost transkryptu IL-8 po uptywie 3 godz. niz po
1 godz. inkubaciji.

Izolacja RNA z komdrek Caco-2 (2~ 10°kom./ml w stadium CC) (39, 41, 43, 45, 47): (40,

42, 44, 46) po inkubaciji z gronkowcem ztocistym WT o stezeniu 3, 05 ~ 102 CEU/m.

Czas trwania inkubacji: 1, 2, 3i 4 godz.

Nr probki Czas inkubacji |Absorbancja |Wspétczynnik | Stezenie RNA
ilosciowy (mg/ml)
39 (kontrola) |3-4 godz. bez 0,125 1,976 400,4
40 (kontrola) | kom. bakt. 0,117 1,967 375,6
41 1 godz. 0,134 1,979 428,5
42 1 godz. 0,110 1,950 353,1
43 2 godz. 0,115 1,972 368,1
44 2 godz. 0,132 1,968 420,9
45 3 godz. 0,133 1,961 426,5
46 3 godz. 0,122 1,953 389,4
47 4 godz. 0,095 1,958 303,6

Tab. 52 Stezenie RNA (mg/ml) (39-47).

Elektroforeza RNA

[ /Hind 111 39 40 [/Hind 11l 41 42 43 44 45 46 47

Fot. 54 Obraz elektroforezy RNA szczepdw nr 39-47.
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Elektroforetyczna analiza produktéw poétilosciowego RT-PCR

GAPDH (cykl 20-30), (39, 41, 43, 45, 47); (40, 42, 44, 46)

cykl 20

100bp 39 41 43 45 47 40 42 44 46

cykl 25

cykl 25

Fot. 55 Obraz elektroforezy produktu reakcji potilosciowej RT-PCR dla GAPDH.
Reakcje przeprowadzono na catkowitym RNA izolowanym z komérek Caco-2 po 1 i 3 godz.

inkubacji z gronkowcem ztocistym WT (39-47, 40-46).

Nr probki Czas inkubacji | Wzgledna
intensywnos$¢
GAPDH
39 (kontrola) |3-4 godz. bez [128,0
kom.bakt.
41 1 godz. 127,1
43 2 godz. 102,4
45 3 godz. 95,7
47 4 godz. 87,7
40 (kontrola) |3-4 godz. bez |76,6
kom. bakt.
42 1 godz 19,9
44 2 godz. 71,6
46 3 godz. 46,4

Tab. 53 Wzgledna intensywnos¢ GAPDH (39-47).
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IL-8 (cykl 25-35), (39, 41, 43, 45, 47); (40, 42, 44, 46)

Fot. 56 Obraz elektroforezy produktu reakcji potilosciowej RT-PCR dla IL-8.
Reakcje przeprowadzono na catkowitym RNA izolowanym z komorek Caco-2

cykl 25

cykl 30

100bp 3941 43 45 474042 44 46

250bp —p

250bp —»

cykl 30

cykl 35

po inkubaciji 1 i 3 godz. z gronkowcem ztocistym WT (39 - 47; 40 - 46).

Tab. 54 Wzgledna intensywnos¢ IL-8. Wspotczynnik ilosciowy IL-8/GAPDH (39-47).

Nr Czas inkubacji [Wzgl. Wzgl. Wspot. ilosciowy

prébki intens. intens. IL- 8/GAPDH
IL-8 GAPDH

39 (K) |bez kom. bakt |0 128,0 0

41 1 godz. 9,8 127,1 0,08

43 2 godz. 64,7 102,4 0,63

45 3 godz. 107 95,7 1,12

47 4 godz. 119,6 87,7 1,36

40 (K) |bez kom. bakt. |0 76,6 0

42 1 godz. 7,7 19,9 0,39

44 2 godz. 66,2 71,6 0,92

46 3 godz. 85,6 46,4 1,84
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IL-8 WT (39, 41, 43, 45, 47)

1,6
14

1,2
0,8
0,6
0,4
0,2
0 |

K lgodz. 2godz. 3godz. 4 godz

wspot. il. IL-8/GAPDH
[EY

czas inkubacji

Ryc. 50 Przyrost transkryptu IL-8 po inkubacji komérek Caco-2 (2~ 10° kom./ml)

z gronkowcem ztocistym WT (25923 ) z ATCC (3,05 ~ 10* CFU/ml) w zaleznosci
od 1, 2, 3 i4 godz. inkubaciji.

IL-8 WT (40, 42, 44, 46)

15

05

o

K 1godz 2godz 3godz

wsp6t. il. IL-8/GAPDH

czas inkubacji

Ryc. 51 Przyrost transkryptu IL-8 po inkubacji komérek Caco-2 (2~ 10° kom./ml)

z gronkowcem ztocistym WT (25923 ) z ATCC (3,05 ~ 10" CFU/ml) w zaleznoSci
od 1, 2 i3 godz. inkubacji.
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11-8, WT (39-46)
120
s 100 .T
@ g
2 -
g 60
£
= 40
N
= 2
0
K 1 godz. 2 godz. 3 godz.
czas inkubacji

Ryc. 52 Sredni przyrost transkryptu IL-8 (wzgledna intensywnos$é) po inkubacji komérek

Caco-2 (2~ 10° kom./ml) z gronkowcem ztocistym WT (25923 ) z ATCC
(3,05 " 10" CFU/ml) w zaleznoséci od 1, 2 i 3 godz. inkubacji (39-46).

25
5

o 2
3

2 ¢ 15
=
S6
S 05
()]

= 0

WT, IL-8 (39-46)

al

K

1godz 2godz 3godz
czas inkubacji

Ryc. 53 Sredni przyrost transkryptu IL-8 (wsp6t. il.) IL-8/GAPDH)po inkubacji komorek

Caco-2 (2~ 10° kom./ml) z gronkowcem ztocistym WT (25923 ) z ATCC
(3,05 " 10" CFU/ml) w zaleznosci od 1, 2 i 3 godz. inkubacji (39-46).
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TNFa cykl (30-40), (39, 41, 43, 45, 47), (40, 42, 44, 46)

Fot. 57 Obraz elektroforezy produktu reakcji potilosciowej RT-PCR dla TNFa.

100 bp 39 41 43 4547

cykl 30

cykl 35

FE_E_ B F 1 I Il -

cykl 35

cykl 40

Reakcje przeprowadzono na catkowitym RNA izolowanym z komorek Caco-2 po inkubacji

1, 2, 3, 4 godz. z gronkowcem ztocistym WT (39, 41, 43, 45, 47) (40, 42, 44, 46).

Nr Czas inkubacji |Wzgledna Wzgledna Wspotczynnik

probki intensywno$¢ |intensywnos¢ | ilosciowy
TNFa GAPDH TNFa/GAPDH

39 (K) |bez kom. bakt. |0 128,0 0

41 1 godz. 13,8 127,1 0,12

43 2 godz. 160,4 102,4 1,57

45 3 godz. 198,4 95,7 2,07

47 4 godz. 201,3 87,7 2,29

40 (K) |bez kom. bakt. |7,8 76,6 0,10

42 1 godz. 314 19,9 1,57

44 2 godz. 138,4 71,6 1,93

46 3 godz. 174,8 46,4 3,77

Tab. 55 Wzgledna intensywnos¢. Wspotczynnik ilosciowy TNF-a (39-47).
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TNFa, WT (39, 41, 43, 45, 47)

N
)]

N

wspot. il. TNFa/GAPDH
=
[6)

1
05
0 — | |
K lgodz. 2godz.  3godz 4 godz.

czas inkubacji

Ryc. 54 Przyrost transkryptu TNFa po inkubacji komérek Caco-2 (2~ 10° kom./ml)
z gronkowcem ztocistym WT (25923 ) z ATCC (3,05 “ 10" CFU/ml) w zalezno$ci
od 1, 2, 3, 4 godz. inkubaciji (39-47).

TNFa, WT (40, 42, 44, 46)

35

25

15

0,5

wspot. il. TNFa/GAPDH

1lgodz 2godz 3godz

czas inkubacji

Ryc. 55 Przyrost transkryptu TNFa po inkubacji komérek Caco-2 (2~ 10> kom./ml)
z gronkowcem ztocistym WT (25923 ) z ATCC (3,05 ~ 10" CFU/ml) w zaleznosci
od 1, 2 i 3 godz. inkubacji (40-46).
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TNFa, WT (39-46)

8

100

wzgl. intens. TNFa ($r. a.)

e [

K 1godz 2godz

czas inkubacji

3godz

Ryc. 56 Sredni przyrost transkryptu TNFa po inkubacji komérek Caco-2 (2~ 10° kom./ml)

z gronkowcem ztocistym WT (25923 ) z ATCC (3,05 ~ 10" CFU/ml) w zaleznoSci

od 1, 2 i 3 godz. inkubacji (39-46).

TNFa, WT (39-46)
4,5
=4 F
)
35
=)
3
25
LL
z 2 =
=15
S 1
dq
0 I
K 1 godz. 2 godz. 3 godz.
czas inkubacji

Ryc. 57 Sredni przyrost transkryptu TNFa po inkubacji komérek Caco-2 (2~ 10° kom./ml)

z gronkowcem ztocistym WT (25923 ) z ATCC (3,05 ~ 10" CFU/ml) w zaleznosci

od 1, 2 i 3 godz. inkubacji (39-46).
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Zaobserwowano przyrost transkryptu TNFa w komérkach stymulowanych

w zaleznosci od czasu inkubacji.

W komérkach Caco-2 (2 10° kom./ml) po 1, 2, 3i 4 godz. inkubaciji z gronkowcem
ztocistym WT o stezeniu 3,05~ 10" CFU/ml transkrypcja IL-8 i TNFa po byta bardzo
szybka i prowadzita do akumulacji mMRNA. Zaobserwowano najwyzszy przyrost
transkryptoéw po uptywie 4 godz. i najnizszy po 1 godz. inkubacji, ponadto po uptywie
2 godz. wystgpit znaczny przyrost transkryptu TNFa w poréwnaniu z 1 godz.
inkubacii.

Dla IL-8 i TNF-a transkrypcja byfa znacznie szybsza po uptywie 3 godz w poréwaniu
z 1 godz. po inkubacji z gronkowcem WT.

Zestawienie wynikdw: Ocena akumulaciji transkryptéw IL-8 po inkubacji komérek

Caco-2 z gronkowcem ziocistym Staphylococcus aureus 25923 — typem dzikim WT

z ATCC w zaleznosci od czasu trwania inkubacji : 1, 2, 3, 4 godz. (1-6);
(39, 41,43, 45, 47); (40, 42,44, 46).

IL-8, WT (1-6) (39-46)

350

300 =

250

200

150

100

50 T

ST
K 1godz 3godz.

wzgl. intens. IL-8 ($r.a.)

czas inkubacji

Ryc. 58 Sredni przyrost transkryptu IL-8 po inkubaciji komérek Caco-2 (5 10°, 1~ 10°
2 10° kom./ml) z gronkowcem ztocistym WT (25923 ) z ATCC (5,5 ~ 10> CFU/m
3,05 " 10" CFU/ml) w zaleznosci od 1 i 3 godz. inkubacji (1-6) (39-46).
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IL-8, WT (1-6) (39-46)

wspot. il. IL-8/GAPDF
O R N W M OO N

.

K 1godz 3godz

czas inkubacji

Ryc. 59 Sredni przyrost transkryptu IL-8 po inkubacji komérek Caco-2 (5~ 10°,1 " 10°
2~ 10° kom./ml) z gronkowcem ztocistym WT (25923 ) z ATCC (5,5 ~ 10> CFU/m
3,05 " 10" CFU/ml) w zaleznosci od 1 i 3 godz. inkubacji (1-6) (39-46).

W komérkach Caco-2 o gestosci 5 10°,1  10° kom./ml oraz 2° 10° kom./ml po
inkubaciji z gronkowcem ztocistym WT o stezeniu 5,5~ 10 i 3,05 * 102 CFU/ml
wykryto podstawowy poziom transkryptu IL-8 i zaobserwowano jego przyrost po 1

i 3 godz. inkubacji. Poziom transkryptu IL-8 jest znacznie wyzszy po 3 godz. inkubaciji
niz po 1 godz.

Zaprojektowane w/w doswiadczenia dotyczgce oceny akumulacji transkryptow
cytokin IL-8 i TNF-a po inkubacji komérek Caco-2 z S. aureus WT i MT w zalezno$ci
od stezenia komodrek bakteryjnych i czasu trwania inkubacji stanowig czesc
standaryzacji metody.
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4.7 Selekcja szczepdw klinicznych

Zanim rozpoczeto badania nad mozliwoscig wystgpienia translokacji szczepéw
klinicznych dokonano ich selekcji w celu znalezienia Zrodta zakazenia uogélnionego
(sepsy).

Pod uwage wzieto dwa zrodta: rane i potencjalny rezerwuar gronkowca — przewod
pokarmowy.

Etapem wstepnym do selekcji szczepow klinicznych od chorych po urazie
termicznym byta izolacja gronkowca (MRSA, MSSA, MRSE, MSSE, SH) z trzech
materiatow : z rany, krwi i gtebokiego wymazu z odbytu.

Gteboki wymaz z odbytu byt jedyng mozliwg forma pobrania materiatu z przewodu
pokarmowego chorego po bardzo rozlegtym urazie termicznym. Okazato sie, ze
zarowno liczba pobran jak i czestos¢ izolacji gronkowca z tego materiatu byta bardzo
nieliczna. Najwiecej wyizolowanego gronkowca otrzymano z rany, nastepnie z krwi

i najmniej z odbytu.

Po izolacji gronkowcow od pacjentéw otrzymano nastepujace uktady (lub pary)
szczepow pochodzacych z rany (R), krwi (K) i odbytu (O) od jednego pacjenta:

O-K, R-O-K, O-R, R-K, R, K.

Nastepnie po analizie fenotypowej i genotypowej szczepdéw dokonano selekciji
szczepow klinicznych. Do translokacji hipotetycznie moze dochodzi¢, gdy szczepy
pochodzgce z odbytu oraz z krwi sg identyczne pod wzgledem genotypowym (to jest
optymalne rozwigzanie) oraz gdy szczepy pochodzace z krwi i rany r6znig sie
genotypowo.

Ta réznica jest wskazéwka, do stwierdzenia, ze do zakazenia uogoélnionego doszto
nie w wyniku kontaminacji czy zakazenia rany oparzeniowej, ale z innego zrédta,
np. z przewodu pokarmowego.

Po selekcji genotypowej otrzymano nastepujgce uktady wykorzystane do dalszych
badan: O=K — gdzie, szczep pochodzacy z odbytu byt identyczny pod wzgledem
genotypowym ze szczepem z krwi (najlepszy uktad do zbadania), R=K=0 - gdzie ten
sam szczep jest w trzech r6znych materiatach, R=K* O i Rt Ot K, gdzie szczep
pochodzacy z odbytu réznit sie genotypowo od szczepu pochodzgcego z krwi oraz
O R — gdzie szczep z rany i odbytu byty ze sobg niespokrewnione.

Nastepnie wzieto pod uwage szczepy pochodzace z krwi i rany, ktore byty

identyczne pod wzgledem genotypowym K=R (K;) lub byly r6zne K R (K,).
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ldentycznos$¢ genotypowa szczepOw pochodzacych z krwi i rany potwierdzataby

hipoteze, ze do sepsy dochodzi poprzez kontaminacje lub zakazenie rany

oparzeniowej, natomiast roznice szczepow we wzorze restrykcyjnym PFGE,

Swiadczytyby o innym zrodle zakazenia uogolnionego.

Szczepy wyizolowane z rany i krwi i odbytu

1)0=K 3) R=K10 5) O! R 6) RtK 7) R=K
2)R=0=K 4)R1KLO
1) 1-2 3) 74-72-73 5)29-30 |3-4 6-5
2) 58-59-60 |4) 75-71-73 7-8 14-12

18-17 19-20

43-42 25-26

62-61 47-48

64-63 54-53

79-78

Tab. 56 Analiza genotypowa szczepdw klinicznych pochodzacych z rany, krwi i odbytu.

Wyodrebniono cztery grupy szczepoéw klinicznych, ktére wykorzystano w badaniu

adherencji, inwazji i translokacji bakteryjne;.

0 K, (K!R) R Ki (K=R)
1 4 3 5
59 7 12
73 42 58 20
29 17 26
61 48
63 53
72 78
60

Tab. 57 Szczepy kliniczne wyselekcjonowane do dalszych badan.
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4.8 Wyniki dziatania bakteriobdjczego gentamycyny i lisostafiny na

wyselekcjonowane 22 szczepy kliniczne

Do badan uzyto szczegolnie oporne szczepy kliniczne S. aureus. Przeprowadzono

test, ktory miat na celu wyselekcjonowanie szczepéw, ktore bytyby: wrazliwe na

gentamycyne (100 ng/ml) oraz lisostafine (20 ng/ml).

1(0) O=K 3(R) RIK |4 (K)K'R |5(K)K=R |7 (R)RK [8(K/)K!R
MRSA MSSA MSSA MRSA MRSA MRSA
+ gent. (2 0 za duzo 562 za duzo za duzo za duzo
godz.) kolonii kolonii kolonii kolonii
+ gent. (4 0 za duzo 202 za duzo za duzo za duzo
godz.) kolonii kolonii kolonii kolonii
+ lys. 0 0 0 0 za duzo 0
(1 godz.) kolonii
12 (Kj) 17 (K,) KIR |20 (Kj)) K=R | 26 (Kj) K=R |29 (O) 42 (K))
K=R MRSA MRSA MRSA O!R KIR
MRSA MRSA
+ gent. (2 0 223 0 za duzo za duzo za duzo
godz.) kolonii kolonii kolonii
+ gent. (4 0 12 0 1000 za duzo za duzo
godz.) kolonii kolonii
+ lys. 0 za duzo 0 0 za duzo 0
(1 godz.) kolonii kolonii
48 (Kj) 53 (Kij) K=R (58 (R) 59 (O) 60 (Kj) 61 (K
K=R MRSA R=0=K R=0=K K=R KR
MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA
+ gent. (2 za duzo za duzo za duzo za duzo za duzo 1200
godz.) kolonii kolonii kolonii kolonii kolonii
+ gent. (4 za duzo za duzo za duzo za duzo za duzo za duzo
godz.) kolonii kolonii kolonii kolonii kolonii kolonii
+ lys. 0 0 0 0 88 za duzo
(1 godz.) kolonii
63 (Ky) 72 K; R=K, |73 (0)K*O |78 MRSA
KR K10 MRSA (Ki) K=R
MRSA MRSA
+ gent. (2 za duzo 1200 za duzo za duzo
godz.) kolonii kolonii kolonii
+ gent. (4 za duzo 150 za duzo za duzo
godz.) kolonii kolonii kolonii
+ lys. 0 0 za duzo 0
(1 godz.) kolonii

Tab. 58 llos¢ koloni gronkowcow po inkubacji z gentamycyng (100 ng/ml) i lisostafing

(20 ng/ml).
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Stezenie poczatkowe wybranych szczepéw (4, 12, 53):

llos¢ kolonii ,,4” przy rozciehczeniu 108 -

1 kolonia, ,,4" =5 x 108 CFU/mI

107 - 3 kolonie, ,,4” = 1,5 x 108 CFU/ml

llo$¢ kolonii ,,12” przy rozcienczeniu 10 - 6 kolonii, ,,12” =3 x 10’ CFU/ml

llo$¢ kolonii ,,53” przy rozcienczeniu 10 - 9 kolonii, $S1400 = 4,5 x 10° CFU/m

4 (K)KIR [17 (K) KIR |26 (K)K=R [60 (K) K=R |61 (K,) 72 (K)
MRSA MRSA MRSA MRSA KIR KIR
MRSA MRSA
+gent.(2 | 562°10% | 2,23°10° za duzo za duzo 1,2°10* | 1,2° 10
godz.) kolonii kolonii
+ gent. (4 | 2,02° 10° 1,2 10° 1°10% za duzo zaduzo | 1,57 10°
godz.) kolonii kolonii
+ lys. 0 za duzo 0 8,8 107 za duzo 0
(1 godz.) kolonii kolonii

Tab. 59 Stezenie kohcowe gronkowcow (CFU/m).

Wrazliwe na gent.

ilys.

Oporne na gent.
ilys.

Wrazliwe na lys.
i oporne na gent.

Numery szczepow

1,12, 20

7,17, 29, 60, 61, 73

72,78

3,4,5,8, 26, 42,
48, 53, 58, 59, 63,

Tab. 60 Wrazliwos¢ i opornosé szczepow klinicznych na gentamycyne i lisostafine.

Wrazliwe na gentamycyne i lisostafine byto 13,6% wyselekcjonowanych szczepow

klinicznych (1, 12, 20). Oporne na gentamycyne i lisostafine byto 27,3% szczepow

(7,17, 29, 60, 61, 73). Wrazliwe na lisostafine i oporne na gentamycyne byto 59,1%
szczepow (3, 4, 5, 8, 26, 42, 48, 53, 58, 59, 63, 72, 78).
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73 0 (R OK)

Fot. 58 Stezenie koncowe szczepu nr 73 - ilos¢ kolonii szczepu klinicznego — MRSA nr 73
przy rozcienczeniu 10™ - 10" ° po inkubacji z kom. Caco-2 i lisostafing (20mg/ml).
Szczep oporny na lisostafine.

60 O (R=0=K

Fot. 59 Stezenie kohcowe szczepu nr 60 - ilos¢ kolonii szczepu klinicznego — MRSA nr 60
przy rozcienczeniu 10™" - 10" ° po inkubacji z kom. Caco-2 i lisostafing (20mg/ml).
Szczep oporny na lisostafine.

4K, (KIR)

Fot. 60 Stezenie koncowe szczepu nr 4 - brak kolonii szczepu klinicznego — MSSA nr 4 przy

rozcienczeniu 10™ - 10" ° po inkubacji z kom. Caco-2 i lisostafing (20ng/ml).
Szczep wrazliwy na lisostafine.
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5 K; (K=R)

Fot. 61 Stezenie koncowe szczepu nr 5 - ilos¢ kolonii szczepu klinicznego — MRSA nr 5 przy
rozcienczeniu 10™ - 10" ° po inkubacji z kom. Caco-2 i gentamycyng (100rmg/ml).
Szczep wrazliwy na gentamycyne.

4K, (KtR)

Fot. 62 Stezenie koncowe szczepu nr 4 - brak kolonii szczepu klinicznego — MSSA nr 4 przy
rozcienczeniu 10™ - 10" ° po inkubacji z kom. Caco-2 i gentamycyng (100rmg/ml).
Szczep oporny na gentamycyne.

1 0 (0=K)

=

Fot. 63 Stezenie koncowe szczepu nr 1 - brak kolonii szczepu klinicznego — MRSA nr 1 przy
rozcienczeniu 10™ - 10" ° po inkubacji z kom. Caco-2 i gentamycyng (100nmg/ml).
Szczep wrazliwy na gentamycyne.
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4.9 Ocena badania adherencji i inwazji Staphylococcus aureus — typu dzikiego (25923),

mutanta (10832) z ATCC oraz Salmonella enteritidis na komdrki Caco-2.

Badanie inwazji wyselekcjonowanych szczepdw klinicznych Staphylococcus aureus na

komorki epitelialne i endotelialne.

Pierwszym etapem prowadzacym do translokacji bakteryjnej jest adherencja do
komorek nabtonkowych sluzéwki. Nastepnie moze dochodzi¢ do inwazji bakteryjnej,

a nastepnie do translokacji bakteryjnej. Translokacja moze sie odbywac przez komorki
nabtonkowe (transcelularna), wtedy dochodzi do inwazji bakteryjnej lub pomiedzy
komorkami (paracelularna), wtedy ulegajg uszkodzeniu potgczenia miedzykomérkowe
(obwaodki zamykajace, desmosomalne (“tight junctions”).

Do doswiadczen uzyto komérki Caco-2, ktére znajdowaly sie w roznych etapach
hodowli. Wszystkie komorki byty doprowadzone do etapu, w ktérym komorki stykaty sie
ze sobg btonami komorkowymi i nastepowata agregacja komorkowa -

stadium “Confluent cells” CC.

Kolejne etapy hodowli, réznity sie miedzy sobg stopniem agregacji i wiekiem komoérek,
uzyskanym po odpowiednim okresie czasu, ktory uptynat po osiggnieciu w/w etapu —
stadium “Post confluent” PC.

Badanie adherenciji i inwazji Staphylococcus aureus — typu dzikiego (25923), mutanta
(10832) z ATCC na komodrki Caco-2 ( w stadium 2-3 dni PC, 8-9 dni PCi 16-17 PC).

Po inkubacji catonocnej w 37°C policzono ilosé koloni gronkowca ztocistego WT i MT

w celu obliczenia stezenia wyjsciowego oraz koncowego.
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Badanie inwazji gronkowcédw WT i MT na komérki Caco-2.

16-17 PC 8-9 PC 2-3PC
Antybiotyk |WT MT WT MT WT MT
+ gent.
+ gent. 0 0 0 0 0 0

Tab. 61 Stezenie koncowe WT, MT - iloé¢ kolonii bakteryjnych przy rozcienczniu 107
(16-17 PC, 8-9 PC, 2-3 PC)

SteZzenie wyj$ciowe

llo$é kolonii WT (2) przy rozcienczeniu 107'=2 , WT (2) =1~ 10° CFU/m
llo$é kolonii MT (2) przy rozcienczeniu 107=1, MT (2) =5~ 10® CFU/ml

W tym doswiadczeniu nie wystgpita inwazja gronkowcow WT i MT, prawdopodobnie ze
wzgledu na dodanie 1 ml 1%Triton X po inkubacji z antybiotykiem. W kolejnych
doswiadczeniach z wczesniej wymienionymi gronkowcami i S. entertidis oraz
szczepami klinicznymi S. aureus dodano 500 ml 1% Triton X (Sigma) i 500 ml DTS
zamiast 1 ml 1% Triton X, ktéry powodowat degradacje komérek. Zbyt duze jego

stezenie mogto takze spowodowac zniszczenie komorek bakteryjnych.

Badanie adherencji gronkowcéw WT i MT na komorki Caco-2

16-17 PC 8-9 PC 2-3PC
Antybiotyk | WT MT WT MT WT MT
- gent. 20 15 13 35 2 21
- gent. 25 65 15 47 31 32

Tab. 62 llo$¢ koloni gronkowcéw WT i MT przy rozcienczeniu 10° (16-17 PC, 8-9 PC,
2-3 PC).

SteZzenie wyj$ciowe

llo$é kolonii WT (3) przy rozcienczeniu 108- 2, WT (2) =1~ 10'° CFU/m
llo$é kolonii MT (3) przy rozcienczeniu 107 - 2, MT (2) =1~ 10° CFU/m

182




4. Wyniki

16-17 PC 8-9 PC 2-3PC
Antybiotyk [WT MT WT MT WT MT
-gent. 1° 10° 0,75 10® |0,65  10° |1,75° 10° |1~ 10’ 1,05 10°
- gent. 1,25° 10° |3,25" 10® |0,75  10® |2,35° 10° |1,55  10%® |1,6 10°

Tab. 63 Stezenie koncowe gronkowcow WT i MT (CFU/ml) (16-17 PC, 8-9 PC, 2-3 PC).

Zaobserwowano wysokie stezenie korncowe bakterii, co moze swiadczy¢ o wysokiej

predyspozycji gronkowcéw do adherencji wzgledem nabtonka jelitowego. Stadium

komérek Caco-2 (16-17 PC, 8-9 PC, 2-3 PC) nie wptyneto na adherencje szczepdw.

Badanie adherenciji i inwazji Staphylococcus aureus — typu dzikiego (25923), mutanta

(10832) z ATCC oraz Salmonella enteritidis (pozytywna kontrola) na komérki Caco-2 (w

stadium 3-4 dni PC).

Antybiotyk Kontrola WT MT S1400

+ gent. 1) 0 5) (10%) 3 9) (10hH 4 13) (104 1
+ gent. 2)0 6) (107 5 10) (10 1 14) (107 1
- gent. 3)0 7) (10™) 45 11) (10™) 48 15) (10®) 24
- gent. 4)0 8) (10™) 54 12) (10™) 40 16) (10™) 21

Tab. 64 1l0$6 koloni szczepéw WT, MT i S1400 przy rozcienczeniu 10" - 107,

Stezenie wyjsciowe:

llo$é kolonii WT przy rozcienczeniu 107 - 10 kolonii, WT =5 x 10° CFU/ml

llo$é kolonii MT przy rozcienczeniu 107 - 6 kolonii , MT = 3 x 10° CFU/m

llo$¢é kolonii S1400 przy rozcienczeniu 107 - 4 kolonie, S1400 = 2 x 10° CFU/ml

Antybiotyk Kontrola WT MT S1400

+ gent. 1)0 5) 1.5 x 10* 9) 2 x 10° 13) 5 x 10°

+ gent. 2)0 6) 2.5 x10* 10) 5 x 10* 14) 5 x 10°

- gent. 3)0 7) 2.25 x 10° 11)2.4 x10° 15) 1.2 x 10°
- gent. 40 8) 2.7 x 10° 12) 2 x 10° 16) 1.05 x 10°

Tab. 65 Stezenie kohcowe szczepow WT, MT i S1400 (CFU/m).
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W tym doswiadczeniu zaobserwowano zaréwno inwazje jak i adherencje gronkowcow
WT i MT oraz Salmonella enteritidis do komérek Caco-2. Adherencja i inwazja
gronkowcéw i Salmonella enteritidis na komérki Caco-2 nastepowata przy stezeniu 10°
CFU/ml. Komorki bakteryjne rozpoczety proces kolonizacji poprzez adherencje do
komérek Caco-2 w iloéci 102 CFU/ml. Gronkowce i Salmonella dokonaty inwazji na
komérki epitelialne osiggajac stezenie: 10*dla WT i 10°-10*dla MT oraz 10° dla
Salmonella enteritidis.

Badanie adherenciji i inwazji Staphylococcus aureus — typu dzikiego (25923), mutanta
(10832) z ATCC oraz Salmonella enteritidis na komérki Caco-2 (7-8 PC).

Antybiotyk Kontrola WT MT S1400

+ gent. 1) 0 5) (10h 5 9) (109 2 13) (10°) 6
+ gent. 2)0 6) (10™") 4 10) (10™") 4 14) (10™) 2
- gent. 3)0 7) (10°) 11 11) (10™) 12 15) (10®) 15
- gent. 40 8) (10) 13 12) (10°) 24 16) (10™) 16

Tab. 66 llo$¢ koloni gronkowcoéw WT i MT przy rozcieiczeniu 10™ - 107° (7-8PC).

Stezenie wyjsciowe:

llo$¢é kolonii WT przy rozcieficzeniu 10® - 3 kolonie, WT = 1,5 x 10*° CFU/ml

llo$é kolonii MT przy rozcienczeniu 107 - 1 kolonia , MT = 5 x 10° CFU/m

llo$¢é kolonii S1400 przy rozcienczeniu 10®- 1 kolonia, S1400 = 5 x 10° CFU/ml

Antybiotyk Kontrola WT MT S1400

+ gent. 1)0 5) 2.5 x 10° 9) 1 x 10° 13) 3 x 10°
+ gent. 2)0 6) 2 x10° 10) 2 x 10° [ 14) 1 x 10°

- gent. 3)0 7) 5.5 x 10’ 11) 6 x10’ 15) 1.8 x 10’
- gent. 4) 0 8) 6.5 x 10’ 12) 1.2 x 10° | 16) 1.7 x 10’

Tab. 67 Stezenie koncowe gronkowcow WT, MT, S1400 (CFU/ml) (7-8 PC).

W tym doswiadczeniu zaobserwowano zaréwno inwazje jak i adherencje gronkowcow

WT i MT oraz Salmonella enteritidis do komérek Caco-2.




4. Wyniki

Adherencja i inwazja bakterii na komorki Caco-2 nastepowata przy stezeniu

10° CFU/mI dla WT , 108 CFU/ml dla MT oraz 10° CFU/ml dla Salmonella enteritidis.

Na powierzchni komérek pozostato 10° CFU/ml dla WT oraz 10’ i 10® CFU/ml dla MT.

Gronkowce i Salmonella dokonaty inwazji na komérki epitelialne osiggajac stezenie:

10°dla WT i 10%-10*dla MT oraz przy stezeniu 10°-10° dla Salmonella enteritidis.

Badanie inwazji wyselekcjonowanych szczepdw klinicznych Staphylococcus aureus na

komorki epitelialne (4-5 PC, 10-11PC).

K |1(0) 3 (R) 4 (K, 5(K) | 8(K,)KIR |12 (Kj) 20 (K)) 26 (K))
O=K R K KR K=R MRSA K=R K=R K=R
MRSA | MSSA | MSSA MRSA MRSA MRSA MRSA
Stez. (105 [ (10% 1 [ (0% 1 |(10%8 |[(10°26 |(10%1 |(10%4 |(10)1
pocz. (1019 | (10" 7 (10°)10 | (107)26 | (10°)9
Stez. (103 | (10% 1 | (10%2 | @0t (10%) 2 aoh1 |@odH1 | (@091
konc. 14
4-5 PC
Stez. (101 | (10%1 [ (101 |01 |(10%1 (10%2 | (0% 11 | (1076
konc. (10% 9 | (10 22 (1031
10-11
PC
42 (K,) | 48 (K) 53 (K)) 58 (R) 59 (0) 63(K) | 72(K) | 78 (K)
KR K=R K=R R=K=0 | R=K=0 KIR KR K=R
MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA | MRSA
Stez. (10" (10%1 | (@o0Hh2 |@o"H2 |@0")2 (10%3 | (1091 |(10°)4
pocz. 11 (10712 | (10°) 46 (10®% 8
Stez. (10%1 | (10" 2 |(10%11 |(10%1 |(10%3 (10%1 |(@0%2 |(10%3
konc. (10% 3
4-5 PC
Stez. (101 | (104 |(10%2 |(@10%1 |(10%6 (10%4 | (10% 11 | (107
konc. (10% 3 (10%26 | (1037 (10 28 11
10-11
PC

Tab. 68 Stezenie poczatkowe i koncowe - ilos¢ kolonii wyselekcjonowanych szczepow

klinicznych S.aureus przy rozcienczeniu 10°- 10° (4-5 PC, 10-11PC).
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1(0) 3(R) RIK |4 (K)K!R |5(K)K=R |[8(K,)K!R
0=K MSSA MSSA MRSA MRSA
MRSA
Stez. pocz. | 5x 10° 1x 10° 1x 10° 0.8x 10" 2.6x 10°
0.9x 10° 0.7x 10°
4-5PC 1.5x 10* | 5x 10* 1x 10° 7x 10° 1x 10*
Wspét. il. - | 3x10° | 5x10° 1x 10° 8.7x 10’ 3.8x10°
Stez. pocz./ 5.5x 10 1.4x 107
stez.kohAc.
Wspét. il. |3 5 100 0.087 0.38
$r.(" 10°) 5.5 140
Wspoét. il. 3 5.25 120 0.087 0.38
Sredni
(109
10-11 PC | 5x10° 4.5x 10* 5x 10* 5x 10* 5x 10"
5x 10* 1.1x 10°
Wspét. il. - | 1x10° | 4.5x 107 5x 107 6.2x 10°° 1.9 x 107
Stez. pocz./ 5x 107 7.1x 10°
stez.konAc. 5.5x 10 1.1x 10™
1.5x 10*
Wspét. il. | 100 4.5 5 0.62 1.9
( 10° 5 7.1
5.5 11
15
Wsp6t. il. ér. | 100 5 9.5 0.62 1.9
(109

Tab. 69 Stezenie poczatkowe i kohcowe wyselekcjonowanych szczepdw klinicznych S.aureus

(CFU/ml). Wspotczynnik ilosciowy stez. konc./stez. poczatk. wybranych
szczepo6w klinicznych (4-5 PC, 10-11PC).

186



4. Wyniki

12 (K) K=R | 20 (K) K=R |26 (K) K=R |42 (K,) K2R | 48 (K)K=R
MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA
Stez. 1x 10’ 4x 10° 1x 10° 1.1x 10° 1x 10°
pocz.
5x 10° 2.6x 10° 0.9x 10° 1.2x 10°
4-5 PC 5x 10° 5x 10* 5x 10° 5x 10* 1x 10°
Wspét. il. | 5x 107 1.25% 10° 5x 107 4.5x 10” 1x 10°
-stez. 1x 10°® 1.92x 10° 5.5x 10 1.2x 107
pocz./stez.
konc.
Wspét.il. |5 1.25 5 4.5 100
(x10°) 0.1 1.92 5.5 120
sr. wspét. | 2.55 1.58 5.25 4.5 110
il. (x10°)
10-11 PC | 1x 10* 5x 10* 3x 10° 5x 10° 2x 10°
1.5x 10°
Wspét. il. | 1x 10° 1.25% 10° 3x 107 4.5x 10™ 2x 10™
2x 107 1.9x 10° 3.3x 10°® 1.3x 10™ 1.6x 10™
Wspét. il. | 100 1.25 300 45 20
(x10°) 2 1.9 330 13 16
sr. wsp6t. | 51 1.57 315 29 18
il. (x10°)

Tab. 70 Stezenie poczatkowe i kohcowe wyselekcjonowanych szczepéw Klinicznych S.aureus
(CFU/ml). Wspotczynnik ilosciowy stez. konc./stez. poczatk. wybranych
szczepo6w klinicznych (4-5 PC, 10-11PC) c.d.
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53 (Kj) 58 (R) 59 (O) 63 (K, 72 (K)) 78 (K))
K=R R=K=0 R=K=0 K1R K1R K=R
MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA
Stez. 2x 10° 2x 10° 2x 10° 3x 10° 1x 10 4% 10°
pocz. 4.6% 10° 0.8x 10"
4-5 PC 5.5x 10° | 5x 10° 1.5x 10* | 5x 10* 1x 10° 1.5x 10°
1.5x 10°

Wspét. il. | 2.7x10* | 25x10° |[0.7x10* |1.6x10° |1x10” 0.3x 10™
-stez. 1.2x 10* | 0.7x 107 1.2x 10®
pocz./st.
konc.
Wspét. il. | 27 250 7 1.6 1 3
(x10°) 12 70 1.2
sr.wspot. | 19.5 160 7 1.6 11 3
il. (x10°
10-11 PC | 1x 10° 3.5x 10" | 3x 10 2x 10° 5.5x 10* | 5.5x 10°

1.3x 10° | 5x 10* 1.4x 10°
Wspot. 5x 10™ 1.7x 10" | 1.5x 10" |6x 107 5.5x 10° | 1.4x 10™
ilosciowy | 2x 10™ 2.5x 10™ 4x 10° 6.8x 10°®

6x 10™

3x 10"
Wspot. 50 17 15 6 0.55 14
(x10°) 20 25 4 0.68

60

30
sr. wspot. | 160 21 15 5 0.61 14
(x10°)

Tab.71 Stezenie poczatkowe i kohcowe wyselekcjonowanych szczepdw klinicznych S.aureus
(CFU/ml). Wspotczynnik ilosciowy stez. konc./stez. poczatk. wybranych szczepdw klinicznych
(4-5 PC, 10-11PC) c.d.

Tab 72 Szczepy najbardziej i najmniej inwazyjne (4-5 PC, 10-11PQC).
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komorki Caco-2 (4-5 PC): komorki Caco-2 (10-11 PC):

Lp nr sr. Lp nr sr.
szczepu |wspoétczynnik szczepu |wspotczynnik

1 58 160 1 26 315

2 4 120 2 53 160

3 48 110 3 1 100

4 53 19,5 4 12 51

5 59 7 5 42 29

6 26 5,25 6 58 21

7 3 5,25 7 48 18

8 42 4,5 8 59 15

9 1 3,0 9 78 14

10 78 3,0 10 4 9,5

11 12 2,55 11 63 50

12 63 1,6 12 3 5

13 20 1,58 13 8 19

14 72 11 14 20 1,57

15 8 0,38 15 5 0,62

16 5 0,087 16 72 0,61

W doswiadczeniu zaobserwowano inwazje wyselekcjonowanych szczepow klinicznych
do komorek Caco-2 (4-5 PC; 10-11 PC).

Inwazja gronkowcow i Salmonella enteritidis na komorki Caco-2 nastepowata przy
stezeniu 10’- 10°CFU/ml.

Do najbardziej inwazyjnych szczepow gronkowcowych po inkubacji z komérkami
Caco-2: 4-5 PC nalezg szczepy nr: 58 (R, R=K=0), 4 (K;, K! R), 48 (K, R=K),

53 (K; R=K).

Do najbardziej inwazyjnych szczepow gronkowcowych po inkubacji z kom. Caco-2:
10-11 PC nalezg szczepy nr: 26 (Ki R=K), 53 (K; R=K), 1(O, 0=K), 12 (K; R=K).
Do najmniej inwazyjnych szczep6w gronkowcowych po inkubacji z komoérkami
Caco-2: 4-5 PC jak i 10-11PC nalezg szczepy nr: 20 (K; R=K), 72 (K; R=K, K1 0) ,
8 (K, KL R), 5 (K; R=K).

189



4. Wyniki

Badanie inwazji wyselekcjonowanych szczepdw klinicznych Staphylococcus aureus na

komorki epitelialne (3-4 PC, 17-18PC).

K| 1(0) 3(R) 4 (K)) 5 (Kj) 8 (Ky) 12 (Kj) 20 (Ky) 26 (Ky)
O=K R K KR K=R KR K=R K=R K=R
MRSA | MSSA | MSSA MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA
Stez. (104 (106 |@10®1 |@o®%e6 |[(0®10 [(10%2 |@0®%5 |(107")4
pocz.
Stez. (1091 [(10%2 | (10%1 |@0%5 |0 aohs5 |[@o®1 |@0921
konc.
3-4
PC
Stez. (10%1 [(@0%1 [@ao%2 |@o%H4 |o (1097 |[@o0dH1 |@0d)1
konc. (102 (101 18 | (10 12
17-18 16
PC
42 (K,) | 48 (K) 53 (K)) 58 (R) 59 (O) 63 (K, 72 (K)) 78 (K))
KR K=R K=R R=K=0 | R=K=0 KIR KR K=R
MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA
Stez. (10°% 6 |(10%) 10 |(10°)20 |(10%1 |[(@0")1 |(@0%2 |(10%1 (10%) 3
pocz. (10°) 14
Stez. (1094 [(10%2 |(@0%1 |[(@0%6 |(10%H4 |01 |[(109)5 (10 2
konc. (102 7
3-4 PC
Stez. (101 [(10°1 |(@0%H1 |[@0%H11 |(10%1 |[(@0%2 |@0H1 (10 2
konc.
17-18
PC

Tab. 73 Stezenie poczatkowe i koncowe - ilos¢ kolonii wyselekcjonowanych szczepéw
klinicznych S.aureus przy rozcienczeniu 10°- 10°(3-4 PC, 17-18PC).
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48 (MRSA) (K; R=K)

Fot. 64 Stezenie poczatkowe szczepu nr 48 - ilo$¢ kolonii wyselekcjonowanego szczepu
klinicznego S.aureus — MRSA nr 48 przy rozcienczeniu 10™- 10°°.

48 (3-4 PC) 48 (17-18 PC)

Fot. 65 Stezenie koncowe szczepu nr 48 - ilos¢ kolonii szczepu klinicznego — MRSA nr 48 przy
rozcienczeniu 10™- 10 ° po inkubacji z kom. Caco-2 (3-4 PC) oraz (17-18 PC).
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4 (MSSA) (K, R#K)

Fot. 66 Stezenie poczatkowe szczepu nr 4 - ilos¢ kolonii szczepu klinicznego — MSSA nr 4 przy
rozcienczeniu 10™- 10°°.

4 (17-18 PC)

Fot. 67 Stezenie koncowe szczepu nr 4 - ilos¢ kolonii szczepu klinicznego — MSSA nr 4 przy
rozcienczeniu 10°- 10°° po inkubacji z kom. Caco-2 (17-18 PC).
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1 (O) 3(R) R1K |4 (K)KIR |5(K)K=R |8(K)K!R
0=K MSSA MSSA MRSA MRSA
MRSA
Stez. pocz. | 4x 10° 6x 10° 1x 10° 6x 10° 1x 10’
Stez. konc. | 5x 10° 1x 10* 5x 10* 2.5x 10* 0
3-4 PC 4x 10°
Wspét. il. - | 1.25x10° | 1x 10 5x 107 4x 10° 0
Stez. >
pocz./stez.k | 1x 10
ONnc.
Wspét. il. | 1.25 1 5 0.4 0
$r.( 10°) 1
Wsp6t. il. 1.12 1 5 0.4 0
Sredni
(109
Stez. konc. | 5x 10* 8x 10* 1x 10° 2x 10* 0
17-18 PC 2x 10°
5x 10*
Wspét. il. - | 1.25x 10" | 1.3x 10™ 1x 10° 3x 10° 0
Stez. 4 0.8x 10™ 3x 107
pocz./stez.k
onc.
Wspét.il. | 12.5 13 100 0.3 0
( 10°) 8 3
Wsp6t. il. ér. | 12.5 10.5 100 1.65 0
(109

Tab. 74 Stezenie poczatkowe i kohcowe wyselekcjonowanych szczepdw klinicznych S.aureus
(CFU/ml). Wspotczynnik ilosciowy stez. konc./stez. poczatk. wybranych szczepdw klinicznych
(3-4 PC, 17-18PC).
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12 (K) K=R [ 20 (Kj) K=R |26 (Kj) K=R |42 (K,)K!R | 48 (K)K=R
MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA

Stez. 2x 10° 5x 10° 4x 10° 6x 10’ 1x 10"

pocz.

Stez. 2.5x 10° 5x 10* 1.05x 10° 2x 10* 1x 10°

konc.

3-4 PC

Wspét. il. | 1.25x 10°® 1x 10 3x 10™ 3x 10™ 1x 10

-stez.

pocz./stez.

konc.

Wsp6t.il. | 0.12 1 30 30 1

(x10°)

sr. wspot. | 0.12 1 30 30 1

il. (x10°)

Stez. 3.5x 10° 5x 10° 5x 10* 5x 10° 5x 10°

konc. 3.5x 10* 9x 10° 6x 10*

17-18 PC

Wspét.il. | 1.7x 10° 1x 10° 1.2x 10™ 8x 107 5x 10™
1.7x 10° 1.8x 10° 1.5x 10°

Wspét.il. | 0.2 0.1 12 800 50

(x10°) 1.7 0.2 1.5

sr. wsp6t. | 0.95 0.15 6.75 800 50

il. (x10°)

Tab. 75 Stezenie poczatkowe i kohcowe wyselekcjonowanych szczepdw klinicznych S.aureus
(CFU/ml). Wspotczynnik ilosciowy stez. konc./stez. poczatk. wybranych szczepdw klinicznych
(3-4 PC, 17-18PC) c.d.
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53 (Kj) 58 (R) 59 (O) 63 (K,) 72 (K, 78 (Ky)
K=R R=K=0 R=K=0 K1R K1R K=R
MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA
Stez. 2x 10’ 5x 10° 1x 10° 2x 10° 1x 10° 3x 10°
pocz. 1x 10’ 1.4x 10°
Stez. 3.5x 10° | 3x 10 2x 10* 5x 10* 2.5x 10" | 1x 10
konc. 5x 10*
3-4 PC
Wspét.il. | 1.7x10° | 6x 10° 2x 10™ 2.5x10° |2.5x10° |3x10°
-stez. 3.5x 10°° 1.4x 10™
pocz./st. | 2.5x10°
konc. 5x 10°°
Wspét.il. | 170 0.6 20 25 25 0.3
(x10°) 350 14
250
500

sr. wspot. | 317.5 0.6 17 2.5 2.5 0.3
il. (x10°
Stez. 5x 10° 5.5x 10* | 5x 10° 1x 10° 5x 10° 1x 10°
konc.
17-18 PC
Wspot. 25x10° |1.1x10° |5x10~ 5x 10™ 5x 10™ 3x 10”
ilosciowy | 5x 10 3.6x 10
Wsp6t. 25x10° |1.1 5x 107 5 50 3
(x10°) 5x 10 3.6x 10
sr. wsp6t. | 3750 1.1 4300 5 50 3
(x10°)

Tab. 76 Stezenie poczatkowe i koncowe wyselekcjonowanych szczepéw klinicznych S.aureus
(CFU/ml). Wspotczynnik ilosciowy stez. konc./stez. poczatk. wybranych szczepow klinicznych
(3-4 PC, 17-18PC) c.d.
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Tab 77 Szczepy najbardziej i najmniej inwazyjne (3-4 PC, 17-18PC).

komorki Caco-2 (3-4 PC): komorki Caco-2 (17-18 PC):

Lp nr sr. Lp nr sr.
szczepu |wspotczynnik szczepu |wspotczynnik

1 53 317,5 1 59 4300

2 42 30 2 53 3750

3 26 17 3 42 800

4 59 17 4 4 100

5 4 5 5 48 56

6 63 2,5 6 72 50

7 72 2,5 7 1 12,5

8 1 1,12 8 3 10,5

9 3 1 9 26 6,75

10 20 1 10 63 5

11 48 1 11 78 3

12 58 0,6 12 5 3

13 5 0,4 13 12 1,75

14 78 0,3 14 58 1,1

15 12 0,12 15 20 0,15

16 8 0 16 8 0

W doswiadczeniu zaobserwowano inwazje wyselekcjonowanych szczepow klinicznych
do komorek Caco-2 (4-5 PC; 17-18 PC).

Inwazja gronkowcéw na komoérki Caco-2 nastepowata przy stezeniu 10’- 10'°CFU/m.
Do najbardziej inwazyjnych szczepow gronkowcowych po inkubacji z komoérkami Caco-
24-5 PC nalezg szczepy nr: 53 (Kj, R=K), 42 (K, K! R), 26 (K; R=K),

59 (O, O=R=K), 4 (K, KL R).

Do najbardziej inwazyjnych szczepow gronkowcowych po inkubacji z komérkami Caco-
217-18 PC nalezg szczepy nr: 59 (O, O=R=K), 53 (K; R=K), 42 (K, K! R),

4 (K, KIR).

Do najmniej inwazyjnych szczepow gronkowcowych po inkubacji z kom. Caco-2:

4-5 PC nalezg szczepy nr: 5 (K; R=K), 78 (K; R=K), 12 (K; R=K) , 8 (K;, K!R).

Do najmniej inwazyjnych szczepow gronkowcowych po inkubacji z kom. Caco-2:

17-18 PC nalezg szczepy nr: 12 (Kj R=K), 58 (R R=K=0), 20 (K;, R=K)

8 (K;, KIR).
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Badanie inwazji wyselekcjonowanych szczepdw klinicznych Staphylococcus aureus na

komorki epitelialne (3-4 PC, 10-11PC).

K| 1(0) 3(R) 4 (Ko 5 (Kj) 8(Kn) | 12(Kj) | 20 (Kj) 26 (K))
0=K R1K KR K=R KIR K=R K=R K=R
MRSA | MSSA MSSA MRSA MRSA | MRSA | MRSA MRSA
Stezp |0 [(10®%2 | (0% 70 | (0% 8 | (0% 70 |(10®) 85 |(10P) (10° 50 | (10°) 50
ocz. 100
Stez. |0 | (109 (10%1 |@o®2 [@o0*1 |[@o0%Hh8 [(10%5 |(10%)8 |(107)1
konc. 11 (10% 14 | (10% 17 | (1095 (10% 3
3-4 (10 2
PC (10% 1
Stez. |0 [(10°)1 |[(10%)2 [@0%2 |@0%2 [@0%H3 |[(10%)7 [(10%2 |(@0%H1
konc. (10" 2 | (10%) 17 (10% 1 (10h 14 | (10% 2
10-11 (1095 (1072) 24
PC
42 (K,) | 48 (K) 53 (K)) 58 (R) 59 (0) 63 (K, 72 (K)) 78 (K))
KR K=R K=R R=K=0 | R=K=0 K1R K!R K=R
MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA
Stez. | (10 | (109 (107 (10°) 17 | (10°) (10°) 200 | (10°) 50 | (10®) 200
pocz. | 200 150 200 250
Stez. | (107 (1014 | (10%6 | (10915 |(10%2 |(10%6 (10%2 | (10 14
konc. | 34 (10%2 | (10?36 (102 21
3-4
PC
Stez. | (10%1 [(@10%2 [(@0%10 |(10%6 |(10%4 |[(10°)2 (10%2 | (10%1
konc. | (10%) 3 | (10%) 50 (10% 7 |@0®»11 |@0%4 |(10%8
10-11
PC

Tab. 78 Stezenie poczatkowe i koncowe - ilos¢ kolonii wyselekcjonowanych szczepéw
klinicznych S.aureus przy rozcienczeniu 10°- 10°® (3-4 PC, 10-11PC).
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1 (0) 3(R)IRK |4 (K)KIR |5(K)K=R |8 (K,)KIR
0=K MSSA MSSA MRSA MRSA
MRSA

Stez. pocz. | 2x 10° 7x 10" 8x 10° 7x 10° 8.5x 10"

Stez. konc. | 2x 10° 6x 10 5x 10* 4x 10 4x 10

3-4 PC

Wspét. il. - | 1x10* | 0.8x 10° 0.6x 10 0.5x 10 0.5x 10°®

Stez.

pocz./stez.k

ONnc.

Wspét. il. | 1x 10° 0.8x 10 0.6x 10° 0.5x 10° 0.5x 10"

$r.( 10°)

Wspoét. il. 1000 8 60 50 5

Sredni

(109

Stez. konc. | 3x 10° 1x 10° 1x 10° 6x 10 1.5x 10*

10-11 PC

Wspét. il. - | 1.5x 10° | 0.1x 107 0.1x 10° 0.8x 10” 0.2x 10°®

Stez.

pocz./stez.k

onc.

Wspét. il. | 1.5x 10" | 0.1x 10° 0.1x 10° 0.8x 10° 0.2x 10"

(109

Wsp6t. il. ér. | 15000 10 10 80 2

(109

Tab. 79 Stezenie poczatkowe i kohcowe wyselekcjonowanych szczepéw Klinicznych S.aureus
(CFU/ml). Wspotczynnik ilosciowy stez. konc./stez. poczatk. wybranych
szczepow Klinicznych (3-4 PC, 10-11PC).
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12 (K) K=R [ 20 (Kj) K=R |26 (Kj) K=R |42 (K,)K!R | 48 (K)K=R
MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA
Stez. 1x 10" 5x 10" 5x 10" 2x 10" 1.5x 10"
pocz.
Stez. 2.5x 10* 4x 10* 3x 10* 1.7x 10° 7x 10*
konc.
3-4 PC
Wspét. il. | 2.5x 10”7 0.8x 10°® 0.6x 10°® 0.8x 10°® 0.6x 10’
-stez.
pocz./stez.
konc.
Wspét.il. | 2.5 0.8x 10" 0.6x 10" 0.8x 10" 0.6
(x10°)
sr.wspot. | 2.5 8 6 8 0.6
il. (x10°)
Stez. 3.5x 10* 8.5x 10° 2x 10° 2.6x 10° 1.7x 10°
konc.
10-11 PC
Wspét. il. | 3.5x 107 1.7x 10 0.4x 10 1.3x 10° 1.1x 10°
Wspot.il. | 3.5 1.7 0.4x 10° 1.3x 10* 1.1x 10*
(x10°)
sr.wspot. | 3.5 1.7 4 13 11
il. (x10°)

Tab. 80 Stezenie poczatkowe i kohcowe wyselekcjonowanych szczepéw Klinicznych S.aureus
(CFU/ml). Wspotczynnik ilosciowy stez. konc./stez. poczatk. wybranych
szczepow Klinicznych (3-4 PC, 10-11PC) c.d.
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53 (Kj) 58 (R) 59 (0) 63 (K,) 72 (K)) 78 (K))
K=R R=K=0 R=K=0 K1R K1R K=R
MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA
Stez. 2x 10" 1.7x 10" | 2.5x 10" | 2x 10" 5x 10" 2x 10"
pocz.
Stez. 3x 10* 1x 10° 1.4x10° | 3x10° 1x 10° 7x 10*
konc.
3-4 PC
Wspét. il. | 1.5x 107 | 0.6x 10° | 0.5x 10° |1.5x10° |0.2x10° |3.5x10"
-stez.
pocz./st.
konc.
Wspét.il. [ 1.5 0.6x 10° |0.5x 10" |1.5x10" |[0.2x10° |35
(x10°)
sr. wsp6t. | 1.5 60 5 15 20 3.5
il. (x10°
Stez. 5x 10° 3x 10* 1x 10° 3x 10° 6x 10° 2x 10°
konc.
10-11 PC
Wspot. 25x10° |1.7x10° |0.4x10° |1.5x10° |1.2x10° |1x10°
ilosciowy
Wspot. 25x 10" | 1.7x 10" |0.4x10*> |15x10' |1.2x10° |1x10'
(x10°)
sr. wspot. | 25 17 40 15 120 10
(x10°)

Tab. 81 Stezenie poczatkowe i kohcowe wyselekcjonowanych szczepéw Klinicznych S.aureus
(CFU/ml). Wspotczynnik ilosciowy stez. konc./stez. poczatk. wybranych
szczepow Klinicznych (3-4 PC, 10-11PC) c.d.
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Tab 82 Szczepy najbardziej i najmniej inwazyjne (3-4 PC, 10-11PC).

komorki Caco-2 (3-4 PC): komorki Caco-2 (10-11 PC):

Lp nr sr. Lp nr sr.
szczepu |wspoétczynnik szczepu |wspotczynnik

1 1 1000 1 1 15000

2 4 60 2 72 120

3 58 60 3 5 80

4 5 50 4 59 40

5 72 20 5 53 25

6 63 15 6 58 17

7 3 8 7 63 15

8 20 8 8 42 13

9 42 8 9 48 11

10 26 6 10 78 10

11 8 5 11 3 10

12 59 5 12 4 10

13 78 3,5 13 26 4

14 12 2,5 14 12 3,5

15 53 15 15 8 2

16 48 0,6 16 20 1,7

W doswiadczeniu zaobserwowano inwazje wyselekcjonowanych szczepow klinicznych
do komorek Caco-2 (4-5 PC; 17-18 PC).

Inwazja gronkowcéw na komoérki Caco-2 nastepowata przy stezeniu 10°- 10*CFU/m.
Do najbardziej inwazyjnych szczepow gronkowcowych po inkubacji z komérkami Caco-

2 3-4 PC naleza szczepy nr: 1 (O, O=K), 4 (K, K R), 58 (R, K=R=0),

5 (K;, R=K), Do najbardziej inwazyjnych szczepdéw gronkowcowych po inkubacii

z komérkami Caco-2 10-11 PC nalezg szczepy nr: 1 (O, O=K), 72 (K, K R#O),

5 (K;, R=K), 59 (O, O=R=K).

Do najmniej inwazyjnych szczep6w gronkowcowych po inkubacji z komoérkami
Caco-2:3-4 PC nalezg szczepy nr: 78 (Ki R=K), 12 (K; R=K) , 53 (K; R=K), 48

(Ki, R=K).

Do najmniej inwazyjnych szczepow gronkowcowych po inkubacji z kom. Caco-2:
10-11 PC nalezg szczepy nr: 26 (Ki R=K), 12 (K; R=K), 8 (K;, K!R), 20 (K; R=K).
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Podsumowanie:

Tab. 83 Szczepy najbardziej i najmniej inwazyjne — komoérki epitelialne (3-5 PC).

Szczepy
Komoérki Caco-2 najbardziej inwazyjne najmniej inwazyjne
3-4 PC 1,4,58,5 78,12, 53, 48
3-4 PC 53,42,59, 4 5,78,12,8
4-5 PC 58, 4, 48, 53 20,72,8,5
a 4,53, 58 5,8,12,78

Do najbardziej inwazyjnych szczepow po inkubacji z kom. Caco-2 (3-5 PC) nalezg
szczepy: 4 (K, KLR), 53 (K;, R=K), 58 (R, K=R=0).

Do najmniej inwazyjnych szczepow po inkubacji z kom. Caco-2 (3-5 PC) nalezg
szczepy: 5 (K; R=K), 8 (K;, K!R), 12 (K; R=K), 78 (K; R=K).

Tab. 84 Szczepy najbardziej i najmniej inwazyjne — komoérki epitelialne (10-17 PC).

Szczepy
Komérki Caco-2 najbardziej inwazyjne najmniej inwazyjne
10-11 PC 1,72,5,59 26,12, 8, 20
10-11 PC 26,53,1, 12 8, 20,5,72
17-18 PC 59, 53, 42, 4 12, 58, 20, 8
a 1, 53, 59 8,12, 20

Do najbardziej inwazyjnych szczepow po inkubacji z kom. Caco-2 (10-17 PC) nalezg

szczepy: 1 (O, 0O=K), 53 (K;, R=K), 59 (O, O=R=K).

Do najmniej inwazyjnych szczepow po inkubacji z kom. Caco-2 (10-17 PC) nalezg
szczepy: 8 (K, K'R), 12 (K; R=K), 20 (K; R=K).
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Badanie inwazji wyselekcjonowanych szczepdw klinicznych Staphylococcus aureus na

komodrki endotelialne (NHDMEC — Normal Human Dermal Microvascular Endothelial

Cells).
Kl 1(0) 3(R) 4 (K)) 5 (Kj) 8 (Ky) 12 (Kj) 20 (Kj) 26 (K))
0=K R1K K1R K=R K1R K=R K=R K=R
MRSA | MSSA | MSSA MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA
Stez. (103 [ (103 [(10")1 |(0")8 |[(10°)5 |(10%2 |(10)6 | (10%)2
pocz. (10°) (10°) (10°) 26 (10° 20 |(10")6 (107) 6
45 53
Stez. (10°)6 | (10°) 2 [ (10%51 | (10°)1 |(10°)20 |(10°4 |(10°)21 | (104
konc. (10 (1049 (10 22
| 35
Stez. (10 (107 (10°)11 | (10°)14 |(10°)3 |[(10%6 |(10°)2 | (10717
konc. 10 11 (10914 | (10%3 | (10" 14
Il
42 (K,) 48 (K) | 53 (Ki) | 58 (R) 59 (O) 63 (K) | 72 (K) 78 (K)
K1R K=R K=R | R=K=0 | R=K=0 KR KR K=R
MRSA MRSA | MRSA | MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA
Stez. (102 |(@0’6 |(10%2 [ (@010 |(10%3 (10%2 |@oH1 |(@10®10
pocz. (10°) 52 (10°) 5 (1026 | (10°)7 |(10°)4
Stez. | (1021 |(10%7 [(10>1 | (10%H4 | (1077 (10968 | (10%2 | (10%6
konc | (1045 (10% 3 | (107 22
Stez. | (10°)6 |(10%5 | (107 (103 | (1075 (10%7 |@o%H11 | (1092
konc.lI 38 (10°) 38 (10°) 8

Tab. 85 Stezenie poczatkowe i koncowe- ilos¢ kolonii wyselekcjonowanych szczepow
klinicznych S.aureus przy rozcienczeniu 10°- 10° — komérki endotelialne.
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1(0)0=K |3(R) RtK |4 (K)K!R |5(K)K=R |8(K)K!R
MRSA MSSA MSSA MRSA MRSA
Stez. pocz. | 3.75x10° |4.15x10° | 1.8x 10° 8x 10° 3.5x 10°
Stez. konc. | 3x 10’ 1.37x10° | 2.25x10" |4.75x10° | 1x 10°
|
Wspét. il. - | 0.8x 10™ 0.33x10° | 1.25x 10" | 0.6x 10 0.3
Stez.
pocz./stez.k
Onc.
Wspét. il. | 0.8x 10° 0.33 1.25x 10° | 0.6x 10" 0.3x10°
$r.( 10°)
Wsp6t. il. 80 0.33 125 6 300
Sredni
(10%
Stez. konc. | 5x 10° 5.5x 10° 5.5x 10’ 7x 10’ 1.1x 10’
Il
Wspét. il. - | 1.3x 10 1.32x10° [3.05x 10" [0.88x10" |0.31x 10"
Stez.
pocz./stez.k
Onc.
Wspét. il. | 1.3x 10° 1.32 3.05x 10° | 0.88x10° | 0.31x 10°
(10%
Wspét. il. ér. | 13 1.32 305 88 31
(10%

Tab. 86 Stezenie poczatkowe i kohcowe wyselekcjonowanych szczepéw klinicznych S.aureus
(CFU/ml). Wspotczynnik ilosciowy stez. konc./stez. poczatk. wybranych
szczepow klinicznych — komorki endotelialne.
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12 (K) K=R |20 (K)K=R |26 (K)K=R |42 (K)K!R | 48 (Ki)K=R
MRSA MRSA MRSA MRSA MRSA

Stez. 1.3x 10° 6x 10° 1.3x 10° 3.6x 10° 6x 10°

pocz.

Stez. 2 x10° 1.05x 10° 1.55x 10° 1.05 x 10° 3.5x 10°

konc. |

Wspét. il. | 1.53x 10™ 0.17 1.2x 10™ 0.3 0.58x 10

-stez.

pocz./stez.

konc.

Wspét. il. | 1.53x 10™ 0.17x10° 1.2x 10" 0,3" 10° 0,58 " 10"

(x10°)

sr. wsp6t. | 0.153 170 0.12 300 5.8

il. (x10°)

Stez. 9x 10° 8.5x 10° 8.5x 10° 3x 10’ 2.5x 10°

konc. Il

Wspét. il. | 6.92x 107 1.41x 10 6.53x 10™ 0.98x 10" 0.41x 10°°

Wspét. il. | 6.92 1.41x 10" 6.53x 10" 0.98x 10° 0.41x 10"

(x10°)

sr. wsp6t. | 6.92 14.1 0.653 98 4.1

il. (x10%)

Tab. 87 Stezenie poczatkowe i kohcowe wyselekcjonowanych szczepéw klinicznych S.aureus
(CFU/ml). Wspotczynnik ilosciowy stez. konc./stez. poczatk. wybranych

szczepow Klinicznych — komérki endotelialne c.d.
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53 (K)K=R | 58 (R) 59 (O) 63 (K)KIR | 72 (K) KR | 78 (Kj)
MRSA R=K=0 R=K=0 MRSA MRSA K=R
MRSA MRSA MRSA

Stez. 1.25x 10° | 1x 10° 2.8x 10° 1.35x 10° | 7x 10’ 1x 10°
pocz.
Stez. 3.75x 10° | 2x 10° 3.5x 10’ 2.45x 10> | 1.05x10° |3x10°
konc. |
Wspét. il. | 3x 107 2x 107 1.25x 10° [1.81x 10" [0.15x10" |3x 10~
-stez.
pocz./st.
konc.
Wspot.il. |3 2 1,25° 10 |1,81° 10" | 0,15 102 37 10°
(x10°)
sr.wspot. | 3 2 125 0.181 15 30
il. (x10%
Stez. 1.9x 10° 1.7x 10° | 2.5x 10’ 3.5x 10° 5.5x 10° 7x 10°
konc. Il
Wspot. 1.52x 10" [ 1.7x10° |0.9x 10° 2.6x 10™ 0.78x 10" | 7x 107
ilosciowy
Wspot. 1.52x 10" [ 1,7 0.9x 10" 2.6x 10" 0.78x 10> |7
(x10°)
sr. wsp6t. | 0.152 1.7 9 0.26 78 7
(x10°)

Tab. 88 Stezenie poczatkowe i kohcowe wyselekcjonowanych szczepdw klinicznych S.aureus

(CFU/ml). Wspotczynnik ilosciowy stez. konc./stez. poczatk. wybranych

szczepow Klinicznych — komérki endotelialne c.d.
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Tab. 89 Szczepy najbardziej i najmniej inwazyjne — komoérki endotelialne.

I I

Lp nr sr. Lp nr sr.

szczepu |wspoétczynnik szczepu |wspotczynnik
1 8 300 1 4 305
2 42 300 2 42 98
3 20 170 3 5 88
4 4 125 4 72 78
5 1 80 5 8 31
6 78 30 6 20 14,1
7 72 15 7 1 13
8 59 12,5 8 59 9
9 5 6 9 78 7
10 48 5,8 10 12 6,92
11 53 3 11 48 4,1
12 58 2 12 58 1,7
13 3 0,33 13 3 1,32
14 63 0,181 14 26 0,653
15 12 0,153 15 63 0,26
16 26 0,12 16 53 0,152

Szczepy
najbardziej inwazyjne | najmniej inwazyjne
4,42 3, 26, 63

Tab 90. Wyselekcjonowane szczepy kliniczne - najbardziej i najmniej inwazyjne szczepy
komorki endotelialne.

W doswiadczeniu zaobserwowano inwazje wyselekcjonowanych szczepow klinicznych
do komorek endotelialnych.

Inwazja gronkowcéw na komérki Caco-2 nastepowata przy stezeniu 10°-10° CFU/m.
Do najbardziej inwazyjnych szczepow gronkowcowych po inkubacji z komérek
endotelialnych nalezg szczepy nr: 4 (K, K! R), 42 (K}, K! R).

Do najmniej inwazyjnych szczepdw gronkowcowych po inkubacji z komérkami Caco-2
nalezg szczepy nr: 3 (R, K* R)), 26 (K;, K=R), 63 (K, K! R).
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4.10 Ocena wptywu inhibitora kinaz tyrozynowych - genistyny (GS) na inwazje
Staphylococcus aureus typu dzikiego (25923), mutanta (10832) z ATCC

oraz Salmonella enteritidis (kom. Caco-2 10-11 PC).

W doswiadczeniu przeprowadzono preinkubacje z genistyng, ktéra powinna
zahamowac inwazje S. aureus typu dzikiego WT oraz mutanta MT, natomiast nie

powinna wptyng¢ na efektywnos¢ inwazji S. enteritidis, ktéra stanowi pozytywnag

kontrole.
Rodzaj Kontrola WT
szczepu

-GS (25nM) |[+GS - GS +GS
Stez. konc. [1) 0 3) 0 7) (10%) 1 9)0
po dod. -1
+ gent. 2) 0 4) 0 8) (101 6 10) 0
(100 ng/ml)
Stez. konc. [5) 0 11) (10°) 44
bez dod. =
gent. 6) 0 12) (10°) 34
- gent.
Rodzaj MT S1400
szczepu

-GS (25nmM) |[+GS - GS +GS
Stez. konc. [13) (101 4 15) 0 19) (10™) 1 21) (10°) 1
po dod. 1 5 -5
+ gent, 14) (101 2 16) 0 20) (10°) 1 22) (10%) 2
(100 ng/ml)
Stez. koAc. |17) (10™) 30 23) (10™) 88
bez dod. 5 5
gent. 18) (10) 42 24) (10°) 68
- gent.

Tab. 91 llo$¢ koloni szczepéw WT, MT i S1400 przy rozcienczeniu 10™- 107
w doswiadczeniu z genistyna.
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Stezenie poczatkowe:

llo$¢é kolonii WT przy rozcieAczeniu 10”7 - 3 kolonie, WT = 3 x 10® CFU/ml
llo$¢ kolonii MT przy rozcieficzeniu 10® - 2 kolonie, MT = 2 x 10'® CFU/m

llo$¢ kolonii S1400 przy rozcienczeniu 10® - 2 kolonie, S1400 = 2 x 10 CFU/m

Rodzaj Kontrola WT
szczepu

-GS (25nmM) |[+GS - GS +GS
Stez. konc. |7) O 9) 0 7)5° 10* 9)0
po dod. . a3
+ gent. 8) 0 10)0 8)3° 10 10)0
(100 ng/ml)
Stez. konc. [11)0 11)2,2° 10°
bez dod. e
gent. 12)0 12)1,7° 10
- gent.

MT S1400

-GS (25nmv) |[+GS - GS +GS
Stez. konc.  [13)2 " 10° 15)0 19) 5 10° 21) 57 10°
po dod. 3 , .
+ gent, 14))1° 10® |17) 0 20))5° 10° [22)1” 10’
(100 ng/ml)
Stez. konc.  [17))1,5° 10° 23)4,4° 10°
bez dod. . 8 s a6
gent. 18))2,1° 10 24)3,4° 10
- gent.

Tab. 92 Stezenie koncowe szczepéw WT, MT i S1400 (CFU/ml) w doswiadczeniu
Z genistyng. Zaznaczono wptyw genistyny na stezenie koncowe szczepow.

Preinkubacja komorek z inhibitorem kinaz tyrozynowych — genistyny uniemozliwita
inwazje gronkowcow WT i MT do komérek Caco-2, natomiast genistyna nie wptyneta
na inwazje S. enteritidis. Inwazja Salmonella enteritidis na komorki Caco-2
nastepowata przy stezeniu 2~ 10'° CFU/ml. Szczep S. enteritidis dokonat inwazji

na komorki epitelialne osiagajac stezenie 10°-10" CFU/mI.
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4. Wyniki

Zaobserwowano rowniez adherencje szczepow: S. aureus WT, MT i S. enteritidis
S1400. Adherencja nastapita przy stezeniu: 3 x 10 CFU/ml dla WT, 2 x 10'°
CFU/ml dla MT i S1400. Na powierzchni komérek pozostato 102 CFU/ml dla
wszystkich szczepow (WT, MT, S1400).
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4. Wyniki

4.11 Ocena wynikéw badania translokaciji bakteryjnej Staphylococcus aureus: typu
dzikiego (25923), mutanta (10832) z ATCC i Salmonella enteritidis oraz

wyselekcjonowanych szczepdéw klinicznych.

Badanie translokaciji bakteryjnej Staphylococcus aureus: typu dzikiego (25923),
mutanta (10832) z ATCC i Salmonella enteritidis (kom. Caco-2 — 5-6 PC).

Translokacja bakteryjna powinna przebiega¢ odmiennie u trzech w/w szczepow.
Typ dziki WT(25923), w zwigzku z jego matg inwazyjnoscig powinien miec jak
najmniejsze predyspozycje do translokacji, mutant MT (10832) z kolei, nie posiada
biatka A w warstwie peptydoglikanu, wiec w ogdle nie powinien ulega¢ translokacii,
natomiast Salmonella enteritidis (S1400) ulega jak najbardziej translokac;ji

bakteryjnej i w kolejnych doswiadczeniach stanowi pozytywng kontrole.

Rodzaj
szczepu

Kontrola

S1400

Nr

1 2

4

5

6

Gorna
komora —

stez. konc.

0 0

(10) 10

(10) 18

(10”) 14

Dolna
komora —

stez. konc.

(10°) 4

(10h 12
(109 1

(10 4

Rodzaj
szczepu

WT

MT

Nr

8 9

10

11

12

Gorna
komora —

stez. konc.

(10°) 7

(10) 17

(10) 21

(107) 14

(10°) 16

(10°) 25

Dolna
komora —

stez. konc.

(10% 4

0 (10% 6

(109 6

(10% 6

Tab. 93 llo$é koloni bakt. WT, MT i S1400 przy rozcienczeniu 10™ - 107° w translokacji

bakteryjnej.
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Stezenie poczatkowe:

llo$é kolonii WT przy rozcienczeniu 10®- 2 kolonie, WT = 2 x 10*° CFU/ml

llo$é kolonii MT przy rozcienczeniu 10 - 1 kolonia , MT = 1 x 10'° CFU/ml

llo$¢é kolonii S1400 przy rozcienczeniu 107 - 9 kolonie, S1400 = 0,9 x 10*° CFU/m

Rodzaj
szczepu

Kontrola

S1400

Nr (stez.
poczak. —
CFU/ml)

1 2

4 (0,9 x 10™)

5 (0,9 x 10™)

6 (0,9 x 10™)

Gorna
komora —
stez. konc.

5% 10’

0.9°

108

7x10’

Wspdt. il.
— Stez.
konc/stez.
poczatk.

55x 107

1 x

107

7,7 x10°3

Wspdt. il.
(109

5,5x 10°

1x 10°

7,7 x 10°

Dolna
komora—
stez. konc.

2x 107

5x 10°

2x10°

Wspdét. il.

2,2x 1073

5,5x 107

2,2 x10°

Wspdét. il.
(109

0 2,2 x10°

5,5 x 10*

2,2 x10°

Rodzaj
szczepu

WT

MT

Nr (stez.
poczatk —
CFU/ml)

7
(2x 10%)

8
(2x 10%)

9
(2x 10%)

10
(1x 10%)

11
(1 x 10"

12
(1 x 10"

Gorna
komora —
stez. konc.

3.5x10’

8.5x10’

1.05x10°

7x10’

8x10’

1.25x108

Wspot. il. —
Stez.
konc/stez.
poczatk.

1,75 x 1073

4,25 x 107

0,5 x 102

7 x10°

8 x 103

1,25 x 102

Wspdét. il.
(109

1,75 x 10°

4,25 x 10°

0,5 x 10°

7 x 10°

8 x 10°

1,25 x 10°

Dolna
komora —
stez. konc.

2x 10°

0

3x10?

3x10*

3x10?

Wspdt. il.

1x10°

1,5x10°%

3x10°

3x10°%

Wspdét. il.
(109

1

oo

15

3 x10°

oo

Tab. 94 Stezenie kohcowe szczepéw WT, MT i S1400 (CFU/ml) w translokacji bakteryjnej.
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4. Wyniki

Zaobserwowano zjawisko adherencji i translokacji bakteryjnej S. aureus WT, MT
S1400 przy stezeniu 10*° CFU/m.
Wiekszos¢ komorek bakteryjnych pozostato na powierzchni kom. Caco-2, natomiast
wielokrotnie mniej byto zdolnych do przemieszczenia sie pomiedzy lub przez komorki
epitelialne Caco-2.
Na powierzchni komérek Caco-2 pozostato 10”-10° CFU/ml S1400, WT i MT,
natomiast 10°-10’ CFU/ml S1400, 10 CFU/ml WT, 10%-10* CFU/ml MT ulegto
translokacji bakteryjne;.
Najwieksze predyspozycje do translokacji bakteryjnej posiada Salmonella enteritidis
(pozytywna kontrola), nastepnie S. aureus - MT, mutant oraz typ dziki WT.

Translokacja bakteryjna

S1400 > MT > WT

Zaskakujacy jest wynik, ze S. aureus - MT, mutant posiada wieksze predyspozycije

do translokacji od typu dzikiego WT, gdyz to by swiadczyto o tym, Zze nie biatko A
odgrywa istotng role w procesie translokaciji tylko inny nieznany czynnik.

Dalsze doswiadczenia powinny potwierdzic te hipoteze.

Badanie translokaciji bakteryjnej Staphylococcus aureus: typu dzikiego (25923),
mutanta (10832) z ATCC i Salmonella enteritidis (kom. Caco-2 — 18-19 PC).

Rodzaj Kontrola S1400
szczepu
Nr 1 2 3 4 5 6

Gorna 0 |0 |0 |[(@0° 7 |@0°7 (10°) 11
komora —
stez. konc.
Dolna 0 0 0 0 0 0
komora —
stez. konc.

Rodzaj WT MT
szczepu

Nr 7 8 9 10 11 12

Gorna (10°) 14 |10 5 (10°) 1 (10°) 11 [(10) 1 (10) 10
komora —
stez. konc.

Dolna 0 0 0 0 0 (10° 60
komora —
stez. konc.

Tab. 95 llo$¢ koloni bakt. WT, MT i S1400 przy rozcienczeniu 10" - 10w translokacji
bakteryjnej.
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Stezenie poczatkowe:

llo$¢é kolonii WT przy rozciefczeniu 107~ 3 kolonie, WT = 1,5 x 10° CFU/ml
llo$é kolonii MT przy rozcienczeniu 107 - 1 kolonia , MT = 5 x 10° CFU/m

llo$¢é kolonii S1400 przy rozcienczeniu 107 - 3 kolonie, S1400 = 1,5 x 10° CFU/m

Rodzaj K S1400
szczepu
Nr(stez. [1 |2 [3 |4(15x10° 5 (1,5 x 10°) 6 (1,5 x 10°)
poczak. —
CFU/ml)

Gérna 0 |o |0 |[3,5x10’ 3,5% 10’ 5,5x10’
komora —
stez. konc.
Dolna 0 0 0 0 0 0
komora —

stez. konc.

Rodzaj WT MT
szczepu

Nr (stez. |7 8 9 10 11 12
poczatk — |(1,5x10% |(1,5x10% |(1,5x10° | (1x10'%) |(1x10'%) |(1 x 10%)
CFU/ml)

Goérna 7x10’ 4x10° 5x10° 5,5x10’ 5,5x10° 5x10’
komora—
stez. konc.

Dolna 0 0 0 0 0 3x10°
komora—
stez. konc.

Tab. 96 Stezenie kohcowe szczepéw WT, MT i S1400 (CFU/ml) w translokacji bakteryjnej.

Zaobserwowano zjawisko adherencji S. aureus WT, MT S1400 przy stezeniu 10°-10°
CFU/ml oraz translokacje bakteryjng tylko w przypadku S. aureus MT.

(3x10° CFU/m). Stezenie 10° CFU/ml dla S1400 i WT nie byto wystarczajace do
rozpoczecia procesu translokacii, natomiast dla MT juz 108 CFU/ml byfo stezeniem
wystarczajgcym.

Poza tym do eksperymentu uzyto komorki, ktére znajdowaty sie w stadium 18-19 PC,
przez to komorki miaty utrudnione zadanie przedostania sie przez wiele warstw

komorek Caco-2.
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Badanie translokaciji bakteryjnej Staphylococcus aureus: typu dzikiego (25923),
mutanta (10832) z ATCC i Salmonella enteritidis (kom. Caco-2 — 7-8 PC, Transwell
poliestrowe - WT, MT, S1400 i poliweglowe — kontrola, WT, MT).

Ptytka wielodotkowa, dwukomorowa (Transwell poliestrowe)

Rodzaj WT WT MT MT S1400 S1400
szczepu
Nr 1 2 3 4 5 6

Goérna (10°) 42 | (10®°) 47 | (10®) 38 | (10®) 24 | (10°) 9 |(10°) 8
komora -
stez. konc.
Dolna 0 (10 8 |0 (101 13 |0 0
komora -
stez. konc.

Ptytka wielodotkowa, dwukomorowa (Transwell poliweglowe)

Rodzaj K K WT WT MT MT
szczepu

Nr 7 8 9 10 11 12

Gorna komora |0 0 (10°) 23  [(10°) 45 [(10°) 17 |[(10°) 13
- stez. konc.

Dolna komora | 0 0 0 (10° 28 0 (10° 9
- stez. konc.

Tab. 97 llo$é koloni bakt. WT, MT i S1400 przy rozcienczeniu 10°- 10 w translokacji
bakteryjnej (Transwell poliestrowe i poliweglowe).

Stezenie poczatkowe:
llo$é kolonii WT przy rozcienczeniu 10®8-  1kolonia, WT = 1 x 10*° CFU/m

llo$é kolonii MT przy rozcienczeniu 10 - 1 kolonia , MT = 1 x 10'° CFU/ml

llo$¢é kolonii S1400 przy rozcienczeniu 107 - 4 kolonie, S1400 = 4 x 10® CFU/m
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4. Wyniki

Ptytka wielodotkowa, dwukomorowa (Transwell poliestrowe)

WT WT MT MT S1400 S1400
Nr (stez. 1) 2) 3) 4) 5) 6)
poczatk. 1 x 10" 1 x 10" 1 x 10" 1 x 10" 4 x 10® 4 x 10®
CFU/ml)
Gorna 21 10® |2,35x10° 1,9x10° [1,2x10° [4,5%x10" [4x10’
komora
Wspét.il. - [ 2,17 102 |2,35x10% |1,9x10% |1,2x10° |1,1x10" |1x10"
stez.
konc/stez.
poczatk.
Wspot. il. 2,17 10° |2,35x10° 1,97 10° | 1,2x10° 1,1x10° 1,1x10°
(10"
WT WT MT MT S1400 S1400
Dolna 0 4 x10° 0 6,5x10° |0 0
komora
Wspét.il. - |0 4 x10” 0 6,5x10" |0 0
stez.
konc/stez.
poczatk
Wspot. il. 0 4 0 6,5 0 0
(10"
Plytka wielodotkowa, dwukomorowa (Transwell poliweglowe)
K| K WT WT MT MT
Nr (stez. poczatk. 7) 18) |9) 10) 11) 12)
CFU/ml) 1 x 10 1 x 10"° 1 x 10"° 1 x 10"°
Go6rna komora 0 |0 [15x10° [225x10° [85x10" |[6,5x 10’
Wspot. il. - 0 [0 [15x10° [2,25x10% |85x10° |6,5x%x107
stez. konc/stez.
poczatk
Wsp6t. il. ( 107) 0 |0 [15x10° [2,25x10° |85x10° |6,5x 10
Dolna komora o |0 |0 1,4 x 10° 0 2 x10°
Wspot. il. - 0 [0 [0 1,4 x 107 0 2x107
stez. konc/stez.
poczatk
Wsp6t. il. (" 107) 0 [0 |0 1,4 0 2

Tab. 98 Stezenie koncowe szczepow WT, MT i S1400 (CFU/ml) w translokacji bakteryjnej
(Transwell poliestrowe i poliweglowe).
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4. Wyniki

Zaobserwowano zjawisko adherencji bakteryjnej S. aureus WT, MT S1400 przy
stezeniu 10*° CFU/ml dla WT i MT i 108 CFU/ml dla S1400.
Na powierzchni komérek Caco-2 pozostato 10° CFU/ml S1400 oraz 10’-10% CFU/m
WT i MT. Najwieksze predyspozycje do adherencji ma S. eneritidis, nastepnie WT
oraz MT.
Zaobserwowano réwniez zjawisko translokacji bakteryjnej u szczepow S. aureus WT,
MT przy w/w stezeniu, natomiast stezenie 10° CFU/ml dla S1400 nie byto
wystarczajgce do rozpoczecia procesu translokacii.
10° CFU/ml kom. bakt. WT i MT ulegto translokacji bakteryjnej, z tym ze szczep MT
wykazywat silniejszg tendencje do przemieszczenia sie pomiedzy lub przez kom.
Caco-2.

Translokacja bakteryjna

MT > WT

Typ naczyn hodowlanych uzytych w doswiadczeniu, a $cislej ich sktadniki, z ktérych
zostaty wytworzone nie wptynat na wynik doswiadczenia.

Podsumowanie

Translokacja bakteryjna dla szczepow: S. enteritidis (S1400), S.aureus (WT) i (MT)
nastepowata przy stezeniu 10'° CFU/ml oraz 10° CFU/ml dla MT, natomiast nie
nastepowata przy stezeniu 10° CFU/ml dla WT oraz 10 —10° CFU/ml dla S1400.
Wg w/w przeprowadzonych doswiadczen wynika, ze S.aureus (MT) wykazywat
najwieksze tendencje do translokacji bakteryjnej, wieksze nawet od szczepu

S. enteritidis (S1400), ktéry wymagat wyzszego stezenia do procesu translokaciji.
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4. Wyniki

Badanie translokaciji bakteryjnej wyselekcjonowanych szczepéw klinicznych:

4.5, 8,20,53,59 (kom. Caco-2 — 16-17 PC), dwie proby (a, b).

Nrszczepu | 4 K, (K1R) 5K; (K=R) 8 K, (KIR)
Stezenie (10") 40 (10%) 5 (10") 6
poczatk.

Gorna a) (10° 42 |a) (10> 60 |a) (107°) 6
komora - b) (10%) 3 b) (10°) 80 |b) (107 3
stez. konc.

Dolna 0 a) (10% 8 0

komora - (aoh 1

stez. konc.

Nr szczepu | 20 K; (K=R) 53 Kj (K=R) | 590 (K=R=0)
Stezenie (107%) 2 (10°) 23 (107") 3
poczatk.

Gorna a) (107 6 a) (10°) 22 |a) (10™) 120
komora - b) (10?5 b) (10°) 34 |b) (10®) 150
stez. konc.

Dolna 0 0 0

komora -

stez. konc.

Tab. 99 llos¢ koloni bakt. wyselekcjonowanych szczepow klinicznych przy rozciehczeniu

10% 10°® w translokacji bakteryjnej.

stez. konc.

Nr szczepu 4K, (KIR) 5K; (K=R) 8 K, (KIR)

stez. poczatk.

(CFU/ml) 2 x10" 2,5 x 10" 3x10°

Gorna komora- |a) 9° 10’ a) 3x10° a) 3x10°

Stez. koAc. b) 1,5 10° b) 4 x10° b) 1,5x10°

Wspot. il. a)4,5°10° |a) 1,2x10° |a) 1x10"

Stez. konc/stez. | p)0,75°10° |b) 1,6x10% |b) 0,5x10*

poczatk.

Wspét. il. (10°) |a) 4,57 10° |a) 1,2 x10° a) 1~ 10
b) 0,75 b) 1,6 x10° |p) 0,5° 10"

Wsp6t. il. ($r) 225 1400 7,5

Dolna komora— | 0 a) 5 x 10° 0

Tab. 100 Stezenie koncowe szczepdéw wyselekcjonowanych szczepéw klinicznych (CFU/m)
w translokacji bakteryjne;j.
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4. Wyniki

stez. konc.

Nr szczepu 20 Ki (K=R) 53 Ki (K=R) 59 O (K=R=0)

stez. poczatk.

(CFU/ml) 1 x 10%° 1,5 x 10° 1,5 x 10°

Gorna komora - | a) 3 x 10° a) 1,1x10° |a) 6x 10°

Stez. konc. b) 2,5 x10* |b) 1,7x10° |b) 7,5 x 10°

WSspot. il. a)3x10* |a)0,73x10" [a)4 x 10™

Stez. konc/stez. | p) 2,5 x 10* | b) 1,1 x 10° | b) 5 x 10

poczatk.

Wspét. il. (10%) [a)3x 10" |a) 0,73 x10* |a) 4 x 10*
b) 2.5 x 10" | b) 1,1 x 10* | b) 5 x 10*

Wsp6t. il. (r) 15 4200 45000

Dolna komora — 0 0 0

Tab. 100 Stezenie koncowe szczepdéw wyselekcjonowanych szczepéw klinicznych (CFU/m)
w translokacji bakteryjne;j.

Zaobserwowano zjawisko inwazji bakteryjnej (dzieki zastosowaniu lizostafiny po

inkubacji komorek i bakterii) wyselekcjonowanych szczepdw klinicznych

(4, 5, 8, 20, 53, 59) przy stezeniu 10°-10'° CFU/mI, natomiast nie zaobserwowano

translokacji bakteryjnej szczepow klinicznych z wyjatkiem szczepu nr 5 (K; , K=R).

Do najbardziej inwazyjnych szczepow nalezg szczepy nr: 59 (O; K=R=0),

53 (Ki:K=R) , 5 (Ki; K=R) , 4 (K; K R). Do najmniej inwazyjnych szczepow nalezg

szczepy nr: 20 (Ki; K=R) i 8 (K;;K* R).
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5. DYSKUSJA

Gronkowiec ztocisty Staphylococcus aureus jest jednym z najczesciej izolowanych
drobnoustrojéw zaréwno w przypadku zakazen szpitalnych jak i poza szpitalnych
(44). Drobnoustréj ten ma wiele mechanizmoéw zjadliwosci, ktére powoduja,

ze wywotane przez niego zakazenia o ciezkim przebiegu sg szczegolnie
niebezpieczne dla Wigzanie sie struktur powierzchniowych gronkowca ztocistego

z biatkami surowicy i tzw. zdrowia i zycia pacjentow. biatkami zewnatrzkomorkowej
macierzy, umozliwia przyleganie komorek bakteryjnych do tkanek zywiciela i ich
kolonizacje. Wytwarzanie przez Staphylococcus aureus duzej liczby produktéw poza
komorkowo, wykazujacych przy tym silne dziatanie biologiczne o charakterze
enzymow i toksyn (katalaza, koagulaza, hemolizyny a, B, 6, enterotoksyny

i leukocydyny), pozwala mu tatwo wnikac¢ do organizmu gospodarza, kolonizowac
tkanki oraz je uszkadzac (91).

Dodatkowym mechanizmem pozwalajgcym komoérkom Staphylococcus aureus na
utrzymanie sie w srodowisku szpitalnym jest jego opornosc na leki
przeciwbakteryjne. Szczepy obecnie izolowane od chorych hospitalizowanych sg
oporne na wiekszosc¢ lekdéw przeciwgronkowcowych, do niedawna jeszcze
skutecznych. Ponadto dysponujg r6znymi kodowanymi chromosomalnie badz na
plazmidach mechanizmami opornosci (92).

Jednym z najpowazniejszych problemow klinicznych ostatnich lat sg zakazenia,
przede wszystkim zakazenia krwi wywotane przez szczepy gronkowca ztocistego
opornego na metycyline — MRSA. U chorych oparzonych szczepy MRSA sg
najczesciej izolowane z krwi, obok pateczek Gram (-) Acinetobacter baumanii, ktére
rowniez charakteryzujg sie licznymi mechanizmami opornosci i niewrazliwoscig na
powszechnie stosowane antybiotyki (57).

Obowigzujace dotychczas teorie zaktadaty, ze pierwotnym ogniskiem zakazenia
uogolnionego u chorych po urazie termicznym jest kontaminacja rany oparzeniowej,
w jej nastepstwie dochodzi do zakazenia, a po pokonaniu barier ochronnych
mikroorganizmy wnikajg do krwioobiegu (12, 46, 99).

Z ostatnich badan jednak wynika, ze szczepy wyizolowane z rany oparzeniowej

i krwi roznity sie pod wzgledem fenotypowym i genotypowym (30). Mozna zatozyc¢,
ze do zakazenia uogolnionego moze dochodzi¢ na innej drodze w wyniku

translokacji bakteryjne;.
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5. Dyskusja

Zrodtem zakazenia w takim przypadku staje sie przewdd pokarmowy chorych po
urazie termicznym.

Hipoteza powyzsza, stata sie punktem wyjscia do mojej pracy doktorskiej.

W badaniach wtasnych najczesciej izolowanym gronkowcem byt szczep
metycylinooporny MRSA (62,3%).

Szczepy gronkowcowe wyizolowano gtownie z krwi (53,2%), pozostate uzyskano

z ran (40,3% i tylko 5 (6,5%) z odbytu. Wyizolowanie gronkowca z odbytu stato sie
trudnym zadaniem. Zdecydowano sie na jedyng mozliwg do wykonania metode
pobrania materiatu jakim byt gteboki wymaz z odbytu. Do translokacji bakteryjnej
dochodzi w jelicie cienkim, kretym, w zwigzku z tym do korncowego odcinka
przewodu pokarmowego docierajg Sladowe ilosci komdrek bakteryjnych, tym bardziej
gronkowca, ktory nie jest zaliczany do naturalnej mikroflory jelita.

Izolacja gronkowca od chorych po urazie termicznym réwnoczesnie z rany, Krwi

i odbytu (R-K-O) stata sie prawie niemozliwa ze wzgledu na niska liczebnosé
przypadkéw i trudnosci w wykonaniu (pacjentéw takich znalazto sie tylko dwoch).
Wstepne zatozenie musiato szybko ulec modyfikacji. Najwiecej udato sie wyizolowaé
szczepow z rany i krwi (R-K) od 17 pacjentow , z krwi i odbytu (K-O) byt tylko jeden
przypadek.

Najbardziej idealny uktad do badania translokacji bakteryjnej wystepuje wtedy, gdy
stwierdzi sie wystepowanie szczepow niespokrewnionych z krwi i rany oraz
potwierdzi sie jednoczesnie podobienstwo fenotypowe i genotypowe szczepdw
pochodzacych z krwi i jelit.

Wszystkie te uktady poddano analizie fenotypowej, genotypowej i zbadano
mechanizm translokacji bakteryjnej na wybranych szczepach klinicznych.

W celu analizy fenotypowej szczepow wyizolowanych z rany i krwi poréwnano ich
profile opornosci, antybiogramy. Profile opornosci byty r6zne u 12 pacjentow

(13 antybiograméw — 81,25%) oraz identyczne tylko u 3 pacjentow (18,75%).

W dalszym etapie przeprowadzono analize genotypowg w/w szczepdw, ktéra
potwierdzita zaobserwowane roznice.

Stwierdzono wystepowanie szczepow niespokrewnionych z krwi i rany u jednego
pacjenta, a takze wykazano podobienstwo genotypowe szczepdw pochodzacych

z krwi i jelit.
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Powyzsze obserwacje stanowity podstawe do dalszych badan okreslenia zjadliwosci
szczepbw poprzez zbadanie adherencii, inwazji oraz translokacji bakteryjnej
gronkowcow in vitro przy uzyciu komorek epitelialnych i endotelialnych.

Adherencja jest pierwszym etapem translokacji bakteryjnej niezaleznie od tego

czy translokacja jest transcelularna (przez komorki epitelialne) czy tez paracelularna
(pomiedzy komdérkami). Inwazja z kolei jest etapem posrednim w translokacji
transcelularnej.

W przeprowadzonych doswiadczeniach wtasnych badano adherencje, inwazje

i translokacje bakteryjng szczepow: S. aureus typu dzikiego WT , mutanta MT, ktore
stanowity szczepy wzorcowe oraz Salmonella enteritidis S1400 szczepu uzywanego
jako pozytywna kontrola i wyselekcjonowanych szczepow klinicznych.

Nastepnie badano wptyw tych interakcji na akumulacje transkryptow cytokin IL-8

i TNF-a oraz wptywu inhibitora kinaz tyrozynowych na inwazje S. aureus (WT, MT).
Badanie adherencji i inwazji rozpoczeto od szczepdw Staphylococcus aureus — typu
dzikiego (25923), mutanta (10832) z ATCC,oraz Salmonella enteritidis na komorki
Caco-2.

Komorki Caco-2 wykorzystane do doswiadczenia to komoérki nowotworowe,
gruczalakoraka ludzkiego okreznicy (adenocarcinoma), charakteryzujg sie
intensywnymi podziatami komérkowymi i utratg tzw. zahamowania kontaktowego
(87).

Komorki Caco-2 sg idealnym modelem do badania mechanizmow translokacii
bakteryjnej ze wzgledu na podobienstwo do ludzkich enterocytéw. Komorki posiadajg
powierzchnie apikalng i bazolateralng, ktére odpowiadajg powierzchni od strony
Swiatta jelita i naczyn krwionosnych. Poza tym w sktad komérek Caco-2 wchodzag
obwddki zamykajace (“tight junctions”) oraz rgbek szczoteczkowy (“brush border”)
(122).

Do pierwszej czesci badan zostat wybrany gronkowiec ztocisty, typ dziki WT (25923)
z ATCC, ze wzgledu na jego uczestnictwo w inwazji na komorki epitelialne.
Zasadnicza role w inwazji odgrywa biatko A (78).

Biatko A jest biatkiem powierzchniowym, ktore jest kowalencyjnie zwigzane

z warstwg peptydoglikanu u ponad 90% S. aureus (71).

Biatko A wigze region F. czgsteczek IgG, uniemozliwiajgc wigzanie swoistych
przeciwciat do komérek gronkowcow i blokujgc opsonizacje.

222



5. Dyskusja

Immunoglobuliny zwigzane przez biatko A aktywujg jednak dopetniacz, co przyczynia
sie do powstania silnej reakcji zapalnej (71).

Do dalszych badan w celu poréwnawczym wybrano mutanta MT (10832), ktory biatka
A nie posiada.

Adherencja wszystkich szczepéw byta na podobnym poziomie - 10%-10'° CFU/m,
natomiast wystapity pewne roéznice w inwazji w/w szczepow.

S. enteritidis dokonata inwazji z najwiekszg efektywnoscia, osiggajac stezenie —
10°-10° CFU/mI, typ dziki i mutant natomiast osiagnat stezenie— 10%-10* CFU/m.
Po zbadaniu adherencji i inwazji na szczepach wzorcowych (WT, MT) i pozytywnej
kontroli (S1400) dokonano selekcji szczepow klinicznych. Podstawg selekcji byty
wyniki analizy genotypowej. Najlepszy uktad do badania byt wtedy gdy szczepy

z krwi i odbytu nie roznity sie pod wzgledem genotypowym lub szczepy z krwi i rany
byty ze sobg niespokrewnione. W zwigzku z tym pod uwage wzieto szczepy
wyizolowane z odbytu (zrodto translokacji) oraz krwi gdzie byt rozny ich wzor
restrykcyjny PFGE. W celu poréwnawczym uzyto szczepy gronkowca wyizolowane
z krwi, ktére byty identyczne pod wzgledem genotypowym ze szczepami
wyizolowanymi z rany.

Inwazje wyselekcjonowanych szczepow klinicznych badano na komérkach
epitelialnych i endotelialnych.

Zgodnie z oczekiwaniami najwieksze predyspozycje do inwazji na komoérki Caco-2
majg szczepy wyizolowane z odbytu, gdzie wzory restrykcyjne szczepow
wyizolowanych z odbytu i krwi jednego pacjenta sg identyczne (O=K) oraz szczepy
wyizolowane z krwi, ktore sg r6zne pod wzgledem genotypowym ze szczepem
wyizolowanym z rany.

Mimo tego, ze Staphylococcus aureus jest zaliczany do zewngtrzkomoérkowych
patogendéw (49) to zar6wno starsze jak i nowsze badania podwazajg to twierdzenie.
Dostarczajg one dowody na internalizacje (inwazje) gronkowca ztocistego in vitro
przez komorki, ktore nie posiadajg typowych wtasciwosci fagocytarnych. Do tych
komdérek mozna zaliczy¢: komérki endotelialne, fibroblasty , osteoklasty, osteoblasty,
komorki epitelialne iinne (5, 11, 68, 72, 75, 76, 91, 101, 111).

Przed inwazjg do komorki nastepuje adherencja bakterii (S. aureus)

do komorki gospodarza dzieki adhezynom MSCRAMM (Microbial Surface
Components Recognasing Adhesive Matrix Molecules), ktére wigzg sie specyficznie

z sktadnikami zewnatrzkomorkowej macierzy: kolagenem, fiborynogenem
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i fibronektyna (51, 114). Proces internalizacji do komérki eukariotycznej (linie
komérek: nerkowych, endotelialnych, fibroblasty) utatwia biatko wigzace fibronektyng
(FnBP- fibronectin-binding protein). Fibronektyna petni role molekularnego pomostu
taczacego FnBP z integryng asb; na powierzchni ludzkich komérek. (135)
Internalizacja gronkowca ztocistego jest mozliwa dzieki transdukcji sygnatu,
uaktywnieniu kinaz tyrozynowych oraz reorganizacji cytoszkieletu (45).

S. aureus, ktory ulegt internalizacji jest otoczony btong komérkowa i jest zamkniety
w wakuoli. Ruch wewnatrz komorki gospodarza jest mozliwy dzieki polimeryzacji
aktyny (90). Niektére bakterie potrafia przedostac sie z fagosomu do cytoplazmy,
powodujac lize endosomalnej btony wakuoli (11). Gronkowiec ztocisty wewnatrz
komorki jest zdolny do replikacji i po zakohczonym procesie powoduje apoptoze
komorek epitelialnych ptuc (79).

Internalizacja S. aureus do komoérek endotelialnych powoduje uwalnianie sie
interleukin takich jak: IL-1, IL-6, IL-8 (150).

Z kolei internalizacja S. aureus do typowych komorek fagocytarnych takich jak
neutrofile przyczynia sie do rozwoju zakazenia (29, 64).

Badania in vitro juz z lat '50 i ‘60 dowodzg, ze gronkowiec ztocisty moze przezy¢
w neutrofilach bardzo dtugi okres czasu ( 80, 100, 128).

Nastepnym etapem badan wtasnych po inwazji S. aureus na komorki epitelialne
byto sprawdzenie czy dochodzi rowniez do inwazji wyselekcjonowanych szczepow
klinicznych S aureus na komorki endotelialne.

W doswiadczeniu zaobserwowano inwazje wyselekcjonowanych szczepow
klinicznych do komorek endotelialnych (normal human dermal microvascular
endithelial cells).

Inwazja gronkowcéw na komoérki nastepowata przy stezeniu 10”- 10° CFU/m

i dokonana byta przez szczepy S. aureus wyizolowane krwi, ktére byty

niespokrewnione ze szczepami rany.

W kolejnym etapie badan wtasnych okreslano wptyw interakcji pomiedzy komorkami
epitelialnymi i szczepami S. aureus (typ dzki WT i mutant MT) na akumulacje
transkryptéw cytokin IL-8 i TNF-a w zaleznosci od stezenia komdrek bakteryjnych

I czasu trwania inkubaciji.
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Badania prowadzono na komérkach, ktore byty na r6znych etapach hodowii.
Komorki, tworzyty pojedyncza, jednolitg warstwe komorek (monolayer).

W momencie kiedy komorki zetknety sie ze sobg btonami komorkowymi powstawaty
agragaty komérkowe — to stadium nazwano “confluent cells” (CC).

Uzywano nazwy angielskiej okreslajacej to stadium, ze wzgledu na mato precyzyjne
ttumaczenie na jezyk polski. “Confluent” oznacza zbiegajacy, zlewajacy sie”.

Kolejne etapy hodowli réznity sie miedzy sobg stopniem agregacji i wiekiem komoérek,
etap ten nazwano “post confluent cells” ( po etapie “confluent cells”) (PC).

W literaturze angielskiej rowniez uzywa sie tego okreslenia - “mature, confluent
enterocytes” (70).

Komorki Caco-2 wykorzystano w réznych stadiach przy “Ocenie akumulacii
transkryptéw cytokin IL-8 i TNF-a po inkubacji komérek Caco-2 z gronkowcem
ztocistym typem dzikim WT (25923) z ATCC w zaleznosci od stezenia komorek
bakteryjnych” .

Cytokiny wybrane do eksperymentu IL-8 i TNF-a nalezg do cytokin prozapalnych.
Pojawiajg sie one w wyniku odpowiedzi na zakazenie uszkodzonych tkanek (65).
TNF-a uczestniczy w inicjacji zapalenia, natomiast IL-8 w czasie podtrzymywania
zapalenia (65).

Ponadto oparzenie z zakazeniem (model zwierzecy) powoduje zwiekszenie poziomu
watrobowego mRNA dla TNF-a (97). Zakazenie bakteryjne jest konieczne do indukcji
TNF-a mRNA (124).

Nie jest jasne, czy mikroorganizmy z rany oparzeniowej, czy bakterie w procesie

translokacji powodujg zwiekszenie poziomu watrobowego mRNA dla TNF-a (77).

Ocenie akumulacji transkryptow cytokin stuzy metoda RT-PCR (Reverse
Transcriptase Polymerase Chain Reaction) dzieki niej wykryto podstawowy poziom
transkryptu cytokin : IL-8 i TNF-a oraz zaobserwowano jego przyrost w komorkach
stymulowanych.

Z przeprowadzonych badan wtasnych wynika, ze zaobserwowano tendencje
malejacg w przyroscie transkryptu cytokin IL-8 i TNF-a zaréwno dla komérek

w stadium CC jak i PC.

Najwyzsza akumulacja transkryptow nastepowata dla najwiekszych stezen komaérek
bakteryjnych. Dla komérek w stadium PC stezenie bakterii: 10°, 108, 10° CFU/ml byto
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sygnatem do rozpoczecia transkrypcji, natomiast dla komoérek w stadium CC juz
stezenie 10° bylo sygnatem wystarczajacym do rozpoczecia transkrypcii.

Kolejnym etapem badan wtasnych byto poréwnanie akumulacji transkryptow IL-8

i TNF-a u gronkowca, typu dzikiego WT i mutanta MT (10832) z ATCC po 2-3
godzinnej inkubacji z komérkami Caco-2.

Gronkowiec MT nie posiada biatka powierzchniowego A , charakterystycznego dla
S. aureus.

Z powyzszych badan wynika, ze szczep gronkowca ztocistego nie posiadajgcy
biatka A wywotywat akumulacje trankryptu IL-8 i TNF-a przy nizszym stezeniu niz typ
dziki WT. Dolng granicg dla szczepu dzikiego WT w pierwszym przypadku byto
stezenie 10’ CFU/mI, dla mutanta — 10° oraz w drugim przypadku: dla WT 10% i MT
10°.

Zatem produkcja cytokin IL-8 i TNF-a po wptywem szczepu MT nie byta uzalezniona

od biatka A tylko od innego czynnika.

Dalszym etapem tej czesci badan wlasnych byta ocena akumulacji transkryptéw
cytokin po inkubacji komorek Caco-2 z gronkowcem ztocistym typem dzikim WT

w zaleznosci od czasu trwania inkubacji. Wyjsciowe stezenie komorek bakteryjnych
10" CFU/m.

W komorkach Caco-2 po 1, 2, 3i 4 godzinnej inkubacji z gronkowcem ztocistym WT
transkrypcja IL-8 i TNFa byta szybka i prowadzita do akumulacji mRNA.
Zaobserwowano najwyzszy przyrost transkryptéw po uptywie 4 godz. i najnizszy po

1 godz. inkubaciji.

Dla IL-8 i TNF-a transkrypcja byta znacznie szybsza po uptywie 3 godz w poréwnaniu
z 1 godz. po inkubacji z gronkowcem WT.

Podsumowujac doswiadczenie z akumulacja transkryptu cytokin IL-8 i TNF-a mozna
stwierdzi¢, ze transkrypcja cytokin w komorkach Caco-2 odbywa sie na pewien
okreslony sygnat, w tym przypadku byta to inwazja czy adherencja gronkowca do
komaorek epitelialnych.

Nie jest obojetne ani stezenie ani typ gronkowca (WT, MT) uzywanego do inkubaciji.
Zazwyczaj wyzsze stezenie indukuje produkcje cytokin IL-8 | TNF-a 10°-10” a nawet
10*? dla WT, a dla mutanta wystarczy nawet 10° CFU/ml.
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W miare obnizania stezenia gronkowca zaréwno typu dzikiego WT jaki i mutanta MT
obserwuije sie tendencje malejaca. Niskie stezenie 10°-10! jest niewystarczajace do
rozpoczecia transkrypcji cytokin.

Czas inkubacji rowniez odgrywa role w odpowiedzi na infekcje bakteryjng, w miare
uptywu czasu wzrasta poziom mRNA dla IL-8 i TNF-a, rowniez zaobserwowano

tendencje rosnaca.

Jak juz wspomniatam wczesniej w procesie inwazji (internalizacji) S. aureus
podstawowg role odgrywajg kinazy tyrozynowe, ktore zapoczatkowujg caty proces
(2).

Nastepne doswiadczenie z badan wtasnych potwierdzito w/w stwierdzenie.
Preinkubacja komorek z inhibitorem kinaz tyrozynowych — genistyny uniemozliwita
inwazje gronkowcow WT i MT do komérek Caco-2, natomiast genistyna nie wptyneta
na inwazje S. enteritidis. Inwazja Salmonella enteritidis na komorki Caco-2
nastepowata przy stezeniu 2~ 10'° CFU/ml. Szczep S. enteritidis dokonat inwazji na

komérki epitelialne osiagajac wysokie stezenie 10°-10" CFU/m.

Kolejnym etapem moich badan wtasnych byta czes¢ poswiecona translokacji
bakteryjnej: Staphylococcus aureus: typu dzikiego (25923), mutanta (10832) z ATCC
i Salmonella enteritidis (S1400) oraz wyselekcjonowanych szczepow klinicznych.

Translokacja bakteryjna dla szczepow: S. enteritidis (S1400), S.aureus (WT) i (MT)
nastepowata przy stezeniu 10'° CFU/ml oraz 10® CFU/ml dla MT, natomiast nie
nastepowata przy stezeniu 10° CFU/ml dla WT oraz 10® —10° CFU/ml dla S1400.
Wg w/w przeprowadzonych doswiadczen wynika, ze S.aureus (MT) wykazywat
najwieksze tendencje do translokacji bakteryjnej, wieksze nawet od szczepu

S. enteritidis (S1400), ktéry wymagat wyzszego stezenia do procesu translokaciji.

Nastepnie badano translokacje bakteryjng najbardziej i najmniej inwazyjnych
wyselekcjonowanych szczepdw klinicznych.

Zaobserwowano zjawisko inwazji bakteryjnej (dzieki zastosowaniu lizostafiny po
inkubacji komorek i bakterii) wyselekcjonowanych szczepéw klinicznych przy
stezeniu 10°-10'° CFU/ml, natomiast nie zaobserwowano translokaciji bakteryjnej
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szczepow klinicznych z wyjatkiem jednego szczepu nr 5 (K; , K=R) . Zastosowanie
lizostafiny, a takze komérek w stadium 16-17 dni PC, mogto uniemozliwi¢ zajscie
translokacji bakteryjnej. Lizostafina wyeliminowata bakterie z powierzchni jednolitej,
warstwy komorek Caco-2 (monolayer) , co uniemozliwito przedostanie pomiedzy
komodrkami do dolnej komory ptytki wielodotkowej-dwukomorowe;..

Ponadto nie zaobserwowano translokacji bakteryjnej ze wzgledu na stadium
komédrek Caco-2, w ktérym sie one znajdowaty -16-17 dni PC “post confluent”, by¢
moze komorki bakteryjne nie mogty przedostac sie przez wielowarstwowosé
komdérek Caco-2 oraz osiggnietg wysokg gestos¢ komdrkowg uzyskang po stadium
“confluent cells” (CC).

Ale najbardziej prawdopodobne jest to, ze nie zaobserwowano translokaciji
bakteryjnej wsrod szczepdw klinicznych, ze wzgledu na zdolno$¢ S. aureus do
pozostanie w komdrkach euakriotycznych in vitro nawet do 120 godzin (5 dni) po
inwazji (70).

Niewiele wiadomo natemat mechanizmu translokacji bakteryjnej, a szczegodlnie
u Staphylococcus aureus. Mozna znalez¢ pojedyncze doniesienia

o przeprowadzonych badaniach in vitro i in vivo gtéwnie w celu poréwnawczym,
okreslajgc najwieksza i najmniejszg efektywnosc¢ translokaciji poszczegoélnych
gatunkow bakterii.

Na podstawie tych badan mozna stwierdzié, ze jesli dochodzi do translokacji
gronkowcowej to odbywa sie ona z niewielkg efektywnoscig. Sprawdzono
efektywnos¢ translokacji S. epidermidis do MLN u gnotobiotycznych myszy oraz
S. aureus przez komorki Caco-2 (przy zastosowaniu ptytek wielodotkowych,
dwukomorowych) (15, 34).

W pierwszym badaniu (opisanym roéwniez we wstepie) najwiekszg predyspozycjg do
translokacji charakteryzuje sie Pseudomonas aeruginosa oraz wzgledne
beztlenowce z rodziny Enterobacteriaceae (Klebsiella pneumoniae, E. colii Proteus
mirabilis) nastepnie Srednig efektywnoscig charakteryzowaty sie bakterie Gram (+),
preferujgce warunki tlenowe takie jak Staphylococcus epidermidis, Lactobacillus

brevis. Bezwzgledne beztlenowce takie jak: Bacteroides fragilis,
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Bacteroides vulgatus i Fusobacterium russii sg najmniej efektywne w translokaciji
bakteryjnej (15).

W drugim doswiadczeniu otrzymano podobne wyniki. Efektywnos¢ translokacii
poszczegOlnych gatunkow wystgpita w nastepujacej kolejnosci: E. coli, Citrobacter
freundii, Enterococcus faecalis, Enterobacter aerogenes, Staphylococcus aureus

i Bacteroides fragilis (34).

Z powyzszych badan wynika, ze gronkowce majg mniejsze predyspozycje do
translokacji od pateczek wzglednie beztlenowych z rodziny Enterobacteriaceae
takich jak: Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli i Proteus mirabilis oraz wykazujg
wiekszg efektywnosc translokacji od bakterii bezwzglednie beztlenowych Bacteroides

fragilis i Fusobacterium russii.

Uzyskane wyniki stanowig punkt wyjscia do dalszych badan dotyczacych translokaciji
bakteryjnej

W zwigzku z tym mojg prace mozna zaliczy¢ do jednych z pionierskich w tym

wzgledzie i mam nadzieje, ze nastgpi kontynuacja tematu w przysztosci.
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. WNIOSKI

. Roznice genotypowe szczepdw wyizolowanych z krwi i rany potwierdzity
wczesniej wykazane roznice fenotypowe.

. Stwierdzono wystepowanie szczepOw niespokrewnionych z krwi i rany u jednego
pacjenta, a takze wykazano podobienstwo genotypowe szczepdw pochodzacych
z krwi i jelit.

. Internalizacja Staphylococcus aureus typu dzikiego WT (25923) i mutanta MT
(10832) przez komarki epitelialne: Caco-2 indukuje szybkg akumulacje
transkryptéw cytokin IL-8 i TNF-a w komorkach zalezng od stezenia bakterii
i czasu inkubaciji.

@ zaobserwowano tendencje malejacg w przyroscie transkryptu cytokin IL-8 i TNF-a

zaréwno dla komorek w stadium CC jak i PC w zaleznosci od stezenia komoérek

bakteryjnych.

@ dla komérek w stadium PC stezenie wyzsze bakterii: 10°, 108, 10’ CFU/ml byto

sygnatem do rozpoczecia transkrypcji, natomiast dla komoérek w stadium CC juz

stezenie 10° bylo sygnatem wystarczajacym do rozpoczecia transkrypcii.

@ niskie stezenie komorekj bakteryjnych 10°-10* CFU/ml jest nie wystarczajacym

sygnatem do rozpoczecia transkrypcji cytokin

@ szczep gronkowca ztocistego MT nie posiadajacy biatka A wywotywat akumulacje

trankryptu IL-8 i TNF-a przy nizszym stezeniu niz typ dziki WT

@ zaobserwowano tendencje rosnacg w przyroscie transkryptu cytokin IL-8 i TNF-a
dla komérek w stadium CC w zaleznosci od czasu inkubacji, najwyzszy przyrost
transkryptéw zaobserwowano po uptywie 4 godzin.

. Adherencja szczepow gronkowca ztocistego WT, MT, Salmonella enteritidis byta
wysoka i wyniosta: 108-10'° CFU/ml.

. Szczep Salmonella enteritidis dokonat inwazji z najwiekszg efektywnoscig
osiggajac stezenie 10°-10° CFU/ml, Staphylococcus aureus typ dziki i mutant —
10°%-10* CFU/ml.

. Najwieksze predyspozycje do inwazji na komorki Caco-2 majg szczepy kliniczne
wyizolowane z odbytu (O=K), gdzie wzory restrykcyjne szczepow wyizolowanych
z odbytu i krwi jednego pacjenta sg identyczne i szczepy wyizolowane
z krwi, ktore sg rozne pod wzgledem genotypowym ze szczepem wyizolowanym

z rany.

230



6. Wnioski

7. Inwazja komorek endotelialnych byta dokonana przez szczepy S. aureus
wyizolowane krwi chorych po urazie termicznym, ktére byty niespokrewnione
ze szczepami rany.

8. Preinkubacja komorek z inhibitorem kinaz tyrozynowych — genistyny
uniemozliwita inwazje gronkowcow WT i MT do komorek Caco-2, natomiast
genistyna nie wptyneta na inwazje S. enteritidis.

9. Translokacja bakteryjna dla szczepéw: S. enteritidis (S1400), S.aureus (WT)
i (MT) nastepowata przy stezeniu 10*° CFU/ml oraz 108 CFU/ml dla MT,
natomiast nie nastepowata przy stezeniu 10° CFU/ml dla WT oraz 10° —10°
CFU/ml dla S1400.

10. S.aureus (MT) wykazywat najwieksze tendencje do translokacji bakteryjnej,
wieksze nawet od szczepu S. enteritidis (S1400), ktory wymagat wyzszego
stezenia do procesu translokaciji.

11. Nie zaobserwowano translokacji bakteryjnej u gronkowcowych szczepdéw
klinicznych, prawdopodobnie ze wzgledu zdolnos$¢ szczepu S. aureus do
przebywania w komérce eukariotycznej nawet do 5 dni, czego nie uwzglednit

model badawczy.
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7. STRESZCZENIE.

7.1 Streszczenie w jezyku polskim.

Zakazenia szpitalne spowodowane przez Staphylococcus aureus zwlaszcza
szczepem metycylinoopornym sg bardzo trudne w leczeniu ze wzgledu na rosngcq
opornosc tych szczepow.

Pacjenci po urazie termicznym z rozlegta powierzchnig oparzenia sg szczegolnie
narazeni na réznego rodzaju infekcje, w tym na infekcje wywotane przez MRSA.
Do tej pory przyjmowano koncepcije, ze do zakazenia uogolnionego dochodzi

w wyniku kontaminacji rany oparzeniowej, nastepnie dochodzi do zakazenia rany,
co w konsekwencji prowadzi do wnikania mikroorganizméw do krwioobiegu.
Wiadomo, ze przewdd pokarmowy moze by¢ rezerwuarem dla opornych szczepoéw
gronkowca i by¢ moze w niektorych przypadkach do zakazenia krwi dochodzi nie

z rany pacjenta, ale wtasnie z przewodu pokarmowego w wyniku translokaciji
bakteryjne;.

Moja rozprawa doktorska stuzy wyjasnieniu mozliwosci wystgpienia tego zjawiska na

poziomie komérkowym.

Cele pracy

Analiza fenotypowa szczepdw

@ okreslenie czynnikow etiologicznych zakazen: ran, krwi i odbytu od pacjentow
hospitalizowanych na Oddziatach Leczenia Oparzen : z Centrum Leczenia
Oparzen w Siemianowicach Slaskich, Polsko-Amerykanskiego Instytutu Pediatrii
w Krakowie-Prokocimiu i Szpitala im. Rydygiera w Krakowie.

@ charakterystyka szczepOw: przynaleznos¢ gatunkowa, lekowrazliwosé,

oznaczanie Wzoroéw Opornosci.

Analiza genotypowa szczepow

@ wykazanie polimorfizmu dtugosci fragmentéw restrykcyjnych chromosomalnego
DNA metodg PFGE

@ okreslenie wzorow restrykcyjnych szczepow

@ poréwnanie wzorow restrykcyjnych PFGE szczep6w gronkowcowych
pochodzgcych z rany, krwi i odbytu
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Badanie mechanizmu translokacji bakteryjnej gronkowcdéw przez bariere sluzéwkowa

in vitro przy uzyciu komoérek epitelialnych i endotelialnych

%)

badanie interakcji komodrek Caco-2 z gronkowcem ztocistym (typ dziki, mutant)

w zaleznosci od stezenia komorek bakteryjnych i czasu trwania inkubacji — ocena
akumulaciji transkryptow cytokin IL-8, TNF-a przy uzyciu RT-PCR.

badanie adherenciji, inwazji gronkowcow — typu dzikiego (WT) i mutanta (MT),
Salmonella enteritidis (pozytywna kontrola) oraz wyselekcjonowanych szczepow
klinicznych przy uzyciu komoérek epitelialnych i endotelialnych

badanie wptywu inhibitora kinaz tyrozynowych na inwazje S. aureus - typu
dzikiego (WT) i mutanta (MT) oraz Salmonella enteritidis

badanie translokacji bakteryjnej gronkowcéw — typu dzikiego (WT) i mutanta (MT),
Salmonella enteritidis (pozytywna kontrola) oraz wyselekcjonowanych szczepow

klinicznych

Na podstawie przeprowadzonych badan wyciggnieto nastepujgce wnioski:

WNIOSKI

1.

RoOznice genotypowe szczepow wyizolowanych z krwi i rany potwierdzity
wczesniej wykazane roznice fenotypowe.

Stwierdzono wystepowanie szczepow niespokrewnionych z krwi i rany u jednego
pacjenta, a takze wykazano podobienstwo genotypowe szczepdw pochodzacych
z krwi i jelit.

Internalizacja Staphylococcus aureus typu dzikiego WT (25923) i mutanta MT
(10832) przez komorki epitelialne: Caco-2 indukuje szybkg akumulacje
transkryptéw cytokin IL-8 i TNF-a w komorkach zalezng od stezenia bakterii

i czasu inkubaciji.

zaobserwowano tendencje malejacg w przyroscie transkryptu cytokin IL-8 i TNF-a
zaréwno dla komorek w stadium CC jak i PC w zaleznosci od stezenia komoérek
bakteryjnych.

dla komérek w stadium PC stezenie wyzsze bakterii: 10°, 108, 10" CFU/ml byto
sygnatem do rozpoczecia transkrypcji, natomiast dla komoérek w stadium CC juz

stezenie 10° bylo sygnatem wystarczajacym do rozpoczecia transkrypcii.
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niskie stezenie komoérekj bakteryjnych 10°-10* CFU/ml jest nie wystarczajacym
sygnatem do rozpoczecia transkrypcji cytokin

szczep gronkowca ztocistego MT nie posiadajacy biatka A wywotywat akumulacje
trankryptu IL-8 i TNF-a przy nizszym stezeniu niz typ dziki WT

zaobserwowano tendencje rosnacg w przyroscie transkryptu cytokin IL-8 i TNF-a
dla komérek w stadium CC w zaleznos$ci od czasu inkubacji, najwyzszy przyrost
transkryptéw zaobserwowano po uptywie 4 godzin.

. Adherencja szczepow gronkowca ztocistego WT, MT, Salmonella enteritidis byta
wysoka i wyniosta: 108-10'° CFU/m.

. Szczep Salmonella enteritidis dokonat inwazji z najwiekszg efektywnoscig
osiggajac stezenie 10°-10° CFU/ml, Staphtylococcus aureus typ dziki i mutant —
10°%-10* CFU/ml.

. Najwieksze predyspozycje do inwazji na komorki Caco-2 majg szczepy kliniczne
wyizolowane z odbytu (O=K), gdzie wzory restrykcyjne szczepdw wyizolowanych
z odbytu i krwi jednego pacjenta sg identyczne i szczepy wyizolowane

z krwi, ktore sg r6zne pod wzgledem genotypowym ze szczepem wyizolowanym
Z rany.

. Inwazja komoérek endotelialnych byta dokonana przez szczepy S. aureus
wyizolowane krwi chorych po urazie termicznym, ktére byty niespokrewnione

ze szczepami rany.

. Preinkubacja komérek z inhibitorem kinaz tyrozynowych — genistyny
uniemozliwita inwazje gronkowcow WT i MT do komorek Caco-2, natomiast
genistyna nie wptyneta na inwazje S. enteritidis.

. Translokacja bakteryjna dla szczepéw: S. enteritidis (S1400), S.aureus (WT)

i (MT) nastepowata przy stezeniu 10*° CFU/ml oraz 108 CFU/ml dla MT,
natomiast nie nastepowata przy stezeniu 10° CFU/ml dla WT oraz 10° —10°
CFU/ml dla S1400.

10. S.aureus (MT) wykazywat najwieksze tendencje do translokacji bakteryjnej,

wieksze nawet od szczepu S. enteritidis (S1400), ktory wymagat wyzszego
stezenia do procesu translokaciji.

11. Nie zaobserwowano translokacji bakteryjnej u gronkowcowych szczepdéw

klinicznych, prawdopodonie ze wzgledu zdolnos¢ szczepu S. aureus do
przebywania w komérce eukariotycznej nawet do 5 dni, czego nie uwzglednit
model badawczy.
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7.2 Streszczenie w jezyku angielskim.

“The research of possibility bacterial translocation of Staphylococcus aureus in

burn-injury patients”

Nosocomial infections are a very serious problem in contemporary medicine. This
kind of infection manifests in patients during hospital confinement or following
hospital discharge. Patients display characteristic clinical symptoms, which are
confirmed by microbiological tests.

Nosocomial infections are categorised as exogenous and endogenous.

Exogenous infections orginate from other patients or from the hospital environment.
Endogenous infections establish as a result of disturbance of bacterial microflora in
the intestine.

The mucus membrane of intestine in healthy individuals should protect from the
pathogens and their endotoxins. When this function is disrupted, the indigenous
bacteria or their endotoxins pass from the gastrointestinal tract to the extraintestinal
sites, including the mesentric lymph-node complex, liver, spleen and bloodstream.
This process is referred to as bacterial translocation and can induce sepsis.

Three major mechanisms promote bacterial translocation; intestinal bacterial
overgrowth, deficiencies in host immune defenses and increased permeability
following damage to the intestinal mucosal barrier caused by immunosuppresion,
thermal injury, chemotherapy, antibiotictherapy, malnutrition, bowel obstruction

and starvation. Thermal injury impairs host immune defenses and damages the
physical barrier properties of the intestinal mucosa.

The Gram-positive microorganism Staphylococcus aureus is a common cause

of nosocomial infections and this microbe is increasingly difficult to eradicate.
Previously it had been suggested that different phenotypes of Staphylococcus can
co-exist in microenvironments, which under appropiate conditions, can induce local
or general systemic, contagious infections.

Valid theories proposed thus far are that sepsis (penetration microbes to blood
circulation) arises in burn-injury patients as a result of contamination of the scald

or wound following conquest of defensive barriers. The observation that bacterial
strains isolated from the scald are phenotypically and genotypically distinct from

the strains in the blood of infected patients presents an additional possiblity
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or hypothesis; namley that some invasive strains of Staphylococcus aureus can pass
from the intestinal lumen to the extraintestinal sites.

Little is known about the mechanisms involved in bacterial translocation from

the intestinal lumen to extraintestinal sites although it is known that Staphylococcus
aureus can colonize the intestinal tract thereby presenting a potential resevoir for
antibiotic resistant Staphylococcus aureus.

The experiments described in my thesis were designed to investigate the nature

of the interactions between clinically-isolated Staphylococcus aureus strains and
cultured intestinal epithelial and blood vessel endothelial cells with a view to clarifying
the relative contribution of intestinal translocation of Staphylococcus aureus to
nosocomical systemic infections and bacterial sepsis

Objectives of work:

@ ldentification origin of sepsis

@ Establish a relationship between bacterial translocation of Staphylococcus aureus
across epithelial and endothelial monolayers and bacterial sepsis

@ Investigation of the mechanisms of bacterial translocation of Staphylococcus

aureus using in vitro cell lines.

Initially samples were obtained from burn-injury patients; samples were derived from

scald, blood and intestine.

Further work was focused on three parts.

1. Analyses of phenotype of S. aureus strains, including their morphological and
biochemical profile. Bacteria were cultured on appropriate, selective media,
microscopically evaluated and assessed for enzymatic activity and susceptibility
to antibiotics.

2. Genotype was determined using chromosomal DNA derived from bacterial strains

and Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE). This method permitted the

assessment of the genetic similarity of strains.

It was considered important to identify strains either common to the blood and

intestine or completely different strains from the blood and scald, as these would

provide the basis for selection of clinical isolates for investigation of their ability

to translocate across cell monolayers in vitro.
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3. In the third part the mechanism of bacterial translocation was investigated using
both culture collection strains and the selected clinical isolates - In the case of the
culture collection both a wild type and mutant (without protein A) S. aureus was
selected. As a positive control for bacterial translocation and invasion across
epithelial cells, Salmonella enteritidis, an invasive intestinal pathogen, provided

a positive control.

The work undertaken in part 3 involved assessing the attachment, internalization,
translocation Staphylococcus aureus and its interaction with cytoskeletal elements
including its ability to induce signal transduction pathways.

The impact of such interactions on cytokines gene expression, and importantly,

the ability of Staphylococcus aureus to translocate across intestinal epithelial cells
was determined.

Techniques including intestinal cell culture, transwell cell culture, confocal
microscopy and fluorescence detection were utilised. To research cytokine gene
expression RNA was isolated from cultured cells following incubation with culture
collection and clinical strains of S. aureus followed by reverse transcriptionand semi-

guantitative Polymerase Chain Reaction (PCR).

General conclusions:

@ Both the mutant and wild-type culture collection strains of S. aureus attached,
internalized and tranclocated across intestinal epithelial cells.

@ Specific strains of clinical isolates of S. aureus internalized efficiently within
intestinal epithelial and endothelial cells,

@ Specific strains of clinical isolates of S. aureus were found not to translocate
except for one strain.

@ Internalization of Staphylococcus aureus induces cytokine gene expression,
it depend on time incubation and concentration of bacteria.

@ Inhibition of tyrosine kinase signalling using genistein prevented S. aureus

invasion.
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