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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Nieodzownym postgpowaniem w monitorowaniu przenoszenia bakterii gatunku Staphylococcus
aureus migdzy nosicielami i w epidemiologii jest typowanie wyodrebnionych izolatéw. Ocena
poziomu pokrewieristwa migdzy izolatami zalezy od czynnikéw epidemiologicznych i jest moz-
liwa dzigki klonalnemu charakterowi gatunku S. aureus. Skuteczne typowanie unaocznia sche-
mat przenoszenia si¢ zakazenia na ograniczonym obszarze, umozliwiajacy identyfikacje rezer-
wuaru drobnoustrojow i wspomagajacy skutecznos$¢ eradykacji. W pracy przedstawiono wiele
metod typowania stosowanych w analizach zaleznosci epidemiologicznych oraz w identyfika-
cji szczepow z gatunku S. aureus. Opisano nastgpujace metody typowania: biotypowanie, sero-
typowanie, typowanie bakteriofagowe, antybiogram, elektroforeze biatek, profil biatek komor-
kowych, immunoblotting, metod¢ MLEE (multilocus enzyme electrophoresis), zymotypowanie
oraz standardowa metode identyfikacji gatunkowej S. aureus stosowang w laboratorium diagno-
stycznym. Przeglad obejmuje metody fenotypowania izolatéw S. aureus stosowane w przesztosci
i wspdiczesnie w badaniach epidemiologicznych oraz w analizach wspétzaleznosci migdzy nimi.
Przedstawione w pracy metody wykorzystuja cechy morfologiczne, wlasciwosci fizjologiczne
i struktury chemiczne bakterii jako kryteria do typowania. Doktadno$¢ tych standardowych me-
tod nie zawsze jest satysfakcjonujaca, np. opisywanych ostatnio szczepdw S. aureus o nietypo-
wych cechach biochemicznych. Wobec powyzszego wydaje si¢, ze niezaleznie od stosowanych
metod fenotypowych rysuje si¢ potrzeba wprowadzenia uzupetniajacych metod typowania gene-
tycznego wykorzystujacych metody biologii molekularne;j.

Staphylococcus aureus  metody fenotypowe ° diagnostyka bakteriologiczna

Summary

Typing of Staphylococcus aureus isolates is a necessary procedure for monitoring the transmis-
sion of S. aureus among carriers and in epidemiology. Evaluation of the range of relationship
among isolates rely on epidemiological markers and is possible because of the clonal charac-
ter of S. aureus species. Effective typing shows the scheme of transmission of infection in a se-
lected area, enables identifying the reservoir of the microorganism, and may enhance effective
eradication. A set of typing methods for use in analyses of epidemiological correlations and the
identification of S. aureus isolates is presented. The following methods of typing are described:
biotyping, serotyping, antibiogram, protein electrophoresis, cell protein profiles (proteom), im-

* Praca zrealizowana w ramach grantu nr PBZ-KBN-101/T09/2003/14.
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munoblotting, multilocus enzyme electrophoresis (MLEE), zymotyping, and standard species
identification of S. aureus in the diagnostic laboratory. Phenotyping methods for S. aureus iso-
lates used in the past and today in epidemiological investigations and in analyses of correlations
among S. aureus isolates are presented in this review. The presented methods use morphologi-
cal characteristics, physiological properties, and chemical structures of the bacteria as criteria
for typing. The precision of these standard methods is not always satisfactory as S. aureus stra-
ins with atypical biochemical characters have evolved recently. Therefore it is essential to intro-
duce additional typing procedures using molecular biology methods without neglecting pheno-

typic methods.
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WprRoWADZENIE

Bakterie z gatunku Staphylococcus aureus (gronkowiec zto-
cisty) sa wszechobecne w biosferze. Kolonizuja one réz-
ne Srodowiska, ale rezerwuarem ich sg ludzie i zwierzeta,
gdyz gronkowce rozmnazajg si¢ tylko w wyzszych orga-
nizmach. U zdrowych ludzi stanowia one gtéwny sktadnik
mikroflory prawidtowej skory i bton Sluzowych, ale moga
takze by¢ przyczyna zakazen endogennych lub egzogen-
nych u osobnikéw z predyspozycja do zakazenia. Jest to
podstawa zaliczenia tych bakterii do tzw. mikroflory opor-
tunistycznej lub wzglednie komensalnej. Gatunek S. aureus
stanowi obecnie takze jeden z gtéwnych czynnikéw etiolo-
gicznych zakazen szpitalnych. Na poczatku lat szesédzie-
siatych dwudziestego wieku po raz pierwszy w Europie od-
notowano epidemie powodowane przez metycylinooporne
szczepy tego gatunku (methicillin resistant Staphylococcus
aureus — MRSA), aby wkrétce rozprzestrzenic si¢ na caly
Swiat i urosna¢ do rangi globalnego problemu epidemio-
logicznego. Opornos¢ szczepéw MRSA na wiele réznych
lekoéw, ale przede wszystkim ich opornos¢ na dziatanie an-
tybiotykow beta-laktamowych (penicylinowych) uczynity
zakazenia powodowane przez te szczepy niebywale trudne
i kosztowne w leczeniu [12,17,37]. Z tego wzgledu tak duza
wage przywiazuje si¢ obecnie do lokalizacji Zrédet zakazen
i kontroli rozprzestrzeniania si¢ szczepéw MRSA.

Czynnik etiologiczny powodujacy epidemi¢ infekcji wywo-
dzi si¢ od pojedynczej komorki, ktérej potomstwo jest gene-
tycznie identyczne lub blisko spokrewnione z organizmem
Zrédlowym (tzw. charakter klonalny czynnika etiologiczne-
20). Mikroorganizmy, ktére sg klonalnie pokrewne maja ta-
kie same czynniki wirulencji, cechy biochemiczne oraz wia-
Sciwosci genomowe. Jednakze w obrebie gatunku S. aureus
obserwuje si¢ duza réznorodnos¢ wsréd wystepujacych or-
ganizmow, ktére izolowane z réznych Zrédet w réznym cza-
sie oraz z roznych obszaréw geograficznych mozna zakwa-
lifikowa¢ do wielu réznych typow lub szczepéw.

Typowanie bakteryjnych izolatéw lub podgatunkéw (sub-
speciation) jest niezbednym narzedziem w kontroli roz-
przestrzeniania si¢ nosicielstwa szczepéw S. aureus oraz
w badaniu epidemii. Ze wzgledu na klonalny charak-
ter rozprzestrzeniania si¢ zakazenl bakteriami gatunku S.
aureus niezmiernie istotne jest okreslenie stopnia pokre-
wienstwa analizowanych izolatéw klinicznych na podsta-
wie markeréw epidemiologicznych. Wtasciwie dobrana
metoda typowania pozwala na uzyskanie obrazu transmi-
sji zakazerh na badanym obszarze oraz umozliwia znale-
zienie Zrédta pochodzenia danego ustroju i tym samym
prowadzi do jego skutecznej eradykacji. W trakcie dtugo
trwajacej rywalizacji cztowieka z gronkowcem ztocistym
opracowano wiele metod typowania, okreslajacych kore-
lacje epidemiologiczne szczepéw S. aureus oraz identyfi-
kacji szczepéw nalezacych do tego gatunku. Historycznie
pierwsze zostaly opracowane metody fenotypowe opar-
te na prezentowanych przez bakterie cechach bedacych
wynikiem ekspresji genéw oraz poniekad oddziatywania
Srodowiska zewngtrznego. W pracy przedstawiono meto-
dy fenotypowania szczepéw S. aureus, ktére byty — a nie-
ktére z nich sa nadal — stosowane w dochodzeniach epide-
miologicznych oraz badaniach korelacji wsréd szczepéw
gronkowca ztocistego.

BiotyPowaNIE

W badaniach epidemiologicznych lub ekologicznych, w celu
precyzyjnego okreslenia Zrédta szczepu i drogi jego roz-
przestrzeniania si¢, moze zaistnie¢ potrzeba podania do-
ktadniejszej charakterystyki analizowanych szczep6w i po-
dzielenia ich na jeszcze mniejsze jednostki systematyczne.
System biotypowania pozwala na réznicowanie szczepow
S. aureus ludzkich i zwierzecych w poszczegdlne biotypy
i warianty ekologiczne (ecovars). Biotypowanie opiera si¢
na czterech podstawowych reakcjach: reakcji wytwarzania
stafylokinazy, B-hemolizyny, koagulacji osocza bydlecego
oraz typie wzrostu pojedynczych kolonii na agarze z fiole-
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tem krystalicznym [11]. Inny system zaproponowany przez
Brytyjczykow sugerowat podziat gronkowcéw ztocistych na
sze$¢ biotypow oznaczonych literami od A do F. Podstawa
tego podziatu sa réznice w wytwarzaniu metabolitéw, ta-
kich jak stafylokinaza (fibrynolizyna), pigment, hemolizyny
alfa i beta, czynnik zlepiania (clumbing factor), zdolnos¢
wykrzepiania osocza ludzkiego lub wolowego, wzrost na
agarze z fioletem krystalicznym, mozliwo$¢ typowania ze-
stawem fagdw, a takze pochodzenie izolatu [20].

SEROTYPOWANIE

Immunologiczna analiza antygenéw powierzchniowych
komorki, czyli metoda serotypowania szczepdw S. aureus
jest najpowszechniej wykorzystywana do okreslania typu
serologicznego otoczki oraz typu koagulazy [39]. Mimo
ze zidentyfikowano 11 typow otoczkowych dla gatunku
S. aureus, az 85-90% klinicznych izolatéw MRSA nalezy
do 5 lub 8 serotypu otoczkowego [45]. Tak wigc metoda ta
ma niska sil¢ réznicujaca i stosowana jest tylko w Japonii
[25]. Pomimo to typowanie serologiczne moze by¢ meto-
da uzupelniajaca do innych metod typowania szczepow S.
aureus. U bakterii tych znanych jest obecnie ponad trzy-
dziesci aglutynogenéw (wystepujacych na powierzchni ko-
morki réznych determinant antygenowych wielocukrowych
i bialkowych). W oparciu o te aglutynogeny stosuje si¢
dwie metody typowania serologicznego: metod¢ Oedinga
i Haukenesa oraz metodg Pilleta [20]. W obu tych meto-
dach bada si¢ aglutynacje szczepdw z surowicami typo-
wymi lub wzorcowymi. W pierwszej metodzie zastosowa-
nie znajduje czternascie surowic wzorcowych. Wychodzac
z zatozenia, ze kazdy szczep ma na swej powierzchni kil-
ka aglutynogendéw, moze by¢ aglutynowany przez kilka su-
rowic. W ten sposob uzyskuje si¢ wzor serologiczny dla
pojedynczego szczepu. Druga metoda — Pilleta, opiera si¢
tez na okoto czternastu surowicach typowych, z ktérych
kazda aglutynuje szczep tylko jednego typu. Niewatpliwa
zaleta typowania serologicznego tymi metodami jest sta-
bilnos¢ aglutynogendéw i mozliwos¢ typowania szczepow
dajacych si¢ typowaé fagami. Wada tej metody jest brak
standardéw typowania kontrolowanych przez jeden osro-
dek referencyjny.

TYPOWANIE BAKTERIOFAGOWE

Koncepcja typowania gronkowcéw za pomoca bakteriofa-
g6w zostata opracowana w latach czterdziestych XX wie-
ku. Fagi wyr6znia okre§lona swoisto$¢ (lytic spectrum),
a bakterie maja okreslony wzér fagowy (phage pattern),
gdyz lizowane sg przez okreslone fagi. Jest to podstawa do
wyréznienia fagowych grup, a takze odpowiadajacych im
grup bakterii typowanych tymi fagami. Do typowania ludz-
kich szczepow gatunku S. aureus stosuje si¢ migdzynaro-
dowy zestaw fagéw tworzacych cztery podstawowe grupy,
od I do IV, oraz dodatkowa grupe mieszana [20].

System typowania fagami zostal wystandaryzowany
przez International Subcommittee on Phage Typing of
Staphylococci [31]. Od tego czasu stosuje si¢ migdzyna-
rodowy zestaw 23 bakteriofagéw. Czgstokro¢ dodatkowo
uzywa si¢ dwéch miejscowo wyselekcjonowanych fagéw,
ktére staja si¢ bardzo pomocne w typowaniu szczepOw nie-
reagujacych na migdzynarodowy zestaw fagowy. Liza ko-
morek bakteryjnych powodowana przez bakteriofagi pro-

wadzi do powstawania tzw. tysinek. Rozréznia si¢ dwa
typy reakcji typowania bakteriofagami, reakcje silna i sta-
ba. Reakcja silna zachodzi wtedy, gdy liczba powstatych
tysinek na szalce przekracza pigédziesiat. Podczas typo-
wania uzyskuje si¢ niekiedy wynik reakcji stabej, jednak
do okreslania pokrewienstwa badanych szczepéw wyko-
rzystuje si¢ jedynie wynik uzyskany w reakc;ji silnej. Tylko
taki jest wynikiem branym pod uwagg i statystycznie istot-
nym. Jesli u gronkowcéw nie obserwuje si¢ lizy komo-
rek w trakcie zastosowania standardowego rozcieficzenia
(RTD - routine test dilution) wéwczas stosuje si¢ stukrot-
nie wyzsze stezenie fagéw (100 x RTD).

Przez wiele lat metoda typowania bakteriofagami byta po-
wszechnie stosowang metoda typowania szczepéw gatun-
ku S. aureus, a takze kontrolowania rozprzestrzeniania
si¢ szczepdw MRSA. Dzigki tej metodzie zidentyfikowa-
no wiele epidemii. Metoda ta ma zdecydowanie wigk-
sz site dyskryminujaca niz inne metody fenotypowe, ta-
kie jak zymotypowanie czy okreslanie typu otoczkowe-
2o [10,21,33,36].

Wartos¢ tej metody w odniesieniu do szczepéw MRSA ob-
niza wysoki odsetek szczepéw niemieszczacych si¢ w pod-
stawowym zestawie fagéw. Niektdre Zrédta donosza, ze pra-
wie 20-30% szczepow MRSA nie poddaje si¢ typowaniu
bakteriofagami [1,39], ale wyniki uzyskane przez Khalifa
i wsp. wskazuja, ze populacja szczepéw MRSA niedajacych
si¢ typowac fagami moze stanowi¢ nawet 75% wszystkich
wyizolowanych szczepéw [22]. W zwiazku z tak wysokim
odsetkiem szczepéw nietypowanych warto$¢ uzyskiwanych
informacji o pokrewieristwie szczepOow jest znaczaco za-
nizona ze wzgledu na niemozno$¢ okreslenia stopnia po-
krewieristwa szczepow nietypowanych. Wartos¢ tej metody
jest takze znacznie ograniczona z powodu braku powtarzal-
nosci uzyskiwanych wynikéw. Te same szczepy moga da-
wac r6zne wyniki kiedy sa typowane na przestrzeni czasu.
Problem ten narasta wéwczas, gdy przeprowadza si¢ diu-
goterminowe badania nad kolekcja szczepéw. Ograniczona
powtarzalnos¢ testu, bardzo duzy naktad pracy powiaza-
ny z utrzymaniem fagéw i jakosci kontroli oraz wystgpo-
wanie szczepOw niedajacych si¢ typowac fagami, obnizyty
znaczenie tej metody w ciagu ostatniego dziesigciolecia.
Pewne nadzieje mozna wiazaé z ewentualnym przyszitym
nowym zestawem fagéw [33].

ANTYBIOGRAM — OCENA PROFILU LEKOWRAZLIWOSCI

Typowanie na podstawie profilu lekowrazliwosci/lekoopor-
nosci stanowi oprdcz fagotypowania podstawowa metode
réznicowania szczepow S. aureus wsrdd kilku metod feno-
typowych [3]. Metoda ta zyskata szerokie uznanie w pla-
cowkach diagnostycznych dzigki swojej wzglednej tatwo-
$ci wykonania, a co wazniejsze jako jedna z nielicznych
metod jest metoda wystandaryzowana. Polskie laboratoria,
podobnie jak wiele innych w Swiecie, postuguja si¢ standar-
dami NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory
Standards — Approved Standards, Fifth Edition NCCLS do-
cument M7-AS, 2000), co umozliwia poréwnywanie wyni-
kéw miedzy réznymi osrodkami diagnostycznymi.

Na podstawie obecnosci lub braku cech opornosci, szcze-
py moga by¢ réznicowane lub grupowane do tego samego
klonu [4]. Wzdr opornosci bakterii na antybiotyki w pew-
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nej mierze zalezy od srodowiska w jakim znajduja si¢ dane
szczepy. W zwiazku z tym identyczne antybiogramy moga
charakteryzowac szczepy niespokrewnione jako wynik po-
dobnej selektywnej presji parametréw otoczenia. Moze za-
chodzi¢ réwniez sytuacja odwrotna, w ktérej izolaty tego
samego klonu moga przejawia¢ rézne wzory lekowrazli-
wosci w zwiazku z nabyciem lub utrata plazmidéw niosa-
cych geny opornosci [4,15,42]. W wigkszosci przypadkéw,
antybiogram nie moze by¢ uzyty jako podstawowa metoda
typowania szczepéw MRSA. Jednak czasami wzér wrazli-
wosci endemicznego lub epidemicznego klonu moze by¢
tak r6zniacy si¢ w obrebie badanej populacji, ze antybio-
gram bedzie wystarczajaca metoda do wyselekcjonowa-
nia takiego szczepu.

‘W badaniach rutynowych znajduje zastosowanie dyfuzyj-
no-krazkowa metoda oznaczania wrazliwosci szczepéw na
antybiotyki, zwana od nazwisk jej autoréw metoda Kirby-
Bauera [2]. W laboratoriach diagnostycznych, oprécz me-
tody dyfuzyjno-krazkowej, stosowane sa takze metody roz-
cieficzeniowe, np. E-test.

ELEKTROFOREZA BIALEK: ANALIZA PROFILU BIALEK KOMORKOWYCH

Rozwdj technik elektroforetycznych pozwala poréwny-
wac szczepy w oparciu o réznice biatek komérkowych po-
wierzchniowych i wydzielniczych lub wszystkich biatek po
uprzednim zlizowaniu komérek. Analiza wszystkich biatek
komoérkowych otrzymanych po degradacji komoérek pod-
danych dziataniu lizostafyny moze by¢ wykonana techni-
ka elektroforezy w zelu poliakrylamidowym (polyacryl
gel electrophoresis — PAGE). Wynikiem takiego rozdzia-
tu elektroforetycznego jest powtarzalny charakterystycz-
ny wzor ztozony z okoto pigédziesigciu prazkow [9,14,43].
Uzyskiwane ta metoda réznice pomig¢dzy niespokrewniony-
mi szczepami MRSA sa nieznaczne, co z kolei powoduje,
iz sila r6znicujaca takiej metody jest niewielka. Mata nie-
kiedy powtarzalnos¢ takich rozdziatéw elektroforetycznych
a tym samym niemozno$¢ poréwnania prébek szczepow
z réznych zeli otrzymanych po analizie elektroforetycznej
oraz niewielkie powiazanie wynikow z innymi metodami,
np. typowaniem za pomoca bakteriofagéw, stawia t¢ me-
tode w rzedzie technik o niewielkiej przydatnosci do ty-
powania szczepow S. aureus, a zupetnie matej do typowa-
nia MRSA na szersza skale [46].

ELEKTROFOREZA BIALEK: IMMUNOBLOTTING

Jednym ze sposob6éw udoskonalenia analizy biatek, w celu
podniesienia jej wiarygodnosci, jest wykonanie reakcji
Western-blot z uzyciem znakowanych przeciwcial anty-
gronkowcowych z rozdzielonymi w trakcie elektroforezy
antygenami tego szczepu. Zrédtem takich przeciwciat moze
by¢ zaréwno surowica krélicza po wczesniejszej ekspozy-
cji zwierzecia na S. aureus jak i mieszana surowica ludz-
ka, przy zatozeniu, ze wystarczajaca liczba dawcow miata
kontakt z patogenem. Immunoblotting jest, w mniejszym
stopniu niz poprzednio oméwiona analiza biatek komor-
kowych, podatny na zmiany warunkéw fizykochemicznych
podczas elektroforezy. Metoda ta uzyskuje si¢ mniej praz-
kéw niz metoda elektroforezy biatek, przez co interpreta-
cja wynikow staje sig tatwiejsza i jednoznaczna. Wszystkie
szczepy S. aureus sa typowalne ta metoda, chociaz pod-
czas epidemii metoda moze nie dawac¢ wystarczajacego

zréznicowania, aby prawidtowo wykluczyé niespokrew-
nione izolaty [8,14,28].

ELexTrROFOREZA BIALEK: MLEE

Metoda MLEE (multilocus enzyme electrophoresis) po-
zwala na wykrycie zréznicowania allelicznego wsréd pa-
togenéw zaréwno ludzkich, jak i zwierzgcych, w tym takze
wsrdd szczepéw gronkowca ztocistego. Typowanie metoda
MLEE oparte jest na polimorfizmie badanych enzyméw ko-
moérkowych. Stopient migracji poszczegdlnych biatek zale-
zy bezposrednio od ich sktadu aminokwasowego, w zwiaz-
ku z czym ponad 80% jednostkowych zmian w sktadzie
aminokwasowym wykrywa si¢ w oparciu o réznice wia-
snosci elektroforetycznych badanych bialek. Zmiennos¢
enzymatyczna jest odzwierciedleniem réznic genetycz-
nych powstatych w loci tych enzymoéw. Szczepy bakteryj-
ne moga zosta¢ zaklasyfikowane do poszczegdlnych typéw
elektroforetycznych (electrophoretic types — ET) na podsta-
wie otrzymanych wzoréw elektroforetycznych. Natomiast
stopieri pokrewienstwa izolatéw jest okreslany na podsta-
wie podobienstw i réznic wystgpujacych w profilu elek-
troforetycznym tych izolatéw.

W przypadku diagnostyki szczepéw MRSA wszystkie izo-
laty sa typowalne, a powtarzalno$¢ metody jest zadawala-
jaca. Sita réznicujaca tej metody zalezy jednak w pewnej
mierze od tego, ktére enzymy zostaty wybrane do analizy,
gdyz niektére z nich moga si¢ okaza¢ monomorficzne na-
wet w obrgbie znacznej kolekcji przebadanych szczepow.

Calkowita liczba analizowanych enzyméw waha sig¢ w gra-
nicach od dwunastu do dwudziestu, ale wzgledna sita rézni-
cujaca kazdego z nich nie zostata dotad oceniona [29,30,43].
Tak wigc nie jest mozliwe stwierdzenie, jaka jest optymal-
na kombinacja enzymoéw pozwalajaca na prawidtowe zréz-
nicowanie szczepow.

ELEKTROFOREZA BIALEK: ZYMOTYPOWANIE

Zymotypowanie jest jedna z odmian metody elektroforezy
typu MLEE. Opiera si¢ na polimorfizmie enzyméw gron-
kowcowych nalezacych do grupy lipaz, esteraz. Branger
i wsp. zidentyfikowali trzy typy esteraz A, B i C [5].
Polimorfizm enzyméw jest okreslany na podstawie réznic
w ruchliwosci elektroforetycznej w zelu poliakrylamido-
wo-agarozowym spowodowanych réznym zakresem aktyw-
nosci wobec pieciu syntetycznych substratéw: - i -octa-
nu naftylu, octanu indoksylu oraz o~ i B-maslanu naftylu,
a takze opornosci na dwuizopropylofluorofosforan [5].
Podobnie jak w metodzie MLEE szczepy sa typowane na
podstawie obserwowanych réznic w ruchliwosci elektro-
foretycznej esteraz wyizolowanych z badanych szczepéw
S. aureus. Wigkszo$¢ doniesien na temat przeprowadzo-
nych badan z uzyciem tej metody pochodzi od jednego ze-
spotu badawczego, ktéry stosowat t¢ metode do typowa-
nia kolekcji szczepow S. aureus zaréwno wrazliwych jak
i opornych na metycyling. Wyodrgbniono wéwczas dwa-
dziescia szeS¢ zymotypdw, z ktérych czternascie nalezato
do szczepéw MRSA. Jak dotad wszystkie szczepy sa typo-
walne, a otrzymywany wzOr jest powtarzalny i niezmien-
ny. Trudno jest jednak jednoznacznie stwierdzi¢ czy podo-
biefistwa wsrdd esteraz sa odzwierciedleniem pokrewienstw
genetycznych migdzy tymi szczepami [5,6,39].
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Tabela 1. Metody réznicowania izolatow gatunku Staphylococcus aureus w oparciu o cechy fenotypowe

Rodzaj metody

Analizowana grupa cech

Biotypowanie

reak¢ja wytwarzania stafylokinazy, f-hemolizyny, koagulacja osocza
bydlecego, typ wzrostu na agarze z fioletem krystalicznym

Serotypowanie
+ metoda Qedinga i Haukenesa
+ metoda Pilleta

okreslenie typu serologicznego otoczki oraz typu koagulazy

Typowanie bakteriofagowe (zestawy fagéw | - IV, grupa mieszana)

okreslenie wzrostu fagoweqo (liza przez okreslone fagi)

Elektroforeza biatek

« MLEE (multilocus enzyme electrophoresis)

« Zymotypowanie

- analiza profilu biatek komdrkowych — proteomu

« Immunoblotting

polimorfizm badanych enzyméw komdrkowych (12—20 enzyméw)
polimorfizm enzyméw gronkowcowych nalezacych do lipaz i esteraz
analiza roznic biatek komérkowych i wydzielniczych lub wszystkich
biatek po zlizowaniu komérki

reakcja Western—blot z uzyciem znakowanych przeciwciat
antygronkowcowych z rozdzielonymi w trakcie elektroforezy
antygenami badanego szczepu

Ocena profilu lekowrazliwosci (antybiogram)

wzor opornosci na antybiotyki, wykrycie mechanizméw opornosci

IDENTYFIKACIA GATUNKOWA S. AUREUS W LABORATORIUM
DIAGNOSTYCZNYM

Materiaty kliniczne diagnozowane pod katem obecnosci S.

aureus mozna posiewac na podloze agarowe z 5% krwia ba-

rania lub podtoza wybidrcze, np. podtoze Chapmana albo

Baird Parkera. Charakterystyczne kolonie gronkowcéw izo-

lowane z odpowiednich podtozy poddaje si¢ dalszej szcze-

gbtowej analizie. W rutynowej diagnostyce laboratoryjnej,

w identyfikacji gronkowcéw do gatunku, stosuje si¢ meto-

dy biochemiczne, pozwalajace na wykrycie:

» biatka CF (clumping factor) — test szkietkowy z plazma
kroliczy;

* koagulazy wolnej — test probowkowy z rozcieficzong
plazma krélicza;

* DNA-zy termostabilnej;

» wykrycie jednoczesne CF, biatka A, a niekiedy antyge-
néw otoczki polisacharydowej, z zastosowaniem latek-
sowych testow komercyjnych;

* cech biochemicznych z zastosowaniem komercyjnych
testéw diagnostycznych.

Szczepy bakteryjne zidentyfikowane w ten sposéb w ruty-
nowej diagnostyce mikrobiologicznej moga by¢ poddane
dalszym metodom analizy genetycznej stosowanym w do-
chodzeniach epidemiologicznych [18,41].

PobpsumowaNIE

Konwencjonalna identyfikacja gatunkéw gronkowcéw opar-
ta jest na charakterystyce morfologicznej, wlasciwosciach
fizjologicznych oraz chemicznym skladzie Sciany komérko-
wej [1,7,19,23,35]. Doktadnos¢ konwencjonalnych testow
jest niewielka i miesci si¢ w przedziale 50-70% [16,19,32].
Ze wzgledu na to, ze fenotyp charakteryzujacy dany szczep

PismiennicTwo

powstaje dzigki wspotoddziatywaniu genotypu bakterii oraz
czynnikéw Srodowiskowych, dochodzi¢ moze do sytuacji,
kiedy szczepy niespokrewnione, pod wptywem dziatania
selekcyjnej presji Srodowiska zewngtrznego, beda charak-
teryzowaty si¢ identycznymi profilami, co z kolei prowadzi
do biednego okreslenia korelacji epidemiologicznych za-
chodzacych migdzy tymi szczepami. Zatem opracowanie
metod szybkiej i doktadnej identyfikacji gronkowcéw stato
si¢ niezmiernie wazne, gdyz umozliwia wczesne wykrywa-
nie ich potencjalnej zdolnosci do powodowania okreslone-
go stanu chorobowego, ustalenie wrazliwosci na antybio-
tyki oraz moze by¢ pomocne w wyjasnieniu klinicznego
znaczenia kazdego gatunku.

Obecnie gléwna role w typowaniu bakterii, a w tym takze
gatunku S. aureus przejety metody molekularne oparte na
analizie genomu bakteryjnego [24,26,38], zwlaszcza w przy-
padkach zakazeri powodowanych przez atypowe szczepy nie-
majace typowych cech biochemicznych [13,27,44]. Natomiast
diagnostyczne metody fenotypowe odgrywaja istotng role
w okresleniu rodzaju i gatunku analizowanych szczepéw
oraz penig funkcj¢ metod pomocniczych w typowaniu epi-
demiologicznym [34,40]. Zestawienie réznych metod feno-
typowych stosowanych dawniej i obecnie w réznicowaniu
bakterii gatunku S. aureus przedstawia tabela 1.

Najwigksze wyzwanie stanowi przeprowadzenie analizy,
ktdéra miarodajnie i wiarygodnie bedzie grupowac szczepy
epidemiologicznie spokrewnione oraz pozwoli wyrézniaé
je od szczepdw niespokrewnionych. Zwyczajowo systemy
typowania stosuje si¢ do analizy epidemii szpitalnych, ale sa
one takze pomocne w leczeniu pacjentéw pozwalajac okre-
§li¢, czy dana infekcja jest infekcja pierwotna czy tez nawra-
cajaca. Metody typowania przede wszystkim jednak umoz-
liwiaja poznanie i zrozumienie epidemiologii zakazer.
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