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Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego
1918 - Pannstwowy Zaktad Higieny

,»100 LAT TROSKI O ZDROWIE POLAKOW”

Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego - Panstwowy Zaklad Higieny jest najstarsza
instytucja zdrowia publicznego w Polsce.

W 2018 r. obchodzimy 100-lecie Naszego Instytutu, ktdry zostal utworzony jako Pan-
stwowy Centralny Zaktad Epidemiologiczny, w 1923 r. przemianowany na Panstwowy
Zaktad Higieny (PZH), a od 2007 r. nosi nazwe: Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego
— Panstwowy Zaktad Higieny.

Powstanie naszej instytucji byto reakcja wtadz Odrodzonej Polski na zagrozenia zdro-
wotne ludnosci na terenach dawnych zaborow rosyjskiego i austriackiego po wybuchu
Rewolucji Pazdziernikowej i kapitulacji Niemiec w I Wojnie Swiatowej. Zniszczenia
wojenne, powojenna n¢dza i przemieszczanie si¢ ze wschodu setek tysigcy repatriantow
i uchodzcow spowodowato wystgpowanie epidemii licznych chorob, z ktérych najgroz-
niejszymi byty epidemie duru plamistego i duru brzusznego.

Historia instytucjonalnego zwalczania i zapobiegania epidemiom w Odrodzonej Polsce
rozpoczeta si¢ od powotania w sierpniu 1919 r. Centralnego Komitetu do walki z durem
plamistym, a nastgpnie w marcu 1920 r. Naczelnego Nadzwyczajnego Komisariatu do wal-
ki z epidemiami, ktoremu zawdzigczamy organizacj¢ kordonow sanitarnych i skuteczne
zwalczenie epidemii.

Panstwowy Zaklad Higieny powstat jako wczesniej przygotowywane zaplecze naukowe
i laboratoryjne tych dziatan, ale od samego poczatku byt projektowany, wedtug dalekosieznej
wizji Ludwika Rajchmana (pierwszego dyrektora PZH w latach 1918-1932), jako nowoczesny
instytut ogarniajacy swa dziatalno$cia ekspercka podstawowe domeny zdrowia publicznego.

Z biegiem lat zakres dziatalno$ci Instytutu byl dostosowywany do zmieniajacych si¢ po-
trzeb i wyzwan w zakresie ochrony zdrowia spoteczenstwa. Dziatalno$¢ naukowa, ustugowa
i szkoleniowa obejmowala zawsze podstawowe zagrozenia i problemy zdrowia publicznego.

Poczatkowo zakres dziatalnos$ci naukowo-badawczej i ustugowej Instytutu obejmowat
takie zagadnienia jak profilaktyka, diagnostyka i leczenie choréb zakaznych, higiena pra-
cy, higiena psychiczna i higiena odzywiania, badania zywnosci i przedmiotow uzytku,
inzynieria sanitarna i administracja sanitarna, jak rowniez kontrola surowic i szczepionek
oraz innych lekow. Niektore z tych dziedzin rozrosty si¢ i wymagaty powotania odrgbnych
placowek naukowych. W ten sposob z Panstwowego Zaktadu Higieny wytonity si¢: In-
stytut Lekéw, Instytut Zywnosci i Zywienia, Instytut Medycyny Pracy im. Prof. J. Nofera
w Lodzi, Instytut Medycyny Morskiej 1 Tropikalnej i Instytut Antybiotykow, a nasz Insty-
tut podjat nowe wyzwania.

Obecnie, w Narodowym Instytucie Zdrowia Publicznego - Panstwowym Zaktadzie Hi-
gieny sa wyodrebnione dwa piony naukowe:

Analiz i Strategii w Zdrowiu Publicznym, ktéry zajmuje si¢ monitorowaniem i analiza
stanu zdrowia ludnosci, analizami ekonomicznymi i systemowymi ochrony zdrowia, pro-
mocja zdrowia i prewencja chordb przewleklych, a takze problematyka ksztalcenia i ko-
munikacji w zdrowiu publicznym.



Bezpieczenistwa Epidemiologicznego i Srodowiskowego, ktory zajmuje si¢ nadzorem
nad chorobami zakaznymi, ich szerzeniem si¢ oraz czynnikami ryzyka, promowaniem
szczepien i bezpieczenstwem szczepionek, diagnostyka oraz réznicowaniem drobno-
ustrojow chorobotworczych, metodami unieszkodliwiania czynnikow zakaznych, a takze
identyfikacja i oceng potencjalnie szkodliwych czynnikow chemicznych, fizycznych i mi-
krobiologicznych w zywnosci, wodzie, powietrzu i wybranych elementach §rodowiska,
a takze oceng ryzyka zdrowotnego.

Instytut wspotpracuje z wieloma osrodkami naukowymi i instytucjami zarowno krajo-
wymi, jak 1 migdzynarodowymi (WHO, Komisja Europejska, ECDC).

Obchody 100-lecia Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego — Panstwowego Za-
ktadu Higieny odbywaja si¢ pod hastem: ,,100 LAT TROSKI O ZDROWIE POLAKOW”.
Zostaly one objete Patronatem Honorowym Prezydenta Rzeczypospolitej Polskiej Andrze-
ja Dudy.

W ramach obchodéw, w dniu 9 kwietnia 2018 roku odbedzie si¢ Jubileuszowa Gala
w Filharmonii Narodowej oraz planowane jest zorganizowanie trzech konferencji nauko-
wych:

»100 lat wSréd patogenéw” — czerwiec 2018 r.

Konferencja poswigcona zakazeniom wywotywanym przez rézne patogeny oraz roli
NIZP-PZH w ich diagnozowaniu, monitorowaniu i zwalczaniu, ze szczegdlnym uwzgled-
nieniem znaczenia immunoprofilaktyki. Poruszone zostanie rowniez zagadnienie dotycza-
ce niezbgdnosci mikroorganizméw dla prawidtowego funkcjonowania organizmu cztowie-
ka jak réwniez mozliwos$ci zastosowania patogenéw w leczeniu choréb nowotworowych.

wZdrowie Polakéw - wezoraj, dzis i jutro” — pazdziernik 2018 r.

Konferencja po§wigcona zmianom stanu zdrowia Polakéw i jego uwarunkowan od
okresu migdzywojennego do chwili obecnej oraz przewidywanym trendom w przysztosci
z uwzglednieniem zachodzacych zmian demograficznych. Uwzgledniona zostanie trans-
formacja epidemiologiczna, problemy higieny, o$§wiaty zdrowotnej i promocji zdrowia.
Uwzglednione zostang réwniez zwigzki migdzy sytuacja zdrowotne i systemem ochrony
zdrowia.

»Zywno$¢, woda i powietrze — czy Zyjemy w bezpiecznym otoczeniu?” — grudzien
2018 r. Konferencja bedzie dotyczyta zagadnien zwigzanych z identyfikacja zagrozen wy-
stepujacych w zywnosci, wodzie i powietrzu wynikajacych z antropogennego stresu che-
micznego w §rodowisku i zmian klimatycznych, a takze zwiazanej z nimi oceny ryzyka
wystapienia skutkéw zdrowotnych.

Goraco zapraszamy do udzialu w organizowanych konferencjach naukowych oraz lek-
tury czasopism naukowych wydawanych przez Instytut.

Dyrekcja Instytutu,
Komitet Naukowy i Komitet Organizacyjny Obchodow 100-lecia NIZP-PZH
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Czgstos¢ wystgpowania fenotypu MLS, oraz genow ermd, ermC
u metycylino-opornych, szczepow Staphylococcus aureus izolowanych
w warszawskim szpitalu klinicznym w latach 2012 1 2014

The prevalence of the MLS, phenotype and ermA, ermC genes
in methicillin-resistant, clinical strains of Staphylococcus aureus isolated
in Poland in 2012 and 2014

Marcin Rownicki'?, Ksenia Szymanek-Majchrzak’, Andrzej Miynarczyk’,
Anna Sawicka-Grzelak!, Grazyna Mlynarczyk’

'Katedra i Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego,
Warszawa
*Centrum Nowych Technologii, Uniwersytet Warszawski, Warszawa

Wieksze zuzycie antybiotykéw makrolidowych, linkozamidéw i streptogra-
min B (MLS,) w leczeniu zakazen Staphylococcus aureus doprowadzilo do
wzrostu liczby szczepow opornych na te grupe antybiotykéw. Wsréd S. au-
reus najczestsza przyczyng opornosci na MLS, jest modyfikacja miejsca do-
celowego dzialania leku warunkowana obecnoscia genéw erm (ang. erythro-
mycin ribosome methylation) kodujacych metylazy rybosomalne. Celem ni-
niejszej pracy byla ocena oraz poréwnanie czestosci wystepowania opornosci
typu MLS, oraz genoéw ermA, ermC wsrod 189 szczepow S. aureus opornych
na metycyling (MRSA) wyizolowanych z probek réznego materialu klinicz-
nego pobranych od pacjentow hospitalizowanych w roku 2012 oraz 2014.
Wszystkim szeczepom oznaczono wrazliwo$¢ na erytromycyne i klindamycy-
n¢ oraz okreslono czy opornos$¢ ta miala charakter konstytutywny (kMLS,)
czy indukeyjny (iMLS,). W przypadku szczepéw opornych na erytromycy-
ne, okreslono czesto$¢ wystepowania genow ermA oraz ermC. Lacznie wsrod
189 badanych szczepéw MRSA, 160 (85%) bylo opornych na erytromycyne.
Charakter kKMLS, wykazywalo 87 izolatow (46%), natomiast mechanizm
iMLS, - 45 szczepow (24%). Gen ermA byl najcz¢stszym determinantem
oporno$ci na MLS, — wystepowal u 50% badanych szczepéw. Wsrod 40%
izolatow wykazaliSmy obecno$¢ genu ermC, a 10% szczepow posiadalo dwa
determinanty opornos$ci na MLS,, - geny ermA i ermC.

Stowa kluczowe: Staphylococcus aureus, MLS,, ermA, ermC, erytromycyna, klindamy-
cyna, MRSA
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ABSTRACT
Introduction: The rising use of macrolides and lincosamides has led to an increased
resistance to macrolides, lincosamides, streptogramin B (MLS,) in many bacteria and
MRSA (methicillin resistant Staphylococcus aureus) are one of most important. Resist-
ance to MLS, in §. aureus is commonly encoded by erm genes, which can be constitutive
MLS,, (¢cMLS,) or inducible MLS , (iMLS,). The purpose of this study was to compare the
frequency of cMLS, iMLS ,, and MS phenotypes as well as the frequency of ermA and
ermC genes amongst clinical isolates of MRSA from 2012 and 2014.
Methods: A total of 189 isolates of methicillin-resistant S. aureus (MRSA) were collected
in 2012 and 2014 in the Department of Microbiology of Clinical Hospital in Warsaw, Po-
land. The frequency of iMLS,, resistant isolates was determined using double disk diffu-
sion test (D-test). For all erythromycin resistant strains, a PCR reaction was performed for
detection of ermA and ermC genes.
Results: Among 189 MRSA, 160 were resistant to erythromycin and among them 87 were
resistant also to clindamycin (¢cMLS phenotype). iMLS, and cMLS, resistance pheno-
types had a frequency of 28% and 54% respectively. Among isolates with iMLS, pheno-
type, 8 contained ermA gene, 35 isolates ermC gene, and 3 isolates both ermA and ermC
genes. In the group of cMLS, phenotype 53 isolates contained ermA gene, 20 isolates
ermC and 13 isolates both genes ermA and ermC.
Conclusions: In the current study, cMLS, was the most frequent phenotype. ermA gene
was the most frequent gene found in cMLS, and ermC in iMLS .

Keywords: Staphylococcus aureus, MLS , ermA, ermC, erythromycin, clindamycin, MRSA

WSTEP

Staphylococus aureus jest jednym z najwazniejszych etiologicznych czynnikow zakazen
szpitalnych oraz pozaszpitalnych w Polsce i na $wiecie (22). Powazny problem w aspekcie
zdrowia publicznego stanowig szczepy MRSA (ang. Methicillin Resistant Staphylococcus au-
reus), oporne na wszystkie antybiotyki -laktamowe, oprocz najnowszych cefalosporyn skie-
rowanych specjalnie przeciwko MRSA (20). W przypadku zakazen MRSA, a takze u osob
uczulonych na antybiotyki B-laktamowe, alternatywnym wyborem w leczeniu zakazen gron-
kowcami mogg by¢ antybiotyki z grupy makrolidow, linkozamidow i streptogramin B (MLS ),
jezeli nie wystepuje oporno$¢ na te leki (6,24). Jednak powszechne stosowanie tych antybio-
tykéw w infekcjach gronkowcowych doprowadzito do selekcji szczepow opornych (10,24).

U gronkowcoéw opisano dwa gldwne mechanizmy opornosci na makrolidy, linkosamidy
i streptograminy B: (1) mechanizm wypompowywania leku z komorki lub (2) modyfikacja miej-
sca docelowego dziatania leku (18). Pierwszy mechanizm opornosci zwigzany jest z obecnoscia
pomp blonowych aktywnie wypompowujacych antybiotyki z komorki kodowanych przez geny
msr (ang. macrolide efflux pumps). Obecno$¢ tego mechanizmu prowadzi do opornosci na ma-
krolidy i streptograminy B (opornos¢ typu MS,). Drugim mechanizmem jest modyfikacja miej-
sca docelowego dziatania leku warunkowana obecnoscig gendw erm (ang. erythromycin riboso-
me methylation) kodujacych metylazy rybosomalne. Metylazy Erm powoduja metylacje adeniny
w 23S rRNA, ktora jest wspolnym miejscem docelowego dziatania tych antybiotykow (11,30)
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i nadajg oporno$¢ w mechanizmie MLS, konstytutywnym (kMLS ) lub indukcyjnym (iMLS)
(33). Ekspresja konstytutywna prowadzi do krzyzowej opornosci na wszystkie MLS , (8). Induk-
cyjny mechanizm oporno$ci MLS  wystepuje gdy produkcja metylaz jest wynikiem indukceji ge-
now erm przez makrolidy z 14- i 15- czlonowym pierScieniem laktonowym, (np. erytromycyna,
azytromycyna czy klarytromycyna). Linkozamidy (np. klindamycyna) nie sa induktorem tego
mechanizmu opornosci, jednak stosowanie ich w terapii zakazenia wywolanego przez szczep
iMLS,, jest obarczone ryzykiem niepowodzenia terapeutycznego, poniewaz prowadzi do selekcji
mutantow kMLSB (27). Jednak, zalozenie iz wszystkie szczepy oporne na erytromycyng sg takze
oporne na klindamycyne jest nieprawidtowe i dodatkowo ogranicza mozliwosci terapeutyczne
zakazen gronkowcami (10,12). W zwiagzku z tym badanie wystepowania determinant opornosci
na antybiotyki grupy MLS,, jest istotne z punktu widzenia epidemiologii i pozwala na wyjasnienie
mechanizmdw rozprzestrzeniania si¢ opornosci na antybiotyki u MRSA.

Celem niniejszej pracy byta ocena oraz poréwnanie czesto$ci wystgpowania opornosci
typu MLS, oraz genéw ermA, ermC wsrdd szczepéw MRSA wyizolowanych z probek
réznego materiatu klinicznego pobranych od pacjentow hospitalizowanych w roku 2012
oraz 2014 w warszawskim szpitalu klinicznym.

MATERIAL I METODY

Szczepy bakteryjne. Przedmiot badan stanowilo 189 szczepéw MRSA wyhodowa-
nych i oznaczonych do gatunku w Pracowni Diagnostyki Mikrobiologicznej w Katedrze
i Zakladzie Mikrobiologii Lekarskiej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Kaz-
dy szczep pochodzil od innego chorego hospitalizowanego w Szpitalu Dziecigtka Jezus
w Warszawie w latach 2012 1 2014. Identyfikacj¢ co do gatunku wykonano z uzyciem auto-
matycznego systemu VITEK 2 (bioMerieux). Jako kontrole postuzyty szczepy wzorcowe:
S. aureus S35 —kontrola dodatnia MLS | oraz ermA, S. aureus EO2507 — kontrola dodatnia
ermC, S. aureus NCTC 8325 — kontrola ujemna MLS  oraz kontrola ujemna ermd oraz
ermC (19), S .aureus ATCC 29213 - kontrola dodatnia mecA oraz MRSA, S. aureus ATCC
25923 - kontrola ujemna mecA oraz MRSA (31).

Badanie lekowrazliwosci szczepéw. Oceng wrazliwosci badanych szczepdw na me-
tycyling oraz makrolidy, linkozamidy i streptograminy B przeprowadzono metoda krazko-
wo-dyfuzyjna na podtozu Muller-Hinton agar stosujac krazki firmy Oxoid z nastgpujacymi
antybiotykami: cefoksytyna (FOX, 30 pg), klindamycyna (DA, 2 pg), erytromycyna (E, 15
ug) zgodnie z obowigzujacymi rekomendacjami EUCAST (13). Fenotyp opornosci MLS
badano metoda dwodch krazkéw, z krazkiem z erytromycyng umieszczonym w poblizu
krazka z klindamycyna. W zalezno$ci od wielkosci i ksztattu stref zahamowania wzrostu
wokot krgzkow z antybiotykami wyr6zniono cztery fenotypy opornosci: (1) iMLS, - strefa
zahamowania wzrostu wokot krazka z erytromycyng wskazujaca na opornos¢ (<18 mm)
i splaszczenie strefy przy krazku z klindamycyna, tzw. D strefa, (2) kMLS, — strefa zaha-
mowania wzrostu wokol krazka z erytromycyna (<18 mm) i klindamycyna, wskazujaca na
oporno$¢ (<19 mm), (3) typ MS,, - strefa zahamowania wzrostu wokot kragzka z erytromy-
cyna, wskazujaca na opornos¢ (<18 mm) oraz strefa zahamowania wzrostu wokot krazka
z klindamycyna, wskazujaca na wrazliwo$¢ (=22 mm), (4) typ Ery® - strefa zahamowania
wzrostu wskazujaca na wrazliwo$¢ wokot krazka z erytromycyng (>21 mm) oraz klina-
damycyng (>22 mm). Stosowano zawiesing bakteryjna w roztworze soli fizjologicznej
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o gestosci 0,5 McFarlanda i inkubowano 24 godziny w temperaturze 37°C . Identyfikacje
i interpretacj¢ fenotypow MRSA oraz MLS , przeprowadzono zgodnie z obowigzujgcymi
rekomendacjami EUCAST (16,32) i KORLD (35).

Izolacja DNA. Badane szczepy bakteryjne hodowano w bulionie tryptozowo-sojowym
w 37°C przez noc, a nastepnie izolowano genomowe DNA z wykorzystaniem zestawu Ge-
nomic Mini Kit (A&A Biotechnology, Gdynia, Poland) zgodnie z zaleceniami producenta.

Detekcja genéw opornosci z wykorzystaniem metody lancuchowej reakcji poli-
merazy (PCR). U wszystkich badanych izolatéw (n=189) poszukiwano obecnosci genu
mecA, warunkujacego opornos$¢ na metycyling. W tym celu wykorzystano metod¢ PCR do
amplifikacji genu mecA (147 par zasad, pz) z zastosowaniem opisanych wczesniej starte-
row (34) o nastegpujacej sekwencji mecA-Forward (5’ GTGAAGATATACCAAGTGATT3”)
oraz mecA-Reverse (5’ATGCGCTATAGATTGAAAGGAT3’). Dla wszystkich izolatow
opornych na erytromycyn¢ wykonano reakcj¢ PCR w celu wykrycia genow ermA i ermC.
Zastosowano startery wg (28), o nastepujacej kolejnosci nukleotydow: ermA-Forward
(5’-TAT CTT ATC GTT GAG AAG GGA TT-3"), ermA-Reverse (5’-CTACACTTGGCT-
TAGGATGAAA-3’), amplifikowany fragment 139 pz; ermC-Forward (5’-CTTGTTGAT-
CACGATAATTTCC-3), ermC-Reverse (5’-ATCTTTTAGCAAACCCGTATTC-3’), am-
plifikowany fragment 190 pz. Reakcje przeprowadzano przy nast¢pujacych parametrach:
wstepna denaturacja 94° C, 300 s; 30 cykli: denaturacja 94°C, 30s; przylaczanie starterow
55°C, 30s; elongacja 72°C, 120s; koncowa elongacja 72°C, 7 min. Produkty reakcji PCR
byty analizowane na 1% Zelu agarozowym barwionym bromkiem etydyny.

WYNIKI

Materiat do badan stanowito tacznie 189 izolatdw MRSA wykazujacych opornos¢ na
metycyling w te$cie dyfuzyjno-krazkowym. 126 szczepéw MRSA pochodzito z 2012 roku
a 63 izolaty z 2014 roku.

Wsrod szezepow MRSA wyizolowanych w 2012 roku, 110 (87%) charakteryzowato
si¢ opornoscia na erytromycyng, z czego 54 (43%) izolaty prezentowaly konstytutywny
charakter opornosci na MLS (kMLS ) (Tabela I). Indukcyjny mechanizm MLS , iMLS )
wykazywato 39 szczepow (31%). Ponadto, 17 izolatéw (13%) prezentowato fenotyp MSB
wskazujacy na opornos¢ na erytromycyne, wrazliwo$¢ na klindamycyne i ujemny wynik
w tescie na indukcyjno$¢ (Tabela I). Pozostate 16 szczepéw MRSA (13%) pozostawato
wrazliwych zar6wno na erytromycyng jak i na klindamycyne (Tabela I).

Tabela 1. Czgstos¢ wystgpowania fenotypu MLS, wsréd szczepow MRSA opornych na erytromycyng
izolowanych w poszczegélnych latach.

MRSA
Rok Ogotem . .
. . ERYR | ERYR+CLIRc |[ERYR+CLIRi"|ERYR+CLISi
izolacji MRSA
2012 126 (100%) | 110 (87%) 54 (43%) 39 (31%) 17 (13%)
2014 63 (100%) | 50 (79%) 33 (52%) 6 (10%) 11 (18%)

Objasnienia: Liczba procent poszczegdlnych fenotypéw w odniesieniu do ogélnej liczby MRSA dla danego roku
izolacji. ERY R —oporne na erytromycyne, CLI R ¢ — konsytutywnie oporne na klindamycyng, CLI R i* - induktyjnie
oporne na klindamycyng, CLI S i - wrazliwe na klindamycyne oraz ujemny wynik w tescie na indukcyjnos¢.
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Z 2014 roku pochodzity 63 izolaty MRSA, w tym 50 (79%) bylo opornych na erytro-
mycyng. Konstytutywny mechanizm opornosci MLS, wykazano u 33 szczepéw MRSA
(52%) (Tabela I). Oporno$¢ na erytromycyng i jednoczesnie wrazliwo$¢ na klindamycyne
wykryto tacznie u 17 szczepow. W tej grupie u 6 (12%) izolatow zaobserwowano splasz-
czenie strefy zahamowania wzrostu wokol krazka z klindamycyna w obecnosci erytro-
mycyny, co Swiadczy o indukowalnym mechanizmie opornosci na MLS  (iMLS ) au 11
szczepow (17%) wykryto mechanizm MS, (Tabela I). Wrazliwych na erytromycyng pozo-
stawato 13 szczepéw MRSA (21%) (Tabela II).

Tabela II. Czgstos¢ wystegpowania genow erm wérod szczepdéw MRSA opornych na erytromycyne
w poszczeg6lnych latach

n (%) ermA ermC ermA + ermC

Rok

izolacji | MRSA| n | eMLS, | iMLS, |CLIS | n |eMLS, |iMLS, |CLI-S | n |cMLS, [iMLS,| o o
ERYR [ 00| o) | C4) CoF| ) | ) | OB [CoF| (B) | (h) -

so1p | 10| 56| 38 5 13 48] 11 33 4 | 6| 4 2 0
(100) [GD] 68) | (9) | (23) (44| (23) | 69) | ®) |G| (67) | 33)

o1 | S0 |23 15 3 s || o9 2 6 |10 9 1 0
(100) [46)| (65 | (13) | 22) [BH| 53) | (12) | (35 |0)| (90) | (10)

Objasnienia: Jako 100% dla danego roku izolacji przyjeto liczbe izolatow MRSA opornych na erytromycyne,
n-ogodtem, cMLS, — oporno$¢ konstytutywna, iMLS , — opornos¢ indukcyjna, CLI-Si" - wrazliwe na klindamycy-
ne oraz ujemny wynik w tescie na indukcyjnosé¢, * Odsetek wsrdd izolatow opornych na erytromycyne

Lacznie wérdd 189 szczepow MRSA wyizolowanych w warszawskim szpitalu klinicz-
nym w latach 2012 12014, 160 (85%) bylo opornych a na erytromycyng. Ponadto, fenotyp
kMLSB wykazano u 87 szczepow (46%). Wrazliwo$¢ na klindamycyne wykazato facznie
102 izolaty MRSA. W tej grupie 29 szczepdw bylo takze wrazliwych na erytromycyne,
u facznie 45 izolatow zaobserwowali$my sptaszczenie strefy zahamowania wzrostu wokot
krazka z klindamycyna od strony krazka z erytromycyna (ksztalt litery D), co $wiadczy
o indukcyjnym charakterze opornosci MLSB (Tabela I). Pozostate 28 szczepéw wykazato
ujemny wynik w tescie na indukcj¢, w zwiazku z czym ich fenotyp zostat okreslony jako
MSB.

Dla wszystkich 160 szczepow MRSA opornych na erytromycyne wykonano reakcje
PCR w celu wykrycia genéw ermA i ermC. Wyniki przedstawiono w tabeli II.

Wisrdd 110 szczepdéw MRSA opornych na erytromycyng wyizolowanych w 2012 roku,
gen ermA jako jedyny determinant opornosci wykryto u 56 (51%), gen ermC u 48 (44%)
natomiast dwa determinanty opornosci - geny ermA i ermC u 6 szczepdw (5%) (Tabela II).
Z kolei posrod 50 szczepoéw MRSA opornych na erytromycyne pochodzacych z 2014 roku,
gen ermA jako pojedynczy determinant oporno$ci wystepowat u 23 szczepdw (46%), ermC
u 17 szczepow (34%) a oba geny ermA i ermC wykryto u 10 izolatow (20%) (Tabela II).

Gen ermA byl najczesciej wykrywany u szczepoéw charakteryzujacych si¢ konstytu-
tywna ekspresjg opornosci MLS, — w 2012 roku ermA wykazano u 38 szczepow (35%)
aw 2014 u 15 (30%) (Tabela II). Wérod izolatow o fenotypie iMLS oraz MS gen ermA
wykryto u odpowiednio 5% oraz 12% szczepdw pochodzacych z 2012 roku oraz 6% 1 10%
szczepow z 2014 roku (Tabela II).
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Wisrdd izolatow pochodzacych z 2012 roku niosacych gen ermC jako pojedynczy de-
terminant oporno$ci 11 (10%) wykazywato konstytutywny charakter opornosci fenotyp
kMLS , 33 prezentowato fenotyp iMLS, a 4 fenotyp MS . W 2014 roku gen ermC naj-
czgSciej wystepowat u szczepdw kMLS, — 9 (18%). Ponadto, 5 izolatéw z genem ermC
charakteryzowato si¢ indukcyjnym mechanizmem opornosci (iMLS) oraz 6 szczepdw
o fenotypie opornosci MS, (Tabela II).

Oba geny ermA i ermC wykryto u 13 izolatow wykazujacych konstytutywny charakter
oporno$ci MLS ; (4 szczepy z 2012 roku oraz 9 z 2014 roku) a takze facznie u 3 szczepow
prezentujgcych fenotyp iMLS , (Tabela II).

Lacznie, gen ermA wykryto u 79 szczepdéw jako jedyny determinant opornosci. 53
szczepy wykazywaty KMLS | 8 szczepow iMLS,. Gen ermC wykryto facznie u 65 szcze-
pow. Wérod tej grupy 20 wykazywato konstytutywng oporno$¢ MLS  a 35 wykazywato
indukcyjny charakter oporno$ci na MLS, (Tabela II). Oba geny ermA oraz ermC znalezio-
no u 16 szczepéw. 13 z nich wykazywato konstytutywny charakter opornosci MLS a 3
indukcyjng opornos¢ na t¢ grupe antybiotykow (Tabela IT). Wsrdd puli szczepéw opornych
na erytromycyng a wrazliwych na klindamycyng (fenotyp MS ), gen ermA wykryto tacznie
u 18 szczepdéw (13 z 2012 roku oraz 5 z 2014 roku), a gen ermC w sumie u 10 szczepow
(4 22012 oraz 6 z 2014). Zaden ze szczepéw opornych na erytromycyne i wrazliwych na
klindamycyne nie posiadat dwoch genéw ermA i ermC.

DYSKUSJA

Czeste stosowanie antybiotykoéw z grup makrolidow, linkozamidéw i streptogramin
B, szczegoblnie w leczeniu ambulatoryjnym, spowodowato znaczny wzrost oporno$ci na t¢
grupe lekow wsrod réznych gatunkow bakterii na catym $wiecie (5,9). U szczepdw MRSA
izolowanych od chorych hospitalizowanych opornos¢ ta wystepuje powszechnie (3,14).

Wisrdd przebadanych przez nas 189 szczepow MRSA izolowanych od pacjentéw Szpi-
tala Klinicznego Dzieciatka Jezus w Warszawie, bylo tacznie 160 izolatow (85%) opornych
na erytromycyne, z czego 110 pochodzito z 2012 roku a pozostata cze¢$¢ z 2014. W roku
2014 zaobserwowaliSmy wzrost 0 9% liczby izolatéw o fenotypie kMLS, w poréwnaniu
z 2012 rokiem. Ponadto, w 2014 roku odnotowalismy spadek o 21% liczby szczepow o fe-
notypie iMLS .. Tendencja ta od dtuzszego czasu utrzymuje si¢ wsrdd szczepdw MRSA
izolowanych od pacjentow warszawskiego szpitala klinicznego. Dla poréwnania, w 2006
roku Miynarczyk i wsp. (19) opisali fenotyp iMLS, u 50% szczepéw MRSA oraz 48%
kMLS .. Wzrost czgstosci wystgpowania fenotypu kMLS  obserwuje si¢ wsrod klinicznych
izolatow MRSA na catym $wiecie. Potwierdzaja to badania przeprowadzone przez Almer
i wsp. (2) na puli szczepdw izolowanych w USA w 2002 roku oraz szczepdéw pochodza-
cych z Indii z lat 2012-2013 (4).

Nasze badania wykazaty, ze najczesciej wystepujacym determinantem opornosci na
MLS, u MRSA jest gen ermA (50% wszystkich szczepow). Gen ermC zostat wykryty
u 40% badanych szczepow. Pozostate 10% to izolaty posiadajace jednocze$nie oba geny:
ermA 1 ermC. Wsrdd szczepdw izolowanych zaréwno w 2012 jak i 2014 roku, niosacych
gen ermA oraz oba geny erm dominowat fenotyp kMLS . Podobnie Saderi i wsp. (25) wy-
kazali, ze gen ermA wyrazany konstytutywnie jako jedyny determinant opornosci, wyste-
powal najczesciej wsrod badanej puli szczepow pochodzacych z Iranu z 2011 roku. Nato-
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miast Schmitz i wsp. (26) badajac populacje¢ 493 szczepow MRSA opornych na makrolidy
izolowanych w ramach europejskiego programu SENTRY 1997-1998 stwierdzili, ze 82%
z nich wykazywato konstytutywny typ opornosci i zawieralo gen ermA. Z kolei w USA,
Steward 1 wsp. (29) w 2005 roku wykazali obecnos$¢ genu ermA wyrazanego konstytutyw-
nie u 33% szczepow a indukcyjnie u 17% .

Wyrazna zmiang obserwujemy natomiast w populacji szczepow z genem ermC.
U wigkszoS$ci szczepdw z 2012 ekspresja ermC byta indukowana, natomiast w 2014 szcze-
py niosgce ten gen charakteryzowaly si¢ fenotypem kMLS,. Wzrost czgstosci szczepow
zawierajacych gen ermC moze by¢ wynikiem rozprzestrzeniania si¢ w réznych latach in-
nych klonéw epidemicznych. Mynarczyk i wsp. (19) w 2006 roku badajac izolaty z tego
samego szpitala, wykazali obecno$¢ genu ermC jako jedynego genu warunkujacego opor-
nos¢ tylko u 8% badanych izolatéw. Obserwujemy zatem znaczny wzrost liczby szczepow
niosacych gen ermC na przestrzeni lat. Istotne jest takze, ze w obserwowanym okresie
wzrost odsetek izolatoéw posiadajacych jednoczesnie oba determinanty opornosci (1,7,23).

Podsumowujac, przeprowadzone przez nas badania uwidocznily zmiany jakie zaszty
w strukturze populacji szczepéw MRSA izolowanych od pacjentow Szpitala Klinicznego
Dziecigtka Jezus w Warszawie w latach 2012 oraz 2014. Zaobserwowane zmiany maja
najprawdopodobniej zwigzek ze stosowang w tym szpitalu presja selekcyjng antybiotykow
(21). Wplyw na opisane przez nas zmiany mogta mie¢ réwniez nasilona w ostatnich latach
migracja ludzi (15,17).
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Choroba pneumokokowa wywolywana przez Streptococcus pneumoniae,
stanowi istotny problem zdrowia publicznego pod wzgledem epidemiolo-
gicznym, klinicznym i leczniczym. Zwalczanie i zapobieganie zakazeniom
pneumokokowym powinno by¢ priorytetowym dzialaniem w walce z cho-
robami zakaznymi. Celem pracy byla analiza przypadkéw zachorowan
wywolanych przez S. prneumoniae na terenie powiatu bielskiego i miasta
Bielska-Bialej w latach 2007-2016.

Stowa kluczowe: Streptococcus pneumoniae, choroba pneumokokowa, epidemiologia

ABSTRACT

Introduction: Streptococcus pneumoniae is the main cause of mortality in the world.
It causes general and local infections. The most exposed are young children and elderly
people. The aim of the study was the analysis of the occurrence of infections caused by S.
pneumoniae among the inhabitants of the district of Bielsko-Biata and the city of Bielsko-
Biata in 2007-2016, including the number of cases and deaths of inhabitants in particular
age groups and assessment of the type of clinical infections.

Material and Methods: The analysis of the occurrence of pneumococcal disecase was
based on the data collected by the Sanitary and Epidemiological Station in Bielsko-Biala.

Results: In the analyzed period, 99 cases of confirmed infection caused by S.pneumoniae
were reported. It was the most common in children up to 4 years old and adults aged 50
years and over. The first symptoms of the disease appeared in the months of March and
November. The pneumonia with sepsis, sepsis and meningitis dominated among the medi-
cal sings of the pneumococcal disease. 30 people died, including 2 people aged 4 years and
28 people aged 32-94 years. The most common cause of death was pneumonia with sepsis.
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Conclusions: Within the ten-year period 2007-2016, the number of confirmed cases of
disease caused by S. pneumoniae in Bielsko-Biata and its surroundings increased signifi-
cantly. The pneumococcal disease may affect people of all ages; however, the special risk
group includes children up to 4 years old and people aged 30 years and over. People over
50 are particularly at risk of undergoing unfavourable course of infection that can result in
death. Infections of S. pneumoniae are seasonal and they occur most often in the autumn
and winter, as well as infections caused by the influenza virus.

Key words: Streptoccocus pneumoniae, pneumococcal disease, epidemiology

WSTEP

Zakazenia pneumokokami przebiegajace pod postacig inwazyjnej choroby pneumokoko-
wej stanowig na $wiecie czgsta przyczyne groznych dla zycia powiktan ogoélnoustrojowych,
wlacznie ze zgonem, szczegdlnie u matych dzieci i 0sob starszych, powyzej 65 roku zycia.
Czynnikiem etiologicznym tych infekc;ji jest szeroko rozprzestrzeniona w srodowisku bakteria
Streptococcus pneumoniae, zwana historycznie pneumokokiem lub dwoinka zapalenia phuc,
nalezaca do paciorkowcow alfa-hemolizujacych, ktorej kolonie jednak w warunkach wzrostu
beztlenowego wywotuja beta-hemoliz¢. Pneumokoki sa wytacznie patogenami czlowieka, wy-
stepujacymi zaréwno u nosicieli jak 1 osob chorych. Szczepy kolonizujace, zasiedlajace gtow-
nie jame¢ nosowo-gardtowa, zwykle nie wywotuja zakazen. Do zakazenia szczepami patogen-
nymi dochodzi droga powietrzno-kropelkowg lub przez bezposredni kontakt (5, 6).

Pneumokoki charakteryzuja si¢ duza réznorodno$cia, wyodrebniono wsrdd nich 97
typow serologicznych, r6znigcych si¢ budowg otoczki polisacharydowej, ktora to struktura
jest w gtownej mierze odpowiedzialna za ich patogenno$¢. Innym czynnikiem majacym
wplyw na chorobotwdrczos¢ pneumokokow jest zdolno$¢ do wytwarzania biatkowej tok-
syny — pneumolizyny (14).

Obraz kliniczny zakazenia pneumokokami zalezy takze od cech zainfekowanego organi-
zmu i waha si¢ od bezobjawowego nosicielstwa, do groznych dla Zycia postaci inwazyjnych,
przebiegajacych pod postaciami posocznicy czy zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych i/
lub moézgu. Nosicielstwo jest zjawiskiem do$¢ powszechnym, dotyczy najczesciej dzieci
do 5 roku zycia (20-40%) i maleje wraz z wiekiem, wynoszac u dorostych od 5 do 10%.
Czgsto$¢ kolonizacji drég oddechowych nie tylko zalezy od wieku, ale takze od warunkow
socjoekonomicznych, czynnikdw uszkadzajacych nabtonek drog oddechowych (infekcje wi-
rusowe, palenie tytoniu) oraz pory roku. Czg¢sciej pneumokoki rozprzestrzeniaja si¢ w zbio-
rowiskach ludzkich, takich jak ztobki, przedszkola, domy opieki spotecznej (4, 16). Rozwoj
infekcji pneumokokowej przewaznie nie jest nastepstwem dhugotrwatego nosicielstwa, lecz
skutkiem kolonizacji nowym szczepem bakteryjnym. Szczegodlnie na zakazenie narazone sg
osoby o obnizonej odpornosci, chorzy z przewlektymi chorobami ptuc, wsierdzia, choroba
alkoholowa, cukrzyca, asplenig. Pneumokokowe zapalenie ucha srodkowego, zatok przyno-
sowych, zapaleniem ptuc bez bakteriemii, szerzg si¢ przez cigglo$¢ ze skolonizowanej tymi
bakteriami nosogardzieli. Inwazyjna choroba pneumokokowa (IChP) przebiegajaca pod po-
stacig posocznicy (sepsy), zapalenia opon moézgowo-rdzeniowych, lub zapalenia ptuc z bak-
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teriemia, jak rowniez zapalenia ko$ci, stawdw, otrzewnej maja krwiopochodne pochodzenie.
Wymienione postacie moga wystgpowac pojedynczo lub wspotistnie¢ ze sobg. Warunkiem
potwierdzenia podejrzenia rozpoznania choroby pneumokokowe;j jest wyizolowanie bakterii
S. pneumoniae lub wykrycie jej kwasu nukleinowego lub antygenu, z miejsc, ktdre w wa-
runkach prawidlowych sa jatowe, np., z krwi, ptynéw ustrojowych. IChP charakteryzuje
si¢ ciezkim przebiegiem, czgsto prowadzi do powiktan i zgonow (16, 18, 22). Zakazenia
spowodowane pneumokokami leczy si¢ antybiotykami, kierujac si¢ wynikami badania opor-
nosci bakterii na leki. Najczesciej w praktyce klinicznej stosuje si¢ penicyliny, makrolidy
i cefalosporyny (2). Istotnym problemem leczenia zakazen pneumokokowych ostatnich lat
jest wzrastajaca oporno$¢ S. pneumoniae na stosowane powszechnie antybiotyki, zwtaszcza
u matych dzieci (13). Wydaje sig, ze najbardziej skuteczng metoda zapobiegania inwazyjnym
zachorowaniom wywotanym przez pneumokoki sg szczepienia ochronne.

Celem pracy byta analiza wystepowania zakazen spowodowanych przez Streptococ-
cus pneumoniae w§rod mieszkancow powiatu bielskiego i miasta Bielsko-Biata w latach
2007-2016, z uwzglednieniem liczby zachorowan i zgonéw chorych w poszczegélnych
grupach wiekowych oraz postaci klinicznych zakazen.

MATERIAL I METODY

Analiza objeto 99 przypadkdéw zachorowan zgloszonych do Powiatowej Stacji Sani-
tarno-Epidemiologicznej w Bielsku-Biatej w latach 2007-2016, ktorych przyczyna byta
infekcja wywolana przez S. pneumoniae, potwierdzona badaniami bakteriologicznymi.
Analizowano dane zawarte w ,,formularzach zgtoszenia podejrzenia lub rozpoznania za-
kazenia lub choroby zakaznej” przesylanych przez lekarzy dokonujacych rozpoznania
oraz informacje zebrane przez pracownikéw Panstwowej Inspekcji Sanitarnej podczas
wywiadéw epidemiologicznych. Sposrod wszystkich analizowanych przypadkéw 61 osob
(62,0%) zamieszkiwato tereny miejskie, 38 o0sob (38,0%) mieszkato na wsi, 30 chorych
(30,3%) mieszkato samotnie, 17 chorych (17,2%) bedacych w wieku produkcyjnym, nie
pracowalo. Leczenia szpitalnego wymagato 97 chorych (98,0%), 2 osoby (2,0%) leczono
w warunkach ambulatoryjnych.

WYNIKI

W latach 2007-2016 odnotowano wérod mieszkancow Bielska-Bialej i powiatu biel-
skiego 99 przypadkéw zachorowan, ktorych przyczyna byla infekcja S. pneumoniae po-
twierdzona badaniami bakteriologicznym. Zachorowalo 65 mezczyzn (65,7%) 1 34 kobiet
(34,3%). W analizowanym okresie najwigcej zachorowan odnotowano w 2016 roku - 26
przypadkéw i w 2015 roku - 23 przypadki (Ryc. 1). Najmtodszy chory nie ukonczyl 2 mie-
sigca zycia, najstarszy mial 94 lata (mediana wieku 60 lat, Srednia arytmetyczna 51 lat).
Najwigcej zachorowan u dzieci odnotowano w 1 roku zycia, u 0séb starszych w przedziale
wiekowym 61-70 lat. Najczgsciej chorowaly dzieci do 4 roku zycia (13 dzieci) oraz dorosli
po 50 roku zycia (69 o0sob) (Ryc. 2). Najwigcej zachorowan przypadato na okres jesienno-
-zimowy, tj. od wrzesnia do marca - 74 % wszystkich analizowanych przypadkow. Pierw-
sze objawy infekcji najczesciej pojawiaty si¢ w miesigcu marcu i listopadzie. Najmniej
zachorowan odnotowano w lipcu i sierpniu (Ryc. 3).
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Liczba przypadkéw infekcji Streptococcus pneumoniae
w latach 2007-2016

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016
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Rycina 1. Zachorowania spowodowane przez Streptococcus pneumoniae w$réd mieszkancow
Bielska-Biatej i powiatu bielskiego w latach 2007-2016, z uwzglednieniem pici chorych
0s6b.

Rok zycia/grupy wiekowe o0sob, u ktorych rozpoznano zakazenie
Streptococcus pneumoniae

30 )

25

21

0 000 101 101 000 00O 110

S T T W T S R R I RS St P P I
RV NG N AN i~ M)
AT YT Y Y AY Y q.\;’»
mogotem mkobiety mmeiczyini
Rycina 2. Zachorowania na chorob¢ pneumokokowa mieszkancow Bielska-Biatej i powiatu
bielskiego wg. wieku, z uwzglednieniem plci.

Wsrdd 99 zgloszonych przypadkow zachorowan u 29 os6b rozpoznano posocznice,
w 10 przypadkach posocznice wraz z zapaleniem opon moézgowo-rdzeniowych, w 39
przypadkach posocznice z zapaleniem ptuc. Odnotowano 15 przypadkéw zapalenia opon
moézgowo-rdzeniowych i 1 przypadek zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych z towarzy-
szacym zapaleniem phuc oraz 5 przypadkéw zapalenia ptuc, w tym w jednym przypadku
zapalenia ptuc w materiale biologicznym zidentyfikowano zaréwno bakterie Streptococcus
pneumonie jak i Haemophilus influence (Ryc. 4).
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Rycina 3. Rozklad sezonowy zachorowan mieszkancéw Bielska-Bialej i powiatu bielskiego
wywotanych przez Streptococcus pneumoniae.

Postacie kliniczne infekcji
1;1%

M zapalenie ptuc i posocznica

H posocznica

™ zapalenie opon mdzgowo-rdzeniowych

M zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych i posocznica

M zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych i zapalenie ptuc

® zapalenie ptuc

Rycina 4. Postacie kliniczne infekcji wywotanej przez Streptococcus pneumonie.

Przebieg infekcji w 30 przypadkach zakonczyl si¢ zgonem (zmarto 30,3% chorych)
w tym 29,2% chorujacych me¢zczyzn (19 zgonow na 65 chorujacych) oraz 32,4% choru-
jacych kobiet (11 zgondéw na 34 chorujace). Wérdd zmartych bylo dwoje dzieci w wie-
ku 4 lat, pozostate osoby to dorosli w przedziale wiekowym pomigdzy 32 a 94 rokiem
zycia (Ryc. 5). Przyczyng zgonu w 12 przypadkach byto zapalenie ptuc z towarzyszaca
posocznica, w 9 przypadkach posocznica, w 7 przypadkach jako przyczyng zgonu ustalono
zapalenie opon mozgowo-rdzeniowych (w 3 przypadkach z posocznica, w jednym z zapa-
leniem ptuc) (Ryc. 6).
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Infekcje Streptococcus pneumonie zakonczone zgonem - wiek
pacjentow
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Rycina 5. Zakazenia wywotane przez Streptococcus pneumonie zakonczone zgonem, wg plci i wieku
chorych.

Postacie kliniczne infekcji - zgony

m Zapalenie ptuc i posocznica

m Posocznica
[ Zapalenie opon mézgowo rdzeniowych
m Zapalenie opon mdzgowo rdzeniowych i posocznica

m Zapalenie ptuc i zapalenie opon mézgowo rdzeniowych

Rycina 6. Postacie kliniczne zakazen inwazyjnych, ktore spowodowaty zgon chorych.
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DYSKUSJA

Zakazenia pneumokokowe sg istotnym problemem zdrowia publicznego, nie tylko
w Polsce, ale takze na catym $wiecie. Szacuje si¢, ze globalna liczba przypadkéw choroby
pneumokokowej u dzieci ponizej 5 roku zycia wynosi 14,5 milionéw rocznie, z ktérych
800 tys. konczy si¢ $miercig (17). Pod wzgledem klinicznym szczegolnie niebezpieczne
sa zakazenia inwazyjne. W Polsce przypadki inwazyjnej choroby pneumokokowej (IChP)
rejestrowane sg przez Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego - Panstwowy Zaktad Higie-
ny (NIZP-PZH) oraz Krajowy Osrodek Referencyjny ds. Diagnostyki Bakteryjnej Zakazen
Osrodkowego Uktadu Nerwowego (KOROUN) w Narodowym Instytucie Lekéw (7).

Wedhug danych NIZP-PZH liczba zarejestrowanych przypadkéw IChP w latach 2009-
2015 stopniowo wzrastata, z 274 do 979 przypadkow. Ogolny wskaznik zapadalnosci na
IChP wynosit 0,72/100 tys. mieszkancéw w 2009 roku, a do 2015 roku zwigkszyt si¢ ponad
trzykrotnie 1 wynosit 2,55/100 tys. mieszkancow. W 2016 roku zarejestrowano w Polsce
966 przypadkow IChP, a wskaznik zapadalnosci ulegl nieznacznemu obnizeniu i wynidst
2,51/100 tys. (1).

Z danych przedstawionych przez KOROUN wynika, ze w latach 2010-2015 liczba
przypadkéw IChP wzrosta z 298 do 701. Najwiekszg zapadalno$¢ zaobserwowano u dzie-
ci ponizej 2 roku zycia i dorostych powyzej 65 roku zycia. W 2015 roku zapadalno$¢
na IChP w tych grupach wiekowych wynosita odpowiednio 4,08/100 tys. i 4,83/100 tys.,
aw 20016 roku u dzieci w wieku do 2 lat wzrosta do 5,43, u 0séb powyzej 65 roku zycia
wynosita 4,76/100 tys. (8). W Polsce, w latach 2011-2013, najwyzszy wskaznik zapadal-
nos$ci odnotowano u dzieci ponizej 1 roku zycia 4,28/100000 i 0s6b powyzej 85 roku zycia
4,62/100000 (21). W wojewddztwie $laskim w latach 2011-2015 zarejestrowano w sumie
325 przypadkéw IChP, odnotowujac najwiecej przypadkow w 2015 roku — 88 chorych.
Ogolny wskaznik zapadalnos$ci na IChP ksztattowat si¢ od 1,23/100000 w 2011 roku do
1,92/100 tys. w 2015 roku. Sposréd wszystkich postaci inwazyjnych najczesciej wystepo-
wala posocznica (155 zachorowan) i zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych i/lub mézgu
(127 zachorowan) (23). Analiza zakazen inwazyjnych szczepami otoczkowymi w latach
2000-2013 przeprowadzona w Szpitalu Bielanskim w Warszawie wykazata, ze S. pneumo-
niae byt odpowiedzialny za ponad polowe wszystkich zakazen inwazyjnych u pacjentow
1 byl najczestszg przyczyna bakteriemii lub posocznicy (11).

Z zebranych przez Powiatowa Stacje Sanitarno-Epidemiologiczng w Bielsku-Biatej
danych wynika, ze w latach 2007-2011 u mieszkancéw Bielska-Biatej i powiatu bielskie-
g0, populacji liczacej okoto 334 tys. os6b, odnotowano tacznie 19 przypadkdéw zachoro-
wan na chorobe pneumokokowg (zapadalno$¢ w kolejnych latach na 100 tys. mieszkancow
wynosita odpowiednio: 0,9, 0,9, 1,5, 0,3, 2,1), a w latach 2012-2016 tych przypadkéw byto
juz 80 (zapadalno$¢ na 100 tys. w kolejnych latach wynosita odpowiednio: 3,0, 2,7, 7,9,
7,0, 3,6). Najczestsza postacig kliniczng inwazyjnej choroby pneumokokowej zgtoszonej
do PSSE w Bielsku-Biatej w latach 2007-2016 byta posocznica — 78 przypadkow, w tym
w 49 przypadkach przebiegajaca z zapaleniem pluc lub z zapaleniem opon mdzgowo-
-rdzeniowych. Uwaza sig, ze liczba zachorowan na IChP w Polsce jest niedoszacowana, ze
wzgledu na rzadkie zlecanie posiewdw krwi oraz rozpoczynanie antybiotykoterapii przed
pobraniem materiatu do badan mikrobiologicznych (7).
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Epidemiologiczny raport dotyczacy wystepowania chordb zakaznych w Europie po-
daje, ze do europejskiego systemu nadzoru zgtoszono w 2015 roku 21118 potwierdzonych
przypadkéw IChP, wskaznik zapadalnosci wynosit 5,6/100 tys. i byl wyzszy niz w roku
2014, w ktorym wynosit 4,8/100 tys. (17528 przypadkow). Najwyzszy wskaznik zapadal-
no$ci odnotowano u dzieci ponizej 1 roku zycia (12,9/100 tys.) i 0s6b starszych, powyzej
65 roku zycia (16,1/100 tys.). W latach 2011-2014 ogdlny wskaznik zapadalnos$ci ksztat-
towal si¢ na poziomie 4,8-5,8/100 tys. Ze wszystkich rozpoznanych w Europie inwazyj-
nych postaci zakazen S. pneumoniae, najczgséciej wystepowata posocznica oraz zapalenie
ptuc z bakteriemia. Najnizsze wskazniki zachorowan obserwowano w miesigcach letnich,
a najwyzsze w miesigcach zimowych, od listopada do marca (19). Zjawisko sezonowosci
wystegpowania IChP potwierdzaja takze inni autorzy (3, 9, 20).

W Polsce og6lny wskaznik §miertelnosci z powodu IChP w latach 2011-2015 wynidst
29,8 %, aw 2016 38,2%. Najwyzszy byl w grupie wiekowej powyzej 65 roku zycia, w 2015
roku wyniost 46%, a w 2016 49,3% oraz u dzieci ponizej 2 lat, odpowiednio wyniost 5,3%
16,7% (8). W wojewodztwie §laskim w latach 2011-2015 z powodu inwazyjnych zakazen
wywotanych przez S. pneumoniae zmarto 37 0séb, najczesciej umieraly osoby powyzej 50.
roku zycia (23). Ryzyko zgonu wzrasta wraz z wiekiem i jest zwigzane ze zmniejszeniem
odpornosci i zjawiskiem fizjologicznego procesu starzenia si¢ organizmu (15). Na $wiecie
wigkszo$¢ zgondw z powodu infekcji S. pneumoniae odnotowuje si¢ w krajach rozwija-
jacych sie, upatrujac przyczyne tego stanu rzeczy w ubdstwie, niskim poziomie higieny,
niedostatecznym dostepie do antybiotykow i szczepionek. Warto zauwazy¢, ze w krajach
tych obserwuje si¢ takze wysoka czgstos¢ zakazen HIV, ktdre sprzyjaja rozwojowi infekcji
pneumokokowych (12).

S. pneumoniae wywoltuje rowniez zakazenia o charakterze nieinwazyjnym, zwlaszcza
zapalenie ucha §rodkowego, zapalenie zatok i pozaszpitalne zapalenie ptuc. Choroby te
nie stanowig bezposredniego zagrozenia dla zycia cztowieka, moga jednak powodowac
cigzkie i niebezpieczne powiktania (14). S. pneumoniae jest najczestszym patogenem za-
palenia ptuc u 0s6b starszych (stanowi 70% zdiagnozowanych przypadkow). Smiertelnosé
z powodu zapalenia ptuc wynosi okoto 5%, wzrasta do 30% w przypadkach powiktanych
bakteriemig lub posocznica (10).

PODSUMOWANIE

1. W 10-letnim okresie, obejmujacym lata 2007-2016, liczba potwierdzonych przypad-
kéw zachorowan mieszkancow Bielska-Biatej i okolic spowodowanych przez S. pneu-
moniae znaczaco wzrosta.

2. Choroba pneumokokowa moze dotyczy¢ osob w kazdym wieku, jednak grupe szcze-
gblnego ryzyka stanowig dzieci do 4 roku zycia i osoby powyzej 30 roku zycia. Osoby
powyzej 50 roku zycia sa szczeg6lnie narazone na niepomyslny przebieg infekcji za-
konczony zgonem.

3. Infekcje S. pneumoniae maja charakter sezonowy, najczesciej wystepuja w okresie
jesienno-zimowym, podobnie jak infekcje powodowane wirusem grypy.
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Analiza pelnogenomowych sekwencji trzech wyosobnionych z materiatu
klinicznego od ludzi szczepow Salmonella enterica serotyp Enteritidis
ST11 o obnizonej wrazliwos$ci na ciprofloksacyng

Analysis of draft whole genome sequences of three clinical strains
of Salmonella enterica serotype Enteritidis ST11 with decreased
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Paleczki Salmonella sa druga w kolejnosci, najczestsza przyczyna bakteryj-
nych biegunek. W wigkszosci przypadkéw zakazenia sa samoograniczajace
sie. W ciezkich i uzasadnionych przypadkach lekiem z wyboru w leczeniu
salmonelozy u dorostych sa fluorochinolony. W prezentowanej pracy prze-
analizowano sekwencje DNA uzyskane metoda sekwencjonowania pelnoge-
nomowego (WGS) z trzech izolatow S. Enteritidis o obniZonej wrazliwosci
na ciprofloksacyne (MIC = 0,19 mg/l), wyizolowanych od trzech niepowia-
zanych epidemiologicznie pacjentow. Wszystkie szczepy nalezaly do ST11
i posiadaly dwa bardzo podobne wzory MLVA (3-9-5-4-1 and 3-10-5-4-1).
Jedynym wykrytym mechanizmem opornosci byla substytucja Ser83Tyr
w podjednostce A gyrazy (GyrA).

ABSTRACT

Introduction: Salmonella is the second the most common bacterial pathogen causing
food-borne diarrhoea. Most of Salmonella infections are self-limiting but severe invasive
infections which require antibiotic treatment. Nowadays, fluoroquinolones are the drug of
choice for the treatment of invasive gastrointestinal infections due to non-typhoidal Sal-
monella in adults but the number of Sa/monella serotypes with decreased susceptibility to
ciprofloxacin has increased during recent years.

Material and Methods: Three Sa/monella Enteritidis strains with decreased susceptibility
to ciprofloxacin (MIC 0.19 mg/l) were isolated from apparently unrelated patients. The
strains were sequenced and their draft genomes were analysed for the occurrence of resist-
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ance genes, mutations, plasmids, and genotyped using MLST, MLVA and whole genome
SNP analysis.

Results: All three strains belonged to ST11, and have closely related MLVA patterns (3-
9-5-4-1 and 3-10-5-4-1). SNP analysis showed from 2 to 26 SNP between all the strains.
Ser83Tyr substitution in the GyrA subunit was the only resistance mechanism found in all
analysed strains.

Conclusions: Our results support previous reports on dissemination of S. Enteritidis strains
with altered GyrA and reduced susceptibility to fluoroquinolones.

Keywords: Antimicrobial resistance, fluoroquinolones, Salmonella Enteritidis, whole ge-
nome sequencing, WGS, QRDR

INTRODUCTION

Salmonella is the second (after Campylobacter) the most common bacterial pathogen
causing food-borne diarrhoea. Furthermore, Salmonella enterica subsp. enterica serotype
Enteritidis (S. Enteritidis) is one of the main serovars associated with human salmonellosis
worldwide. In the EU, S. Enteritidis is responsible for 44.4% of salmonellosis confirmed
cases reported in 2014 (4). In Poland, the rate is even higher, riches 75% of all reported
strains in 2013 and 2014 (15). Most of Salmonella infections result in self-limiting gastro-
enteritis, and antimicrobial therapy is not recommended. However, severe invasive infec-
tions require antibiotic treatment. Nowadays, fluoroquinolones (FQ) are the drug of choice
for the treatment of invasive gastrointestinal infections due to non-typhoidal Salmonella
in adults. Unfortunately, the number of Salmonella isolates of different serotypes with
decreased susceptibility to ciprofloxacin (MIC >0.125 mg/l) has increased during recent
years in many countries (2, 6, 9). The decrease of susceptibility to FQ in Salmonella is
worth attention due to the high risk of treatment failure when FQ are used. Noteworthy,
WHO has put the FQ resistant Sa/monella on the list of 12 bacteria for which new anti-
biotics are urgently needed (WHO: http://www.who.int/mediacentre/news/releases/2017/
bacteria-antibiotics-needed/en/).

Resistance to FQ is typically a consequence of mutations in chromosomal genes of
DNA gyrase (gyr4, gyrB) and topoisomerase IV (parC, parE), changes in drug entry and
efflux, as well as acquired of plasmid-mediated quinolone resistance (PMQR) genes (gnr4,
qnrB, qnrS, gnrD, aac(6')-1b-cr, gepA and ogxAB) (7, 12). Single mutation in quinolone re-
sistance determining region (QRDR) of gyr4 gene in Sa/monella usually results in reduced
ciprofloxacin susceptibility (10). Additional mutations and their accumulation can further
increase FQ resistance leading to high level resistance (7). Although efflux and PMQR
reduce FQ susceptibility the both support emergence of increased resistance level in the
presence of therapeutic quinolone concentration (13, 14).

In this study, we investigated the mechanisms associated with decreased susceptibil-
ity to ciprofloxacin, and we first time presented the draft genome sequence of Salmonella
Enteritidis isolated from human in Poland.



Nr 1 Pelmogenomowe sekwencje S. Enteritidis o obnizonej wrazliwosci na ciprofloksacyng 29

MATERIAL AND METHODS

During a routine study conducted in our lab in 2016, three strains with decreased sus-
ceptibility to ciprofloxacin (MIC = 0.19 mg/l) were isolated from apparently unrelated
patients with Sa/monella Enteritidis detected in the stool culture. The isolates were identi-
fied by biochemical tests and were further confirmed by serotyping in accordance with the
White-Kauffmann-LeMinor scheme. Antimicrobial susceptibility was evaluated for cip-
rofloxacin, ampicillin, ceftazidime, ceftriaxone, gentamicin, amikacin and trimethoprim-
sulphamethoxazole by E-test method and interpreted according to European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST: http://www.eucast.org/) recommenda-
tions. The three isolates were screened for the presence of the aforementioned PMQR
determinants by PCR amplification using methods described previously (11). Furthermore,
the isolates were subjected to whole genome sequencing analysis (WGS). All steps of
WGS (DNA purification, library preparation, sequencing) were performed in Public Health
England Genomic’s Services using HiSeq Illumina platform. Genomes of the three investi-
gated strains were assembled with Velvet and SPAdes assemblers using applications avail-
able on CGE web-site (Center for Genomic Epidemiology; www.cge.dtu.dk/services). In
silico, Salmonella serotype prediction was performed with SeqSero 1.2 algorithm (https://
cge.cbs.dtu.dk/services/seqsero/). Plasmid occurrence was analysed in silico with Plas-
midFinder tool (https://cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder/). Occurrence of resistance
genes and chromosomal mutations was analysed using ResFinder 3.0 (https://cge.cbs.dtu.
dk//services/ResFinder-3.0/) algorithm. Genetic relatedness of the analysed strains was de-
termined by SNP analysis performed using CSI Phylogeny algorithm (https://cge.cbs.dtu.
dk/services/CSIPhylogeny/). MLST type was assigned using MLST 1.8 algorithm (https://
cge.cbs.dtu.dk/services/MLST/). Additional MLVA type was assigned by the methodology
recommended by ECDC (3). The number or VNTRs was predicted from WGS data using
CLC Sequence Viewer 7 software.

RESULTS AND DISCUSSION

All the tested isolates exhibited a susceptibility to ampicillin, ceftazidime, ceftriaxone, gen-
tamicin, amikacin and trimethoprim-sulphamethoxazole and showed decreased susceptibility
to ciprofloxacin with MIC = 0,19 mg/ml. None of the PMQR genes was detected by PCR.

The WGS analyses were performed as a part of ENGAGE project. All sequence reads
are deposited in the European Nucleotide Archive (ENA) database under the study ID:
PRIJEB23743. In silico, Salmonella serotype prediction confirmed that all the strains be-
longs to the Enteritidis serotype.

Multilocus sequence typing (MLST) showed that all tested strains shared the same
sequence type (ST11), representing the most common ST among Enteritidis, Gallinarum,
Pullorum group (1) (all important data are combined in Table I). Strains no. 172/16 and
173/16 revealed the same MLVA pattern 3-9-5-4-1 and one strain (no. 178/16) showed pat-
tern 3-10-5-4-1. Further SNP analysis revealed the three strains were closely related (simi-
larity matrix showed in Table I). Only two SNPs were found between strains no. 172/16
and 173/16, and strain no. 178/16 showed only 24 SNPs compared to strain 172/13, and 26
SNPs compared to strain 173/16.
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Table I. Combined data and results obtained from all analysed S. Enteritidis isolates.

: ; ; SNP matrix

Sample | Collection Serotype | MLST | MLVA Resmnapce Plasmld

no. date mechanisms | replicons | 172/16 | 173/16 | 178/16
s IncFIB(S),

172/16 | 2016-06 Fzgfer;;‘f‘)s STI1 [3-9-5-4-1| gyrAS83Y | IncFIIS), | 0 2 24
B CoIRNAI
Enteritidi IncFIB(S),

173/16 | 2016-06 (9." o )s STIl [3-9-5-4-1| gyrASS3Y | IncFIKS), | 2 0 26
B ColRNAI
. IncFIB(S),

178/16 | 2016-07 ]igferi‘f‘; STI1 3'411?1'5' eyrASS3Y | IncFIIS), | 24 | 26 0
Bl ColRNAI

Using PlasmidFinder ColRNAI, IncFIB and IncFII plasmid replicons were found in all
three strains. Noteworthy, IncFII is the common incompatibility group among Salmonella
virulence plasmids. IncFII plasmids encoding for resistance traits were also reported in
S. Enteritidis (8). Consequently, ResFinder analysis showed that using even non-restrictive
parameters (70% for sequence identity, 60% for minimum length) no resistance genes were
detected in genomes of the three tested strains, including range of PMQRs (all databases
are constantly updated and available on the web site https://cge.cbs.dtu.dk/services/data.
php). However, WGS revealed that all tested strains possessed altered GyrA due to sub-
stitution of serine to tyrosine in codon 83 (Ser83Tyr). This point mutation was previously
reported in Salmonella strains, as well as in other bacteria with reduced susceptibility to
ciprofloxacin (2, 15).

Our results support previous reports on dissemination of S. Enteritidis strains with
altered GyrA and reduced susceptibility to fluoroquinolones. Despite the low MIC to cip-
rofloxacin, occurrence of GyrA mutation (Ser83Tyr) in the tested strains may contribute
to the appearance of further mutations in other QRDRs (ang. quinolone Resistance Deter-
mining Regions) leading to increased resistance. Notably, mutation in GyrA (Ser83Tyr)
was found in vitro in S. Typhimurium as the first occurring mutation in GyrA triggered by
ciprofloxacin concentration equal to MIC 6 (mg/L) (5). Assuming, the reduced susceptibil-
ity is a favourable adaptation to low concentration of these antimicrobials, our finding may
reflect S. Enteritidis response to exposition to fluoroquinolones in its primary environment
— animals.
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WPROWADZENIE

Pateczki Salmonella sa druga w kolejnosci, najczestsza (po paleczkach Campylobac-
ter) przyczyna biegunek bakteryjnych. Za zdecydowang wickszo$¢ salmoneloz w Polsce
odpowiadajg pateczki Salmonella enterica subsp. enterica nalezace do serotypu Enteri-
tidis izolowane z ok. 75% wszystkich raportowanych w latach 2013 i 2014 przypadkow
(15). W Unii Europejskiej, pateczki S. Enteritidis stanowia rowniez dominujacy serotyp
tego patogenu, jednak izolowane sa tylko z 44,4% wszystkich raportowanych przypadkow
(4). Wickszo$¢ zakazen pateczkami Salmonella przebiega w postaci niezytu zoladkowo-
-jelitowego. Najczesciej sg to zakazenia samoograniczajace si¢ i terapia antybiotykowa
jest niewskazana (réwniez ze wzgledu na mozliwos¢ wywotania nosicielstwa u leczonego
pacjenta). Jednakze ci¢zkie przypadki inwazyjnej salmonelozy wywotanej odzwierzecymi
typami serologicznymi Sa/monella nie-Typhi i nie-Paratyphi A, B, C wymagaja antybio-
tykoterapii. W przypadku leczenia inwazyjnych postaci zapalen jelita u dorostych leka-
mi z wyboru sg antybiotyki z grupy fluorochinolondéw (FQ). Niestety w wielu krajach
obserwowany jest wzrost odsetka izolatow paleczek Salmonella wykazujacych obnizong
wrazliwos¢ na ciprofloksacyne (MIC >0.125 mg/l) (2, 6, 9). Z tych wzgledow, jak rowniez
w zwiazku z ryzykiem niepowodzenia terapeutycznego, poziom opornosci na fluorochino-
lony wsrod pateczek Salmonella wymaga monitorowania. Na problem ten zwraca uwage
takze WHO (ang. World Health Organisation) przyjmujac oporne na fluorochinolony pa-
teczki Salmonella jako jeden z 12 patogenow alarmowych (WHO: http://www.who.int/
mediacentre/news/releases/2017/bacteria-antibiotics-needed/en/).

Oporno$¢ na fluorochinolony jest najczgsciej skutkiem mutacji w rejonach QRDR
(ang. quinolone resistance determining region) chromosomalnych genéw gyr4 i gyrB ko-
dujacych podjednostyki gyrazy (GyrA i GyrB) lub parC i parE kodujacych podjednostki
topoizomerazy IV (ParC i ParE). U pateczek Salmonella pojedyncza mutacja w regionie
QRDR genu gyr4 skutkuje obnizeniem wrazliwosci na ciprofloksacyne (10). Pojawienie
si¢ kolejnych mutacji w rejonach QRDR gyrazy i topoizomerazy IV oraz ich kumulacja
powoduje wzrost poziomu opornosci (7). Natomiast niski poziom opornosci na fluoro-
chinolony moze by¢ zwigzany z aktywno$cia pomp btonowych lub obecno$cia plazmi-
dowo kodowanych mechanizméw zwanych PMQR (ang. plasmid-mediated quinolone
resistance) zwigzanych z obecnos$cia gendw (qnrd, gnrB, gnrsS, gnrD, aac(6')-1b-cr, gepA
and ogxA4B) (7, 12). Obecno$¢ tych mechanizméw moze odgrywac istotng role w selekcji
szczepdéw opornych na wysokie stezenia FQ (13, 14).

W ponizszej pracy opisano analize sekwencji nukleotydowych uzyskanych metoda
petnogenomowego sekwencjonowania (WGS) z trzech wyosobnionych z materiatu kli-
nicznego od ludzi szczepdéw S. Enteritidis o obnizonej wrazliwosci na ciprofloksacyne.
Szczegdtowym celem analizy bylo ustalenie mechanizméw warunkujacych oporno$¢ na
antybiotyki oraz okreslenie podobienstwa genetycznego tych izolatow.

MATERIAL I METODY
Trzy izolaty S. Enteritidis wykazujgce obnizong wrazliwo$¢ na ciprofloksacyng (MIC

= 0,19 mg/l) zostaty wyizolowane z probek katu trzech niepowigzanych pacjentow w 2016
roku podczas rutynowo prowadzonej diagnostyki. Wszystkie izolaty zostaly zidentyfiko-
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wane do poziomu podgatunku przy uzyciu klasycznych, probowkowych testow bioche-
micznych. Serotyp szczepoéw okreslono zgodnie ze schematem White-Kauffmann-LeMi-
nor-a. Wrazliwo$¢ badanych szczepdw na takie antybiotyki jak: ciprofloksacyna, ampicy-
lina, ceftazydym, ceftriakson, gentamycyna, amikacyna oraz trimetoprim-sulfametoksazol
okreslono postugujac si¢ paskami z gradientem stezen antybiotyku (E-test, bioMerieux)
i interpretowano zgodnie z wytycznymi European Committee on Antimicrobial Suscepti-
bility Testing (EUCAST, 2016) (http://www.eucast.org/). Dodatkowo wszystkie badane
izolaty zostaly przebadane na obecno$¢ plazmidowo kodowanych mechanizméw oporno-
scina FQ - PMQR (gnrA, gnrB, gnrS, gnrD, aac(6')-1b-cr, gepA) z uzyciem techniki PCR
wedlug wczesniej opisanej metodyki (11).

Ponadto, badane szczepy poddano pelnogenomowemu sekwencjonowaniu DNA
(WGS). Wszystkie etapy sekwencjonowania pelnogenomowego (izolacja i oczyszczanie
DNA, przygotowanie bibliotek do sekwencjonowania) zostaly przeprowadzone przez
Public Health England Genomic’s Services przy uzyciu technologii Illumina i platformy
HiSeq. Genomy trzech badanych szczepow ztozono do kontigéw przy uzyciu dwoch algo-
rytméw, Velvet i SPAdes, z zastosowaniem aplikacji dostgpnych na stronie CGE (Center
for Genomic Epidemiology; www.cge.dtu.dk/services). Przynalezno$¢ do serotypu Sal-
monella Enteritidis zostata potwierdzona in silico z wykorzystaniem algorytmu SeqSero
1.2 (https://cge.cbs.dtu.dk/services/seqsero/). Przy uzyciu aplikacji PlasmidFinder (https://
cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder/) poszukiwano plazmidéw w badanych sekwen-
cjach pelnogenomowego DNA. Obecnos¢ gendw jak i mutacji chromosomalnych warun-
kujacych oporno$¢ na antybiotyki zostata okreslona in silico z wykorzystaniem algorytmu
ResFinder 3.0 (https://cge.cbs.dtu.dk//services/ResFinder-3.0/). Podobienstwo genetyczne
badanych izolatéw okreslono z wykorzystaniem trzech technik: MLST, MLVA oraz pet-
nogenomowej analizy mutacji punktowych (SNP). Typ MLST zostat oznaczony z wyko-
rzystaniem aplikacji MLST 1.8 (https://cge.cbs.dtu.dk/servicessMLST/). Analiz¢ MLVA
przeprowadzono zgodnie z metodyka rekomendowang przez ECDC (3), za$ liczbe tan-
demowych sekwencji powtoérzonych (VNTR) odczytano z pelnogenomowych sekwencji
nukleotydowych z zastosowaniem oprogramowania CLC Sequence Viewer 7. Analizg
SNP przeprowadzono z wykorzystaniem algorytmu CSI Phylogeny (https://cge.cbs.dtu.
dk/services/CSIPhylogeny/).

WYNIKI I DYSKUSJA

Badane trzy izolaty S. Enteritidis charakteryzowaly si¢ wrazliwos$cig na ampicyling,
ceftazydym, ceftriakson, gentamycyng, amikacyng¢ oraz trimetoprim-sulfametoksazol. Je-
dynie w przypadku ciprofloksacyny odnotowano obnizong wrazliwos¢. Badanie PCR nie
wykazato obecnos$ci poszukiwanych genéw kodujacych determinanty PMQR.

Pelnogenomowe sekwencjonowanie zostalo przeprowadzone w ramach projektu.
Uzyskane odczyty sekwencji zostaty zdeponowane w bazie European Nucleotide Archive
(ENA) pod numerem identyfikacyjnym badania PRJEB23743. Genoserotypowanie Sal-
monella potwierdzato in silico przynalezno$¢ wszystkich badanych szczepéw do serotypu
Enteritidis.
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Typowanie MLST wskazalo, ze wszystkie badane izolaty reprezentuja ten sam typ
ST11 (wszystkie najwazniejsze wyniki zostaly zebrane i przedstawione w Tabeli I). ST
11 jest najczesciej wystepujacym typem w grupie pateczek Salmonella Enteritidis, Galli-
narum, Pullorum (1). Szczepy nr 172/16 i 173/16 posiadaty ten sam typ MLVA (3-9-5-4-
1), za$ szczep 178/16 posiadat bardzo podobny wzdr 3-10-5-4-1. Pelnogenomowa analiza
SNP potwierdzita bliskie genetyczne podobienstwo badanych izolatow (macierz podobien-
stwa zostata przedstawiona w Tabeli I). Wykryte zostaty jedynie 2 mutacje rdzniace szcze-
py 172/16 1 173/16, za$ szczep 178/16 posiadal 24 mutacje punktowe w poréwnaniu do
szczepu 172/16 1 26 mutacji w poréwnaniu do szczepu 173/16.

Analiza z wykorzystaniem algorytmu PlasmidFinder wykazata obecno$¢ plazmido-
wych ori replikacyjnych ColRNAI, IncFIB i IncFII w genomach wszystkich badanych
izolatow. Plazmidy z grupy niezgodnos$ci IncFII wystepuja powszechnie u pateczek Sal-
monella i koduja mechanizmy wirulencji. Wedtug Kim i wsp. (8) plazmidy z tej grupy
niezgodnosci moga réwniez przenosi¢ geny opornosci u pateczek S. Enteritidis.

Analiza gen6w kodujacych determinanty oporno$ci nie wykazata obecnosci zadnych
znanych mechanizmdéw opornosci zdeponowanych w bazie danych algorytmu ResFinder,
nawet przy niskiej swoisto$ci wyszukiwania (70% identyczno$ci sekwencji i 60% mini-
malnego pokrycia dlugosci sekwencji). Analiza ta obejmowala wigkszos$¢ opisanych ge-
néw opornosci w tym szerokie spektrum PMQR (baza sekwencji jest stale aktualizowana
i dostgpna na stronie https://cge.cbs.dtu.dk/services/data.php). Wynik ten jest zgodny z
wynikiem uzyskanym technika PCR. Analiza obecno$ci znaczacych mutacji chromoso-
malnych wykazata, ze wszystkie trzy badane izolaty posiadaja zmienione bialtko GyrA
w wyniku substytucji seryny na tyrozyn¢ w kodonie 83 (Ser83Tyr). Mutacja ta w sposob
istotny wptywa na powstawanie opornosci na fluorochinolony, w tym takze opornosci na
wysokie st¢zenia antybiotyku, zar6wno u pateczek Salmonella jak i u wielu innych pato-
genow (2, 15).

Wyniki uzyskane w prezentowanej pracy wskazuja na rozpowszechnienie szczepow
S. Enteritidis wykazujacych zmniejszong wrazliwo$¢ na fluorochinolony jedynie w nastgp-
stwie zmian w biatku GyrA, gdyz uzyta metodologia badawcza pozwala z duzym praw-
dopodobienstwem wykluczy¢ obecno$¢ innych znanych genetycznych determinant anty-
biotykooporno$ci u badanych szczepéw. Pomimo relatywnie niskiej wartosci MIC cipro-
floksacyny badanych izolatow, obecno$¢ substytucji Ser83Tyr w podjednostce GyrA moze
w dtuzszej perspektywie prowadzi¢ do selekcji dalszych mutacji znaczacych w innych
regionach QRDR, prowadzac w konsekwencji do kolejnych mutacji i wzrostu poziomu
opornosci na FQ. Podobnie mutacja Ser83Tyr w biatku GyrA zostata opisana w szczepach
S. Typhimurium jako pierwsza pojawiajaca si¢ zmiana w nastepstwie ekspozycji na cipro-
floksacyng i skutkujaca opornoscia na poziomie MIC 6 mg/ml (5). Zaktadajac, ze zmniej-
szona wrazliwo$¢ jest korzystng adaptacja do niskich stezen tych antybiotykow, opisywa-
na sytuacja moze odzwierciedla¢ reakcje S. Enteritidis na ekspozycje na fluorochinolony
w ich pierwotnym $rodowisku tj. u zwierzat hodowlanych.

Badanie bylo przeprowadzone w ramach planu naukowego NIZP-PZH (nr 3/
EM/2016) oraz grantu EFSA: ENGAGE (nr GP/EFSA/AFSCO0/2015/01/CT1).



34

10.

11.

12.

13.

K. Pickarska i inni Nr 1

REFERENCES

Achtman M, Wain J, Weill F-X, et al. Multilocus Sequence Typing as a Replacement for
Serotyping in Salmonella enterica. PLoS Pathogens, 2012; 8:¢1002776. doi:10.1371/
journal.ppat.1002776.

Casas MR, Camargo CH, Soares FB i inni. Presence of plasmid-mediated quinolone
resistance determinants and mutations in gyrase and topoisomerase in Sal/monella
enterica isolates with resistance and reduced susceptibility to ciprofloxacin. Diagn
Microbiol Infect Dis, 2016; 85: 85-9. doi: 10.1016/j.diagmicrobio.2016.01.016.
European Centre for Disease Prevention and Control. Laboratory standard operating
procedure for multiple-locus variable-number tandem repeat analysis of Salmonella
enterica serotype Enteritidis. Stockholm: ECDC; 2016.

EFSA (European Food Safety Authority) and ECDC (European Centre for Disease
Prevention and Control). The European Union summary report on trends and sources
of zoonoses, zoonotic agents and food-borne outbreaks in 2015. EFSA Journal 2016;
14:4634, 231 pp. doi:10.2903/j.efsa.2016.4634

Fabrega A, Soto SM, Ballesté-Delpierre C i inni. Impact of quinolone-resistance
acquisition on biofilm production and fitness in Salmonella enterica. J Antimicrob
Chemother, 2014; 69: 1815-24. doi: 10.1093/jac/dku078.

Hakanen AJ, Kotilainen P, Pitkdnen S1iinni. Reduction in fluoroquinolone susceptibility
among non-typhoidal strains of Salmonella enterica isolated from Finnish patients. J
Antimicrob Chemother, 2006; 57: 569-72. doi. 10.1093/jav/dk11002.

Hooper DC, Jacoby GA. Mechanisms of drug resistance: quinolone resistance. Ann N
Y Acad Sci, 2015; 1354: 12-31. doi: 10.1111/nyas.12830.

Kim Y, Bae IK, Jeong SH i inni. Occurrence of IncFII plasmids carrying the bla .y \, s
gene in Salmonella enterica serovar Enteritidis sequence type 11 in Korea. Diagn
Microbiol Infect Dis, 2011; 71: 171-3. doi: 10.1016/j.diagmicrobio.2011.05.004.

Lee HY, Su LH, Tsai MH i inni. High rate of reduced susceptibility to ciprofloxacin and
ceftriaxone amongnontyphoid Salmonella clinical isolates in Asia. Antimicrob Agents
Chemother, 2009; 53: 2696-9. doi: 10.1128/AAC.01297-08.

Ouabdesselam S, Tankovic J, Soussy CJ. Quinolone resistance mutations in the gyrA
gene of clinical isolates of Salmonella. Microb Drug Resist, 1996; 2: 299-302. doi:
10.1089/mdr.1996.2.299.

Piekarska K, Wolkowicz T, Zacharczuk K 1 inni. Co-existence of plasmid-mediated
quinolone resistance determinants and mutations in gyr4 and parC among
fluoroquinolone-resistant clinical Enterobacteriaceae isolated in a tertiary hospital
in Warsaw, Poland. In J Antimicrob Agents, 2015; 45: 238-43. doi: 10.1016/j.
jjantimicag.2014.09.019.

Redgrave LS, Sutton SB, Webber MA, Piddock LJV. Fluoroquinolone resistance:
mechanisms, impact on bacteria, and role in evolutionary success. Trends Microbiol,
2014; 22: 438-45. doi. 10.1016/j.tim.2014.04.007.

Robicsek A, Jacoby GA, Hooper DC. The worldwide emergence of plasmid-mediated
quinolone resistance. Lancet Infect Dis, 2006; 6: 629-40. doi: 10.1016/S1473-
3099(06)70599-0.



Nr 1 Pelmogenomowe sekwencje S. Enteritidis o obnizonej wrazliwosci na ciprofloksacyng 35

14. Rodriguez-Martinez JM, Machuca J, Cano ME i inni Plasmid-mediated quinolone
resistance: Two decades on. Drug Resist Updat, 2016; 29: 13-29. doi: 10.1016/j.
drup.2016.09.001.

15. Sadkowska-Todys M, Czarkowski MP. Salmonellosis in Poland in 2014. Przegl
Epidemiol, 2016; 70: 358-66.

Otrzymano: 29 XI1 2017 r.
Adres Autora: 00-791 Warszawa, ul. Chocimska 24, Zaktad Bakteriologii, Narodowy Instytut Zdrowia
Publicznego — Panstwowy Zaktad Higieny w Warszawie

e-mail: twolkowicz@pzh.gov.pl, Tel. +48 22 54 21 263






MED. DOSW. MIKROBIOL., 2018, 70: 37 - 47

Rola parametrow stanu zapalnego w kale pacjentow z zakazeniem
Clostridium difficile: badania wstepne

The role of inflammatory parameters in feces of patients with
Clostridium difficile infections: preliminary study

Malgorzata Aptekorz', Monika Kabala', Barbara Wiechula®,
Celine Harmanus®, Ed Kuijper’, Gayane Martirosian'

'Katedra i Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej Wydziatu Lekarskiego Slaskiego
Uniwersytetu Medycznego w Katowicach
“Department of Microbiology, Leiden University Medical Center,
2333 ZA Leiden, Albinusdreef 2, The Netherlands

Celem pracy byla ocena przydatnosci oznaczenia kalowej kalprotektyny
i laktoferyny w rutynowej, laboratoryjnej diagnostyce zakazen C. difficile
(CDI) i w prognozowaniu przebiegu choroby. Z wyhodowanych z kalu
39 pacjentéw z CDI 39 szczepéw C. difficile, 24 zaklasyfikowano do
PCR RT 027, po dwa - do PCR RT 010 i 014, rybotypéw 11 szczepéw nie
ustalono. Dwa izolaty C. difficile PCR RT 027 (8,3%) wykazaly opornos¢
na 4 antybiotyki — MDR; w probkach kalu tych pacjentéow poziom
kalprotektyny przekraczal punkt odciecia okolo 7-10 krotnie, a poziom
laktoferyny okolo 24-32 krotnie. Stezenie laktoferyny bylo znamiennie
wyzsze (p<0,005) u pacjentéow z dodatnimi wynikami toksyn w kale, jednak
nie udalo si¢ okresli¢ znamiennosci w przypadku kalprotektyny. Dalsze
badania na wigkszej grupie pacjentow z CDI beda przydatne, aby wykazaé
role kalprotektyny i laktoferyny, jako waznych markeréw stanu zapalnego.

Stowa kluczowe: Clostridium difficile, CDI, kalprotektyna, laktoferyna

ABSTRACT
Introduction: Clostridium difficile infections (CDI), also known as antibiotic-associated
diarrhoea, can result in severe infections in the intestinal tract with systemic complications.
Ahigh activity of neutrophils, monocytes and other cells during intestinal infection can result
in production of several proteins, including lactoferrin and calprotectin that can be detected
in fecal samples. The aim of this study was to evaluate fecal lactoferrin and calprotectin
determination in routine diagnostic practice as a predictor for disease progressing.
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Methods: Fecal samples of 39 patients suspected for CDI were studied for presence of
antigen GDH (C. Quick Quick Check Complete, TechLab, USA) and C. difficile toxins
Aand/or B (C. diff. Quick Check Complete (TechLab, USA), C. DIFFICILE TOX A/BII ™
(TechLab, USA); and toxin A gene (Illumigene® C. difficile, Meridian Bioscience, USA).
In fecal samples lactoferrin (LACTOFERRIN SCAN™; TechLab, USA) and calprotectin
levels (Calprest; Eurospital; Italy) were also determined. Fecal samples were cultured for
C. difficile, isolated strains were identified, ribotyped and MICs to 11 antibiotics were
determined.

Results: Of 39 cultured strains, 24 belonged to PCR RT 027, two strains to each of PCR RT
010 and 014, and 11 strains were not typeable. All isolated C. difficile strains were resistant
to ciprofloxacin, and two (multidrug resistant, MDR) strains belonging to PCR RT 027
(8,3%) were resistant to at least 4 antibiotics (clindamycin, erythromycin, moxifloxacin and
rifampicin). In fecal samples (n=33) with free C. difficile toxins, lactoferrin level was 0,2 -
286,9 pg/mL (median 173,0; IQR=188,1), and calprotectin level 12,8 - 786,8 mg/kg (median
318,5; IQR=220,2). The lactoferrin concentration was significantly higher (p<0,005) in
patients with toxin positive tests than in samples without detected toxins, however significant
differences were not observed in the calprotectin concentration. Interestingly, fecal samples
of two patients infected with MDR strains of PCR RT 027, had calprotectin levels surpassing
a cut off between ~7-10 times, similarly as lactoferrin level ~24-32 times.

Conclusions: Further studies on larger group of patients with CDI are required to
demonstrate that lactoferrin and calprotectin can be uses as markers of inflammation.

Key words: Clostridium difficile, CDI, calprotectin, lactoferrin

WSTEP

Zakazenia Clostridium difficile (CDI) czgsto sa przyczyna powiktan u pacjentéw podda-
wanych leczeniu przeciwbakteryjnemu. Biegunki poantybiotykowe wywotane przez C. diffi-
cile stanowig okoto 20% przypadkow biegunek zwigzanych z antybiotykoterapia. Zaburzenia
rownowagi mikroflory jelitowej, jako niepozadane nastgpstwo antybiotykoterapii, umozliwia
namnazanie si¢ bakterii oraz produkcj¢ dwoch toksyn - A1 B C. difficile - gtdbwnych czynnikow
zjadliwosci. Ich synergistyczne efekty powoduja oprocz gromadzenia si¢ ptynoéw i uszkodze-
nia bton §luzowych nabltonka oraz uwalnianie cytokin prozapalnych. Jednoczesna aktywacja
irekrutacja neutrofili w przewodzie pokarmowym wywotuja odpowiedz zapalna, towarzyszaca
zar6wno postaciom tagodnej biegunki oraz zagrazajacym zyciu powiktaniom, takim jak rzeko-
mobloniaste zapalenie jelita grubego (PMC) czy ostre rozdgcie okreznicy (14).

Z uwagi na nadmierng aktywacj¢ leukocytow (neutrofili, monocytdéw i innych komo-
rek) w trakcie toczacych si¢ procesow zapalnych w jelitach produkowane sg przez te ko-
morki biatka: laktoferyna i kalprotektyna (7, 21, 22, 23). Wsrdd zalet tych biomarkerow
wymieni¢ nalezy ich stabilno§¢ w pobranych probkach katu: kalprotektyna jest stabilna
przez tydzien, laktoferyna nawet do 2 tygodni (17).

Zakazenie C. difficile wedtug definicji ESGCD (europejskiej grupy badawczej zaka-
zen C. difficile) stwierdza si¢ na podstawie takich klinicznych objawow jak: biegunka - co
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najmniej 3 luzne stolce w ciagu 24 godz. (i/lub ostre rozdecie okreznicy), goraczka, bol
brzucha, leukocytoza, potwierdzone jednym z ponizszych kryteriow laboratoryjnych:

— obecnos$¢ toksyn A/B C. difficile w kale lub genéw toksyn,
obecnos¢ toksynotworczego szczepu C. difficile w kale,

— endoskopowe rozpoznanie rzekomobloniastego zapalenia jelita grubego,
badz potwierdza si¢ zakazenie C. difficile histopatologicznym badaniem podczas
kolektomii lub autopsji (10, 11).

Wieloo$rodkowe badania przeprowadzone przez Hensgens i wsp. (13) wskazuja na wy-
sokg $miertelnos¢ wsrod pacjentéw z CDI - zwigksza si¢ 2,5-krotnie. To podkresla znaczenie
profilaktyki, zapobiegania oraz szukania nowszych metod terapeutycznych. Przede wszyst-
kim bardzo wazna jest szybka i trafna diagnoza CDI, poniewaz pozwala na wdrozenie od-
powiedniego, zoptymalizowanego leczenia pacjentdw i tym samym zmniejsza $miertelnosc.

Aktualna laboratoryjna diagnostyka pacjentow z podejrzeniem CDI polega na badaniu
katu poprzez wykonanie testow immunoenzymatycznych czy molekularnych potwierdza-
jacych obecno$¢ toksyn, antygenu GDH lub DNA C. difficile (1). Precyzyjna i szybka diag-
noza CDI ma kluczowe znaczenie dla optymalizacji leczenia i zapobiegania CDI, jednak
osiggniecie tego celu nie jest fatwe. Dlatego u pacjentdw z podejrzeniem CDI diagnostyka
positkuje si¢ takze analizg innych, pomocniczych biomarkerow, np. stezeniem albumin
w surowicy czy leukocytoza, a takze czynnikami stanu zapalnego jelit (9, 11).

Celem pracy byta ocena przydatnosci okreslania wartosci laktoferyny i kalprotektyny
w kale pacjentow z CDI w rutynowej diagnostyce laboratoryjnej, a takze jako wskazowek
dotyczacych dalszego przebiegu choroby i optymalizacji leczenia.

MATERIAL I METODY

Przebadano 39 probek katlu pacjentéw z podejrzeniem zakazenia C. difficile hospitali-
zowanych w szpitalach wojewodztwa $laskiego.

Probki katu badano na obecnos$¢ antygenu GDH (C. Quick Quick Check Complete,
TechLab, USA - wykrywa GDH na poziomie >0,8 ng/mL) oraz toksyn A i/lub B C. diffi-
cile dwoma testami immunoenzymatycznymi: C. diff. Quick Check Complete (TechLab,
USA) i C. DIFFICILE TOX A/B II ™ (TechLab, USA). Ponadto obecnos$¢ genu toksyny
A w probkach katu badano molekularnym testem Illumigene® C. difficile (Meridian Bio-
science, USA) opartym na izotermicznej amplifikacji DNA.

Probki kalu badano takze testami immunoenzymatycznymi zgodnie z instrukcjami
producentéw wskazujacymi stezenie laktoferyny [LACTOFERRIN SCAN™; TechLab,
USA,; stezenie > 7,25 ng/mL (g) - wynik dodatni] i st¢zenie kalprotektyny (Calprest; Euro-
spital; Italy; stezenie > 50 mg/kg katu - wynik dodatni).

Dodatkowo kat (~1 mL/lub g) posiewano na selektywne podtoza dla C. difficile [CDIF
- chromID™ C. difficile i CLO - Columbia agar z cykloseryna, cefoksytyna i amfotery-
cyng B (bioMérieux, Marcy L’Etoile, France)], ktére inkubowano, co najmniej 48 godz.
w 37°C w warunkach beztlenowych (A35 Whitley anaerobic Workstation, UK). Kolonie
wykazujace charakterystyczny konski zapach i zotto-zielong fluorescencje w swietle UV,
a w preparacie cylindryczne Gram dodatnie laseczki identyfikowano w automatycznym
systemie - VITEK 2 Compact (bioMérieux, Marcy L’Etoile, France). Wyhodowane szcze-
py C. difficile przechowywano do dalszych badan w -80°C w mikrobankach (Microbank™
Bacterial and Fungal Preservation System, PRO-LAB DIAGNOSTICS, UK).
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Oznaczanie lekowrazliwoS$ci. Lekowrazliwos$¢ badanych szczepow C. difficile oznaczo-
no metoda rekomendowang przez EUCAST (Europejski Komitet ds. Oznaczania Lekowraz-
liwosci, wersja 6.0) polegajaca na wyznaczeniu minimalnego stezenia antybiotyku hamuja-
cego wzrost bakterii (MIC) z uzyciem paskéw E-test (bioMerieux, Marcy L’FEtoile, France).
Badanie przeprowadzono zgodnie z zaleceniem producenta paskéw E-test z: metronidazolem
(zakres 0,016-256 pg/mL), wankomycyna (0,016-256 pg/mL), moksifloksacyna (0,002-32
pg/mL), ciprofloksacyna (0,002-32 pg/mL), rifampicyng (0,002-32 pg/mL), erytromycyna
(0,016-256 pg/mL), klindamycyna (0,015-256 pg/mL), benzylpenicyling (0,016-256 pg/mL),
imipenemem (0,002-32 pg/mL), amoksacyling z kwasem klawulanowym (0,016-256 pg/mL)
i piperacyling z tazobaktamem (0,016-256 pg/mL).

W badaniach, jako materialy odniesienia wykorzystano szczepy wzorcowe z kolekcji
ATCC: Clostridium difficile ATCC 700057, Bacteroides fragilis ATCC 25285 oraz Bacte-
roides thetaiotamicron ATCC 29741. Wszystkie wyniki kontroli znajdowaty si¢ w akcep-
towalnych granicach.

Badania molekularne. Z wyhodowanych drobnoustrojow izolowano DNA
zestawem QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Germany) zgodnie z instrukcja produ-
centa, rybotypowanie przeprowadzono w Deptartment of Medical Microbiology Le-
iden University Medical Center w Holandii z uzyciem specyficznych starteréw 16S
(A321BacS-16S: 5’-GTGCGGCTGGATCACCTCCT-3’) oraz 23S (A322BacAS-23S: 5°-
CCCTGCACCCTTAATAACTTGACC-3’). Uzyskane produkty poddawano 3 godzinnej
elektroforezie pod napigciem 85V i obrazowano w Bio-Rad Molecular Imager® GelDoc
™ XR. Wyniki interpretowano korzystajac z BioNumerics v6.6 (5).

Analiza statystyczna. Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej z wyko-
rzystaniem pakietu kalkulacyjnego Microsoft Exel oraz StatSoft, Inc. (2014). STATISTI-
CA (data analysis software system), version 12. www.statsoft.com.

Za istotny statystycznie przyje¢to poziom istotnosci o wartosci p<0,05.

WYNIKI

Przebadano 39 probek katu hospitalizowanych pacjentow z podejrzeniem zakazenia
C. difficile, pochodzacych od 22 kobiet w wieku od 20 do 90 lat (mediana 74,5) oraz 17
me¢zezyzn w wieku od 52 do 75 lat (mediana 69,5).

W 6/39 (15,4%) badanych probkach katu testy immunoenzymatyczne i badania mole-
kularne (test Illumigene) nie wykazaty toksyn A/B C. difficile; stezenie laktoferyny w tych
probkach wynosito od 0,3 - 150,1 pg/mL [mediana 1,6; rozstep ¢wiartkowy, IQR=21,1
(ang. Interquartile Range)] a stezenie kalprotektyny wynosito od 111,9 - 641,1 mg/kg
(mediana 248,9; IQR=346,1). Natomiast w probkach kalu ze stwierdzonymi toksynami
stezenie laktoferyny wynosito od 0,2 - 286,9 pg/mL (mediana 173,0; IQR=188,1) a steze-
nie kalprotektyny wynosito od 12,8 - 786,8 mg/kg (mediana 318,5; IQR=220,2). Stezenie
laktoferyny w dodatnich probkach katu bylo znamiennie wyzsze (p<0,005) niz w probkach
ujemnych. Pomimo, Ze przecigtne stezenie kalprotektyny (mediana) u pacjentow z CDI
ponad szesciokrotnie przewyzszalo warto$¢ przyjeta jako wynik dodatni (>50 mg/kg), nie
byto istotnej statystycznie réznicy w pordwnaniu ze stezeniem kalprotektyny u pacjentow
z ujemnym wynikiem na obecnos$¢ toksyn A/B C. difficile. St¢zenia laktoferyny i kalpro-
tektyny u pacjentdow z dodatnim i ujemnym wynikiem na obecnos¢ toksyn A/B C. difficile
w kale przedstawiono na Rycinie 11 2.
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Rycina 1. Stezenie laktoferyny w probkach katlu pacjentow z dodatnim i ujemnym

wynikiem na obecno$¢ toksyn A i/lub B C. difficile.

W prébkach z dodatnim wynikiem na obecno$¢ toksyn A i/lub B C. difficle mediana st¢zenia
laktoferyny wynosita 173,0 pg/mL (zakres 0,2 - 286,9 ng/mL), a w probkach z ujemnym wynikiem
na obecno$¢ toksyn mediana wynosita 1,6 pg/mL (zakres 0,3 - 150,1 pg/mL).
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Rycina 2. St¢zenie kalprotektyny w probkach katu pacjentow z dodatnim i ujemnym

wynikiem na obecno$¢ toksyn A i/lub B C. difficile.

W probkach z dodatnim wynikiem na obecnos¢ toksyn A i/lub B C. difficle mediana st¢zenia
kalprotektyny wynosita 318,5 mg/kg (zakres 12,8 - 786,8 mg/kg), a w probkach z ujemnym
wynikiem na obecnos¢ toksyn mediana wynosita 248,9,6 mg/kg (zakres 111,9 - 641,1 mg/kg).
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Z badanych probek katu, wyhodowano 39 szczepoéw C. difficile, 24 zaklasyfikowano
do PCR RT 027, po dwa szczepy do PCR RT 010 i 014. Rybotypdéw pozostatych 11 szcze-
pow nie ustalono.

Ponadto wszystkie szczepy C. difficile wykazaly wrazliwo$¢ na: metronidazol i wan-
komycyng ($rednia geometryczna MIC wynosita odpowiednio 0,62 i 0,22 pg/mL) oraz
amoksacyling z kwasem klawulanowym oraz piperacyling z tazobaktamem ($rednia geo-
metryczna MIC wynosita odpowiednio 0,22 i 2,3 pg/mL). Wszystkie szczepy byly oporne
na ciprofloksacyne (Srednia geometryczna MIC - 29,28 pg/mL). Srednie geometryczne
warto$ci MIC badanych szczepow C. difficile przedstawia Tabela 1.

Tabela I. Porownanie $rednich geometrycznych wartosci MIC szczepow C. difficile o PCR
rybotypie 027 ze szczepami o innych rybotypach, wyhodowanych z probek katu
pacjentow z biegunka poantybiotykow3.

Rybotyp n0=2274 inne; :i125027 Of;’)ie;m
Metronidazol [pg/mL] 0,74 0,48 0,62
Wankomycyna [pg/mL] 0,13 0,49 0,22
Moksifloksacyna [pg/mL] 32% 3,85 14,17
Ciprofloksacyna [pg/mL] 32 254 29,28
Rifampicyna [pg/mL] 0,02 0,005 0,01
Erytromycyna [pg/mL] 256* 12,46 80,04
Klindamycyna [pg/mL] 2,08 10,08 3,81
Benzylpenicylina [pg/mL] 0,4 1,28 0,62
Imipenem [pg/mL] 32% 9,26 19,86
Amoksacylina / Kwas klawulanowy [pug/mL] 0,11 0,62 0,22
Piperacylina / Tazobaktam [pg/mL] 1,36 5,34 2,3

* - podwyzszone warto$ci $redniej geometrycznej MIC szczepow C. difficile RT 027 w stosunku do innych rybotypow.

Dwa szczepy C. difficile PCR RT 027 (8,3%) wykazaly rownoczesna opornos¢ na klin-
damycyng, erytromycyng, moksifloksacyne i rifampicyne - MDR (multi drug resistance);
w$rod pozostatych szczepow wielolekoopornosci nie obserwowano.

DYSKUSJA

Kat stanowi bardzo ztozong i heterogenng probke biologiczna, dlatego w diagnostyce
CDI nalezy wykorzystywa¢ dodatkowe biomarkery zabezpieczajace niezawodnos¢ i po-
wtarzalno$¢ wynikow, jak rowniez stabilne, niepodlegajace dziataniu enzymoéw i innych
substancji biorgcych udziatu w procesach trawiennych w jelitach (3, 6, 18). Laktoferyna
i kalprotektyna sa uwalniane w przewodzie pokarmowym w odpowiedzi na stan zapalny.
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Laktoferyna, stabilna glikoproteina (78 kDa) wigze zelazo (22). Opisano dodatnig kore-
lacj¢ pomigdzy liczebno$cig leukocytéw i obecnoscia toksyn C. difficile, dlatego ocena
stezenia laktoferyny w kale wraz z obecno$cig toksyn moze by¢ przydatna w prognozowa-
niu nasilenia zakazenia i ustalenia odpowiedniego leczenia (8). Przydatno$¢ wykrywania
laktoferyny w kale wykazali Chilton i wsp. (8) dowodzac, iz wzrost stezenia laktoferyny
koreluje z nasileniem objawow i cigzkoscia CDI. Boone i wsp. (6) za§ wykazali wicksza
$miertelno$¢ pacjentéw zakazonych hiperepidemicznym szczepem C. difficile, u ktérych
w kale stwierdzono toksyny A/B C. difficile i podwyzszone wartosci laktoferyny. Autorzy
w ocenie rokowania pacjentow z podejrzeniem CDI proponuja wzigcie pod uwage obok
kryteriow klinicznych, poziom biomarkeréw zaréwno oznaczonych w krwi jak i w kale,
a takze rybotyp szczepu C. difficile powodujacego zakazenie.

Roéwnie obiecujacym markerem wskazujacym na proces zapalny jest kalprotektyna -
stabilne biatko, wigzace Ca*" oraz Zn*", ktore stanowi okoto 60% rozpuszczalnych biatek
cytozolu neutrofili (22). Kalprotektyna jest proteing nalezaca do rodziny biatek S100 (dwie
podjednostki SI00AS8 oraz SI00A9 zwane MRP8/MRP14 oraz kalgranuliny A i B), kto-
re w swojej budowie posiadaja charakterystyczne motywy typu ,,EF-hand”, czyli helisa-
-petla-helisa (12, 19), dzigki czemu sa zdolne do wigzania gtéwnie jonéw wapnia Ca®>* oraz
Zn* (12, 19, 25, 28).

W przebiegu procesu zapalnego kalprotektyna spelnia réznorodne funkcje. Nalezy do
czasteczek DAMP (danger-associated molecular patterns) i jako alarmina wzmaga odpo-
wiedz nieswoista, jest czynnikiem chemotaktycznym dla makrofagéw i neutrofili, wzmaga
ich kumulacje w ognisku zapalenia, wzmacnia ekspresj¢ receptoroéw scavenger (zmiata-
czy) makrofagdw oraz integryn neutrofili, co skutkuje wzmozona fagocytoza. Jednoczes-
nie kalprotektyna ma dzialanie regulatorowe, wyciszajac odpowiedz immunologiczng po-
przez oslabianie syntezy immunoglobulin przez limfocyty czy dezaktywacj¢ makrofagow
(28). Wykazuje rowniez bezposrednio silne dziatanie przeciwbakteryjne i przeciwgrzy-
biczne poprzez wigzanie jonow Ca’* oraz Zn*', ktére sg niezbedne drobnoustrojom do
procesu wzrostu i funkcjonowania (25).

Kalprotektyna katowa jest odporna na degradacj¢ proteolityczng, w kale mozna ja
oznacza¢ w ciggu 7 dni po pobraniu, niezaleznie od temperatury przechowywania, tagcznie
z zamrazaniem (20). Znalazta ona zastosowanie w diagnozowaniu chordb przewodu po-
karmowego, gtdéwnie w réznicowaniu nieswoistych zapalen jelita (IBD) od zespotu jelita
drazliwego (IBS) oraz zmian zwigzanych z infekcja C. difficile, jest rekomendowana przez
NIH (National Institutes of Health) (20, 24).

Oznaczenie stgzenia kalprotektyny ma zastosowanie w diagnostyce. Test ten jest sto-
sowany jako prognostyczny w rozwoju ci¢zkiego CDI (15, 21) a takze w prognozowaniu
kolejnych nawrotéw u 0séb z choroba zapalng jelit (22). Wyzsze stgzenia kalprotektyny
stwierdza si¢ zwlaszcza u pacjentow z biegunka wywotang hiperwirulentnym szczepem C.
difficile PCR rybotypu 027 z wysoka leukocytoza, ogdlnym pogorszeniem stanu zdrowia,
wyzszym indeksem SSI (Severity Score Index for CDI) (21, 24, 26).

W swoich badaniach Zackular i wsp. (29), wskazali na istotne znaczenie obecnosci
kalprotektyny w kale w zwiazku z jej funkcjg polegajaca na wigzaniu Zn>*. Prowadzac
badania skolonizowanych C. difficile myszy wykazali oni, Zze nadmierne spozywanie Zn>*
wiaze si¢ ze zwigkszonym stgzeniem tego pierwiastka w tkance jelit i w kale. U myszy
z dietg o wysokiej zawartosci Zn*" obserwowano mniejsza roznorodnos¢ mikrobioty w po-
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réwnaniu z myszami stosujgcymi tradycyjna diete lub diete o niskiej zawarto$ci Zn**. Po-
nadto u myszy z dietag bogata w Zn>* obserwowano zaostrzenie choroby i co jest bardzo
wazne nadmiar Zn** obnizat prog antybiotykow niszczacych mikrobiote jelitowsg i sprzyja-
jacych zakazeniu C. difficile. Wiec zwickszenie stezenia Zn** nasila objawy CDI, a kalpro-
tektyna poprzez wigzanie Zn*"i ograniczenie jego dostepnosci sprzyja zwalczaniu C. diffi-
cile. Wskazuje to na wazng rol¢ czynnikow srodowiskowych oraz sktadnikéw odzywcezych
w przebiegu CDI. Zmiany w diecie i ograniczenie nadmiernego spozycia Zn* moze okazac¢
si¢ skuteczne w zapobieganiu CDI u pacjentow wysokiego ryzyka a takze w ograniczeniu
zachorowalnosci na CDL

Barbut i wsp. (4) wykazali, ze st¢zenia laktoferyny i kalprotektyny sa wyzsze u pa-
cjentow z CDI, zwlaszcza tych, u ktorych wykryto toksyne w kale, sugerujac korelacje
mig¢dzy stanem zapalnym jelit a obecnoscig wolnych toksyn C. difficile w kale. Natomiast
u pacjentow zakazonych szczepem toksynotworczym bez wykrywalnych wolnych toksyn
w kale wysokie stezenie laktoferyny lub kalprotektyny moze poméc w podjeciu odpowied-
nich decyzji podczas terapii empirycznej (4). Nasze badania wykazaty znamiennie wyzsze
warto$ci laktoferyny (p<0.005) u pacjentow zakazonych hiperepidemicznym szczepem
z wykrywanymi w kale toksynami A/B C. difficile (24/33; 72,7%), w poréwnaniu z pa-
cjentami zakazonymi C. difficile, u ktérych nie wykrywa si¢ w kale toksyn. Analogiczne
wyniki otrzymali$my takze we wcze$niejszych badaniach (2). Nie byto podobnej znamien-
nej zalezno$ci wobec kalprotektyny. Whitehead i wsp. (27) badajac ponad 200 probek katu
pacjentéw hospitalizowanych (120 z CDI i 99 zdrowych) zaobserwowali brak uzytecz-
nosci analizy stezenia kalprotektyny w wykluczeniu CDI. Wykazali oni wysokg czuto$¢
testow u pacjentéw z CDI przy rownoczesnej niskiej swoistosci, opisujac wysokie wartosci
stezenia kalprotektyny takze u pacjentow, u ktorych wykluczono bakteryjne lub pasozyt-
nicze podloze biegunki.

Natomiast odmienne wnioski przedstawili Kim 1 wsp. (15), ktorzy poréwnali wyniki
stezenia kalprotektyny 71 os6b zdrowych z wynikami 80 pacjentéw z CDI, w tym 30
cigzkich przypadkow i 50 pacjentdw z tagodnymi objawami zakazenia. Otrzymane wy-
niki potwierdzaja, iz analiz¢ st¢zenia kalprotektyny mozna skutecznie wykorzysta¢ jako
marker predykcyjny do oceny stopnia cigzkosci CDI w celu odpowiedniego postgpowania
skutkujacego poprawa stanu klinicznego pacjentdw. Podobne wnioski przedstawili Rao
i wsp. (23) analizujac grupe 50-ciu pacjentow po 60 roku zycia wykazujac, iz rosnace
stezenie kalprotektyny katowej zwigzane jest z wystgpieniem powiklan i nawrotoéw CDI
u tych osoéb.

Tymczasem Peretz i wsp. (21) poddali analizie 29 probek katu pacjentow z CDI. W ba-
danej grupie u 7 pacjentow (~24%) potwierdzono obecnos$¢ szczepu hiperepidemiczne-
go C. difficile oraz znaczaco wyzsze st¢zenie katowej kalprotektyny niz w probkach katu
pacjentéw zakazonych innymi rybotypami C. difficile. Autorzy sugeruja, ze w rutynowe;j
praktyce diagnostyka mikrobiologiczna opiera si¢ na wynikach testow ELISA - bez iden-
tyfikacji rybotypdw, tak wiec podwyzszone stezenie kalowej kalprotektyny moze wskazy-
wac na mozliwo$¢ wystapienia ci¢zszego i bardziej skomplikowanego przebiegu choroby
zwigzanego z PCR rybotypem 027 i moze wptywaé na wybdr empirycznej terapii CDI.

W naszym badaniu u pacjentéw z CDI przecigtna warto$¢ stezenia katowej kalprotek-
tyny (mediana, warto$¢ powyzej i ponizej ktérej znajdowata si¢ jednakowa liczba obser-
wacji) ponad szesciokrotnie przewyzszala warto$¢ stezenia przyjeta jako wynik dodatni
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(>50 mg/kg). Nie byly to jednak wartosci istotne statystycznie w pordwnaniu z pacjentami
z uyjemnym wynikiem na obecnos$¢ toksyn A/B C. difficile, u kilku, z ktérych stgzenie
kalprotektyny takze przewyzszato az ~5-cio krotnie warto$¢ stgzenia przyjeta, jako wynik
dodatni. Poréwnywalne wyniki do naszych uzyskali Swale i wsp. (24), ktorzy obserwowali
istotny statystycznie (p=0,02) zwigzek migdzy st¢zeniem laktoferyny w kale a nasileniem
objawdw choroby, jednak nie odnotowali korelacji w przypadku stezenia kalprotektyny.

Badajac lekowrazliwosci szczepdéw C. difficile wyhodowanych z badanych probek
katu, stwierdziliSmy wrazliwo$¢ na aktualnie zalecane do leczenia CDI antybiotyki: me-
tronidazol oraz wankomycyne. Wsrdd wyhodowanych 39 szczepow C. difficile wykazano
jedynie 2 (nalezace do PCR RT 027), ktore in vitro charakteryzowaly si¢ opornoscia na co
najmniej cztery grupy lekéw - MDR. Probki katu, z ktérych wyhodowano te szczepy po-
chodzity od pacjentek hospitalizowanych w tym samym szpitalu. Ponadto pacjentki byty
w podeszlym wieku (83 1 90 lat) i procz CDI odnotowano u nich szereg chorob wspotist-
niejacych (w tym kardiologiczne), ostatecznie jednak tradycyjna terapia w obu przypad-
kach poskutkowata i nie obserwowano nawrotow choroby. W obu probkach kalu obserwo-
wano dodatkowo znacznie podwyzszone st¢zenie zarowno laktoferyny jak i kalprotektyny.

W naszym badaniu waznym ograniczeniem byta mala liczebno$¢ badanych probek
katu.

Podeszty wiek (>65 1. z.), antybiotykoterapia, hospitalizacja i choroby wspotistniejace,
to najczestsze czynniki ryzyka CDI. Dlatego Kopylov i wsp. (16) sugeruja, iz podwyzszone
stezenie katowej laktoferyny i kalprotektyny moze by¢ wynikiem wielu choréb o zapal-
nym tle, ale jest szczeg6lnie wazne w przypadku CDI, poniewaz grupe ryzyka stanowia
pacjenci w podesztym wieku z wieloma chorobami wspotistniejacymi (24).

WNIOSKI

Dla optymalizacji leczenia CDI precyzyjna i szybka diagnoza ma kluczowe znaczenie.
Oznaczenie stezenia kalprotektyny i laktoferyny w kale sluzy do oszacowania zapalnego
stanu jelit. Dalsze badania na wigkszej grupie pacjentow z CDI bedg przydatne aby wyka-
za¢ waznag rol¢ parametréw stanu zapalnego kalprotektyny i laktoferyny w oszacowaniu
cigzkosci CDI i dalszego przebiegu zakazenia.

Praca zostala wykonana w ramach projektu: KNW-1-091/K/6/0 oraz KNW-1-
039/K/7/0.
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Oporno$¢ typu MLS u klinicznych izolatow Bacteroides i Parabacteroides

MLS, resistance in clinical isolates of Bacteroides and Parabacteroides

Marta Kierzkowska'?, Anna Majewska'**, Ksenia Szymanek-Majchrzak'?,
Anna Sawicka-Grzelak'?, Andrzej Mlynarczyk?, Grazyna Mlynarczyk'?

'Katedra i Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej, Warszawski Uniwersytet Medyczny
?Zaktad Mikrobiologii Lekarskiej, Szpital Kliniczny Dzieciatka Jezus w Warszawie

Zgodnie z rekomendacjami EUCAST paleczki Bacteroides sp. fenotypowo
wrazliwe na klindamycyne i jednoczesnie z wartoscia MIC erytromycyny
>32 mg/L nalezy raportowa¢ jako oporne na klindamycyne. W prowadzo-
nym badaniu 42% izolatéw prezentowalo w/w profil. Wykazano jednak,
ze zaledwie 7,2% takich izolatéw posiada geny erm zwiazane z opornoscia
typu MLS_ W pozostalych przypadkach oporno$¢ na erytromycyne, ale nie
na klindamycyne, moze by¢ spowodowana aktywnym wypompowywaniem
leku z komoérki przez pompy blonowe.

Stowa kluczowe: Bacteroides sp., beztlenowce, klindamycyna, MLS,, Parabacteroides sp.

ABSTRACT
Introduction: The MLS, resistance (to macrolides, lincosamides and streptogramin B)
is associated with the presence of erm genes (ermF, ermB, ermG). The aim of the study
was to check the presence of the mechanism MLS, resistance in Bacteroides spp. and
Parabacteroides spp. isolates originated from clinical specimens.
Methods: The study involved 200 clinical isolates collected from 190 patients hospitalized
in the years 2007-2012. The mechanism of resistance was assessed using E-tests, test with
two disks (clindamycin 15 pL, and erythromycin 2 pL) and then erm genes (ermB, ermF,
ermG) have been detected.
Results: Overall 42% of the isolates tested was susceptible to clindamycin (MIC< 4 mg/L)
but resistant to erythromycin (MIC > 32 mg/L). According to EUCAST recommendations,
such strains should be reported as resistant to clindamycin. However, in only 7.2% of them
the erm genes (mainly ermF) were detected. Resistance to clindamycin was present in
31% of all tested isolates. Additionally, it was observed that the proportion of clindamycin
resistant strains increased from 20% in 2007 to 40% in 2012.
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Conclusions: In our investigations it was shown that the resistance to clindamycin of iso-
lates of Bacteroides spp. and Parabacteroides spp. obtained from patients of Warsaw hos-
pital has steadily increased. It is in accordance with studies of other European laboratories
which show high levels of resistance to clindamycin. In our study, resistance was mainly
detected in B. ovatus, P. distasonis, B. uniformis, and B. fragilis. The proportion of resistant
B. fragilis increased more than twice (from 15% to 36.6%) during the period considered.
The clindamycin MIC in each case had an extreme value of 256 mg/L. For this reason, em-
pirical therapy should be always implemented on the basis of a clinical assessment of the
course of infection and of the antimicrobial drug resistance pattern in the hospital and ward
and then modified on the basis of the results of the drug susceptibility tests. Sensitivity to
clindamycin should be routinely monitored in medical laboratories.

Key words: Bacteroides spp., anaerobes, clindamycin, MLS,, Parabacteroides spp.

WSTEP

Mechanizm opornosci typu MLS, (na makrolidy, linkozamidy i streptograminy B) zwia-
zany jest z obecnoscia genow erm (ermF, ermB, ermG) kodujacych adenylo-N-metylotransfe-
razy. Metylazy erm powoduja metylacje¢ pojedynczej adeniny w podjednostce 23S rRNA rybo-
somu bedacym wspolnym miejscem docelowym wymienionych antybiotykow. Oporno$é tego
typu polega zatem na zablokowaniu syntezy bakteryjnych biatek i okreslana jest jako opornosé
krzyzowa typu MLS,. Ekspresja oporno$ci moze by¢ konstytutywna lub indukowalna (1, 8,
13). Indukcyjny mechanizm opornosci wystepuje, gdy produkcja metylaz jest wynikiem induk-
cji translacji mRNA przepisanego z genow erm przez 14- lub 15-cztonowe makrolidy, takie jak
erytromycyna, azytromycyna, klarytromycyna. Klindamycyna nie jest induktorem tego mecha-
nizmu opornosci, jednak jej stosowanie moze prowadzi¢ do niepowodzenia terapeutycznego
wskutek selekcji mutantow z konstytutywnym mechanizmem oporno$ci typu MLS .. Ekspresja
gendéw erm moze by¢ aktywowana w wyniku wbudowania sekwencji insercyjnej w poblizu
poczatkowej sekwencji genu erm, np. ermF przez IS4351 (6, 19).

Opornos¢ na erytromycyng, ale nie na klindamycyne, moze by¢ spowodowana me-
chanizmem aktywnego wypompowywania leku z komorki przez pompy blonowe ABC
lub MFS (np. biatka MefA, MsrSA) (1, 8, 19). Gen msrSA zostal opisany po raz pierwszy
u Staphylococcus aureus, ale jest rowniez wykrywany u szczepow Bacteroides sp. (15, 19).

Nalezaca do linkozamidéw klindamycyna jest antybiotykiem powszechnie stoso-
wanym w szpitalnej i ambulatoryjnej profilaktyce antybiotykowej, rowniez w lecze-
niu zakazen wywotywanych przez bakterie beztlenowe. Ze wzgledu na swoje korzyst-
ne parametry farmakokinetyczne stosowana jest zwlaszcza w chirurgii urazowo-ortope-
dycznej (3, 9). Wspolczesnie, istotnym problemem jest oporno$¢ paleczek Bacteroides
sp. 1 Parabacteroides sp. na klindamycyn¢ w wyniku jej czgstego stosowania. W ciagu
ostatnich kilku dekad odsetek szczepow opornych izolowanych od chorych systematycz-
nie wzrasta w Europie i dotyczy okoto 30% izolatow Bacteroides sp. (2, 10, 14, 15, 16).
Uznaje sig, ze opornos¢ ta jest spowodowana obecnos$cia i okreslonym poziomem ekspresji
fenotypowej gldwnie genu ermF (6).
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Celem badania byta analiza szczepdw Bacteroides sp. 1 Parabacteroides sp. izolowa-
nych z probek materiatu klinicznego pod katem wystgpowania oporno$ci na klindamycy-
ng, zwigzanej glownie z mechanizmem opornosci typu MLS

MATERIAL I METODY

Badane szczepy: Do badan zakwalifikowano 200 izolatéw: B. fragilis (111), B. the-
taiotaomicron (38), B. ovatus (12), B. vulgatus (11), B. uniformis (7), B. stercoris (2), B.
caccae (1) oraz Parabacteroides distasonis (18). Szczepy te pochodzity ze 191 probek ma-
teriatu klinicznego, pobranych od 190 pacjentow hospitalizowanych w réznych klinikach
SKDJ w latach 2007-2012. Wyhodowane zostaly z wymazdw z ran/ropni, ptyndw z jamy
brzusznej, wymazoéw z kanatu szyjki macicy, fragmentow tkanek migkkich, krwi, zélci.

Izolacja i identyfikacja. Probki materiatu klinicznego, w trybie rutynowej diagnosty-
ki mikrobiologicznej, posiewano na podtoze Schaedler Agar (SCS, bioMérieux, Francja)
z 5% krwig baranig i witaming K, i inkubowano w temperaturze 37°C w anaerostatach
(85% N,, 10% H,, 5% CO,). Okres inkubacji trwat 48 godzin. Po tym czasie dokonywano
izolacji kolonii na podtoze SCS i jednoczesnie na podtoze Columbia Agar (COS) z do-
datkiem 5% odwloknionej krwi baraniej (bioMérieux) w celu przeprowadzenia kontroli
wzrostu bakterii w warunkach tlenowych. Identyfikacji izolatow dokonano przy uzyciu
spektrometrii masowej MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser desorption/ionisation-time
of flight mass spectrometry) w systemie VITEK MS (bioMérieux).

Oznaczenie lekowrazliwosci. Kolonie zawieszano w podtozu Brucella Broth (Graso
Biotech, Polska) do uzyskania zmgtnienia 1 w skali McFarlanda Zawiesing rozprowadzano
na podlozu Brucella Agar z krwig (bioMérieux). Nastepnie ukladano paski E-test impre-
gnowane gradientem stgzen: erytromycyny (EM; 0,016-256 mg/L) i klindamycyny (CM;
0,016-256 mg/L). Odczytu dokonywano po 48-godzinnej inkubacji w atmosferze beztle-
nowej, w temp. 35°C.

W celu wykrycia opornosci typu MLS, zastosowano krazki z erytromycyng (15 ul)
i klindamycyng (2 pl), ktére umieszczano (w odlegtosci 15 mm od krawedzi krazkoéw) na
podtozu Brucella Agar (zawiesina bakteryjna o zmetnieniu 1,0 McFarlanda). Podloza inku-
bowano w atmosferze beztlenowej, w temp. 35°C przez 24 godz. Interpretacji wyniku doko-
nywano zgodnie z zaleceniami Europejskiego Komitetu ds. Oznaczania Lekowrazliwosci
(EUCAST) (7).

W dalszym etapie badan wykrywano, zwigzane z ta opornoscia, geny erm: ermF,
ermB, ermG. Przeprowadzono reakcje PCR na matrycach DNA 200 izolatéw klinicznych
z zastosowaniem par starteréw dla kazdego z 3 genéw kodujacych opornos¢ na klindamy-
cyng (ermF- GGACCTACCTCATAGACAAG, CGGGTCAGCACTTTACTATTG, ermB-
-CTATCTGATTGTTGAAGAAGGATT, GTTTACTCTTGGTTTAGGATGAAA, ermG-
-ACATTTCCTAGCCACAATC, CGCTATGTTTAACAAGC) (5, 12, 18). Wszystkie star-
tery zsyntetyzowano w Pracowni Sekwencjonowania DNA i Syntezy Oligonukleotydow
IBB, PAN w Warszawie.
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WYNIKI

W prowadzonym badaniu fenotypowa oporno$¢ na klindamycyne (MIC>4 mg/L)
wystepowata u 62 (31%) badanych izolatow; 75% izolatow zidentyfikowanych jako B.
ovatus, 50% jako P. distasonis oraz 42,86% jako B. uniformis charakteryzowata si¢ opor-
no$cia na ten antybiotyk (Tabela I). Jednocze$nie zaobserwowano, ze odsetek szczepow
opornych na klindamycyne zwigkszyt si¢ z ok. 20% w 2007 do ok. 40% w 2012 roku.

Tabela 1. Zakresy wartosci MIC klindamycyny, MIC,;, MIC,, dla Bacteroides spp.
i Parabacteroides spp. oraz odsetek szczepdéw opornych na klindamycyng

(%R).
klindamycyna
Gatunek (n)
zakres MIC MIC MIC, % R
B. fragilis group (182) 0,016-256 1 256 29,12
B. fragilis (111) 0,016-256 0,5 256 22,52
B. thetaiotaomicron (38) 0,25-256 2 256 26,32
B. ovatus (12) 0,125-256 256 256 75
B. vulgatus (11) 0,016-256 0,5 256 27,27
B. uniformis (7) 0,016-256 0,5 256 42,86
B. stercoris (2) 256-256 256 256 100
B. caccae (1) 256 256 256 100
P, distasonis (18) 0,75-256 4 256 50
RAZEM (200) 0,016-256 1,5 256 31

Nalezy zauwazy¢, ze zgodnie z rekomendacjami EUCAST, jesli w rutynowym ba-
daniu warto$¢ MIC erytromycyny wynosi >32 mg/L dla paleczek Bacteroides sp. oraz
jednoczesnie wystepuje fenotypowa wrazliwo$é na klindamycyne, szczepy takie nalezy
raportowaé jako oporne na klindamycyne. W prowadzonym badaniu taka sytuacja doty-
czyta 84 (42%) badanych izolatow (Tabela II). Wykonujac badania molekularne gen ermF
wykryto u 62 izolatéw, gen ermB u jednego - B. caccae (facznie u 31%; Tabela III), wsroéd
nich 6 (9,7%) izolatow byto opornych na erytromycyne, a wrazliwych na klindamycyng
(Tabela II).

Wystepowanie oporno$ci indukowanej (iMLS,) w tych szczepach badano wykonujac
test dyfuzji z krazkami nasagczonymi erytromycyng i klindamycyna. Pomimo, Ze metoda
dyfuzyjno-krazkowa nie jest zalecana do oznaczania lekowrazliwo$ci u bakterii beztleno-
wych, uzyskano charakterystyczng stref¢ zahamowania wzrostu od strony krazka z ery-
tromycyng (w ksztalcie litery D) potwierdzajacg wystgpowanie mechanizmu iMLS, u 5
szczepOw Bacteroides sp. i u jednego P. distasonis.

Gendw erm nie wykryto u 78 izolatdow opornych in vitro na erytromycyne, a wrazli-
wych na klindamycyne. Oporno$¢ na erytromycyng, ale nie na klindamycyne moze by¢
spowodowana mechanizmem aktywnego wypompowywania leku z komorki przez biatka
transportowe w btonie komdrkowej (produkty genow mef lub msrSA).
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Tabela II. Wystepowanie gendw ermF, wsrdd Bacteroides spp. 1 P. distasonis wrazliwych
na klindamycyn¢ (MIC< 4 mg/L) i opornych na erytromycyne (MIC >32 mg/L).

CLI ERY geny
Gatunek (n)
MIC <4mg/L | MIC > 32mg/L ermF (+) ermF (-)

B. fragilis group (182) 129 78 5 73
B. fragilis (111) 86 66 3 63
B. thetaiotaomicron (38) 28 11 2 9
B. ovatus (12) 3 1 0 1
B. vulgatus (11) 8 0 0 0
B. uniformis (7) 4 0 0 0
B. stercoris (2) 0 0 0 0
B. caccae (1) 0 0 0 0
P. distasonis (18) 9 6 1 5
RAZEM (200) 138 84 6 78

CLI - klindamycyna, ERY — erytromycyna, ermF (+) - obecnos¢ genu ermF, ermF (-) - brak

genu ermF

Tabela III. Wystgpowanie gendw erm u szczepow Bacteroides spp. 1 Parabacteroides spp.
izolowanych z probek materiatow klinicznych.

geny
Gatunek (n) ermF ermB
n (%) n (%)
B. fragilis group (182) 53 (29,12) 1(0,55)
B. fragilis (111) 28 (25,23) 0(0)
B. thetaiotaomicron (38) 9 (23,68) 0(0)
B. ovatus (12) 8 (66,67) 0(0)
B. vulgatus (11) 4(36,36) 0(0)
B. uniformis (7) 4(57,14) 0(0)
B. stercoris (2) 0(0) 0(0)
B. caccae (1) 0(0) 1 (100)
P. distasonis (18) 9 (50) 0(0)
RAZEM (200) 62 (31) 1(0,5)

W przypadku 51 (82,3%) izolatow, u ktorych stwierdzono obecno$é¢ genu ermF i jed-
nego izolatu B. caccae z genem ermB zaobserwowano oporno$¢ fenotypowa na erytromy-
cyng i klindamycyne. Szczepy te cechuje oporno$¢ konstytutywna (cMLS,). Natomiast
u 5 (8,1%) izolatow, pomimo detekcji genu ermF wykazano wrazliwos$¢ na erytromycyne
i klindamycyng. U 10 izolatow wystepowata oporno$¢ fenotypowa na erytromycyng i klin-
damycyne, przy braku genu erm. Pozostate 49 szczepy (24,5%) byly wrazliwe na te anty-
biotyki i nie posiadaty genéw opornosci erm. W zadnym izolacie nie wykryto genu ermG.
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DYSKUSJA

Zasadno$¢ oznaczania wrazliwo$ci na antybiotyki bakterii bezwzglednie beztleno-
wych byla przedmiotem dyskusji mikrobiologoéw i lekarzy przez wiele lat (4, 14). Badanie
mikrobiologiczne w kierunku beztlenowcéw moze trwaé nawet kilka dni, wigc w przy-
padku podejrzenia zakazenia o tej etiologii istnieje konieczno$¢ zastosowania leczenia
empirycznego, lekami z wyboru sg najczes$ciej metronidazol i klindamycyna.

W wyniku powszechnego stosowania klindamycyny, coraz czgéciej u paleczek
Bacteroides sp. 1 Parabacteroides sp. stwierdza si¢ brak wrazliwosci na ten antybiotyk
(2, 14, 16). W wieloosrodkowych badaniach prowadzonych w laboratoriach europejskich
i opublikowanych przez Nagy i wsp. (15) wykazano wysoki poziom oporno$ci na klinda-
mycyne (28,5% - 60%). Trend ten potwierdzaja wyniki badan prowadzonych w Holandii
i w Belgii (20, 21). Zaprezentowane wyniki wskazuja, ze opornos¢ na klindamycyne wy-
stepuje u 31% izolatéw, ktdre wyizolowano od pacjentdow hospitalizowanych na oddzia-
fach warszawskiego szpitala. Stosowanie klindamycyny w leczeniu empirycznym zakazen
(szczegblnie w obrebie jamy brzusznej lub na oddziatach urazowo-ortopedycznych) moze
prowadzi¢ zatem do braku sukcesu terapeutycznego (11, 17, 21). Racjonalna terapia em-
piryczna powinna by¢ wdrozona na podstawie klinicznej oceny przebiegu zakazenia oraz
wzoru opornosci na leki przeciwbakteryjne w szpitalu i oddziale oraz modyfikowana na
podstawie wyniku lekowrazliwosci (11, 16).

W rutynowej diagnostyce mikrobiologicznej, zgodnie z rekomendacjami EUCAST
w przypadku otrzymania wartosci MIC erytromycyny >32 mg/L dla pateczek Bacteroides
sp. oraz jednocze$nie wrazliwosci na klindamycyne, szczepy nalezy raportowac jako opor-
ne na klindamycyne (15). Eitel i wsp. (6) wykazali, ze wsrdd 161 izolatow Bacteroides sp.
24,8% prezentowato fenotypowa opornos¢ na klindamycyng. Geny zwiazane z opornoscia
tj. ermF, mefA, ermG, msrSA 1 ermB byly obecne u odpowiednio: 24,2%, 12,4%, 5,6%,
5,6% oraz 0,6% sposrod wszystkich badanych izolatow Bacteroides sp. oraz u odpowied-
nio: 75,0%, 27,5%, 22,5%, 22,5% oraz 2,5% izolatow Bacteroides sp. opornych na klin-
damycyng (6). W prezentowanej pracy wykrywano geny ermF, ermB 1 ermG. Gen ermF
obecny byl u 31%, ermB u 0,5% badanych izolatow, ermG nie wykryto w ogdle. Z kolei
czesto$¢ wystepowania ermF 1 ermB wsrdd izolatdw opornych na klindamycyng (MIC>4
mg/L) wynosila odpowiednio 82,26% i 1,61%.

Z doswiadczen innych badaczy wiadomo, ze gen ermF jest najczgsciej wystepujacym ge-
nem opornosci na klindamycyne u paleczek z rodzaju Bacteroides (15). Wyniki prezentowane
przez Eitel 1 wsp. (6) wskazuja, ze byt on obecny u 74,2% z 31 opornych na klindamycyng
izolatow B. fragilis 1u 77,8% z 9 opornych izolatow nalezacych do gatunkoéw innych niz B. fra-
gilis (non-B. fragilis; NFB). W prowadzonym badaniu otrzymano podobne wyniki, gen ermF
wykryto u 81,13% izolatow B. fragilis iu 74,07% NFB opornych na klindamycyne. Wykazano
réwniez obecnos¢ genu ermF u 10 izolatow, ktore charakteryzowaty si¢ wrazliwoscia na klin-
damycyne (MIC<4 mg/L), co zwigzane jest z ekspresja genu na niskim poziomie.

Podsumowujac, mozna stwierdzié, ze szczepy wrazliwe na klindamycyne albo nie po-
siadaja jakichkolwiek genow opornosci albo mogg mie¢ gen ermF, ktorego ekspresja si¢
nie ujawnia. Gléwnym czynnikiem opornos$ci na klindamycyn¢ moze by¢ sam gen ermF
lub w polaczeniu z innymi genami (ermG, mefA 1 msrSA) znajdujacymi si¢ na transpozo-
nie CTnGERM1 (6).
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Charakterystyka klinicznych izolatow Pseudomonas aeruginosa
pod katem tworzenia biofilmu, lekoopornosci oraz wystepowania genow
dla toksyn wydzielanych w systemie sekrecji typu 3.

Characteristic of clinical isolates of Pseudomonas aeruginosa regarding
biofilm formation, drug resistance and genes for toxins secreted
by the type 3 secretion system
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Dorota Romaniszyn', Piotr B. Heczko', Joanna KozioF, Jadwiga Wojkowska-Mach'’
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Celem badania byla analiza zdolnos$ci tworzenia biofilmu w kontekscie
lekoopornosci i wirulencji szczepéw Paeruginosa izolowanych z ukladu
moczowego, krwi i zakazen dolnych drég oddechowych od pacjentéw am-
bulatoryjnych oraz hospitalizowanych w szpitalach z poludniowej Polski.
Tworzenie biofilmu przez poszczegdlne izolaty badano z wykorzystaniem
metody z fioletem krystalicznym. Obecno$¢ genéw kodujacych toksyny
wydzielane w systemie sekrecji typu 3 badano metoda lancuchowej poli-
merazy (PCR). Lekoopornos¢ testowano zgodnie z wytycznymi EUCAST.
Wsréd 219 izolatéw Paeruginosa 46 zostalo scharakteryzowanych jako
szczepy wielolekooporne (MDR), a 26 jako szczepy o rozszerzonej opor-
nosci (XDR). Liczba szczepéw produkujacych biofilm odpowiedzialnych
za zakazenia wystepujace u pacjentow hospitalizowanych (szczegoélnie na
oddzialach intensywnej terapii) byla dwukrotnie wyzsza niz szczepéw nie-
tworzacych biofilmu (odds ratio 0.5, 95%CI 0.31-0.97). Nie wykazano sta-
tystycznie znaczacych réznic pomiedzy czesto$cia wystepowania szczepow
silniej tworzacych biofilm, a poziomem ich lekoopornosci.

Stowa kluczowe: Pseudomonas aeruginosa, system wydzielania typu 3, lekoopornose,
biofilm, Polska
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ABSTRACT
Introduction: The aim of this study was to analyze biofilm production in the context of
antimicrobial resistance and virulence in P. aeruginosa (PA) isolates from hospitalized
and non-hospitalized patients with urinary tract infections, bloodstream infections, or
pneumonia in southern Poland.
Methods: We screened biofilm formation in the isolates using crystal violet staining.
Strains were tested for antimicrobial susceptibility by disc diffusion method according to
EUCAST guidelines. The presence of genes encoding the toxins secreted by the type I1I
secretion system (T3SS) were detected by PCR method.
Results: Altogether, 216 isolates were investigated, 109 of which came from hospitalized
patients. The number of biofilm-producing strains responsible for infections in the
hospitalized patients was twice as high as the non-biofilm-producers (odds ratio 0.5, 95%
CI 0.31-0.97). In the samples from intensive care units (ICUs), the biofilm-producing
strains caused more infections than those lacking biofilm production (ICU vs. others OR 0.4
95% CI 0.19-0.78). Forty-six isolates contained multidrug resistant PA and 26 contained
extensively-drug resistant PA. No statistically significant differences were observed in the
frequency of strains resistant to particular antimicrobials or bearing T3SS proteins between
the male and female patients, as well as between the various biofilm producer categories.
Conclusions: Most of the PA strains were able to form biofilms on abiotic surfaces, there
was no difference in the frequency of biofilm producers among the strains that exhibited
different levels of antimicrobial resistance.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, type 3 secretion system, drug resistance, biofilm,
Poland

Pseudomonas aeruginosa (PA) is one of the most important Gram-negative bacteria
and one of the major pathogens responsible for a wide variety of severe nosocomial and
community-acquired infections. According to the European Centre for Disease Prevention
and Control (2), PA was one of the microorganisms most frequently isolated from
hospital-acquired infections (HAIs) in 2014, especially from intensive care unit (ICU)-
acquired infections, with bloodstream infections (BSIs) and urinary tract infections (UTIs)
accounting for 8.2% and 14.1%, respectively. In adult patients in Poland,the prevalence of
PA pneumonia (PNU) was 8.5%, while the prevalence of BSIs and UTIs was 0.7%, and
5.0%, respectively (4, 18). In children, the prevalence of PA in urinary tract infections was
low at 2.1%, while in children <5 years of age it was 3.0% (17).

In modern medicine, acute infection such as BSIs, UTIs and PNU are often associated
with medical devices such as tubes or catheters. The bacteria on these abiotic surfaces can often
readily adaptive to a variety of niches, and some, like PA are capable of biofilm formation.

PA produces a large number of virulence factors and many of these factors are regulated
by quorum sensing (21). An important feature of PA virulence is its type III secretion system
(T3SS) (12). T3SS operation has been likened to a molecular syringe that injects bacterial
effector proteins into host cells. PA has five effector proteins, namely ExoS, ExoT, ExoU,
ExoY and FliC, and these protect the bacterium against phagocytosis, and also affect tissue
invasion and systemic spread as well as modulating the inflammatory response. T3SS gene
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expression is controlled by intrinsic and extrinsic regulatory mechanisms (6, 14). Global
extrinsic regulation of T3SS gene expression is made via the Vfr (Virulence factor regulator)
cAMP-dependent regulator. The role of T3SS in PA is well-established within the context of
the acute infection, sepsis, and high mortality caused by this bacterium (10, 20). The change
in growth conditions that occur during bacterial transition from an acute to chronic infection
state correlates with alternations in PA behavior including increased antibiotic tolerance
and the biofilm mode of growth switching (15). Biofilm formation is subject to a regulatory
system involving the RetS and LadS sensor kinases. Both kinases have opposite effects on
GacA system activation, a process that regulates biofilm formation through the control of
polysaccharides as the key components of the biofilm matrix. Inverse regulation by RetS and
LadS implies that T3SS gene expression and biofilm formation are considered as opposite
events. However, it is now thought that such a model is an over-simplification and expression
of T3SS proteins is possible during biofilm growth (6, 15). It has also been shown that during
infections where biofilm is formed, antimicrobial resistance in the bacterium is an important
feature, and such infections are persistent and difficult to eradicate (7).

The aim of this laboratory-based study was to analyze biofilm production in the context
of antimicrobial resistance and the profile of virulence genesof P. aeruginosa strains
isolated from different sites of infection in hospitalized and non-hospitalized patients in
southern Poland.

MATERIALS AND METHODS

Ethics. This work was approved by the Bioethics Committee of Jagiellonian
University Medical College (No. KBET/312/B/2012 and KBET/362/B/2012). All data
were anonymized prior to conducting the analysis.

Samples. Non-repetitive samples from UTIs, BSIs, and patients with PNU were
collected from hospitalized patients (12 hospitals), long-term care facility residents, and
non-hospitalized patients (outpatients, diagnosed with infections, but treated in ambulatory
care, not in hospital) in southern Poland. Samples were collected in collaboration with two
microbiological laboratories: KORLAB NZOZ, which is located in Ruda Slaska, Poland,
and the microbiological laboratory at St. Barbara’s Regional Hospital in Sosnowiec,
Poland, between 1 January 2013 and 31 December 2013. Relevant patient information
such as age, gender, and whether a hospital, ICU, or home care was the place of treatment
was collected. Patients with PA infections (inclusion criteria) were defined according to the
diagnosis of the physicians.

DNA extraction and polymerase chain reactions (PCRs). DNA templates
were extracted from liquid cultures of tryptic soy broth (BioCORP, Poland) grown at 37°C
for 18 husing a Genomic Mini kit (A&A Biotechnology, Gdynia, Poland), according to the
manufacturer’s instructions. Isolates were screened for the presence of the major effector
proteins genes of the T3SS (exoS, exoT, exoU, exoY). PCR analysis was performed using
primers based on the same sequences and reaction conditions described in a previously
published method (1). PCR Master Mix (2X) (A&A Biotechnology, Poland) was used for
the PCRs. PCR products, separated on 1.5% agarose gels for 60 min at 90V, were stained
with ethidium bromide (Sigma-Aldrich, Munich, Germany) and detected using ultraviolet
trans-illumination.
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Antimicrobial susceptibility testing. Antimicrobial susceptibility testing
of the strains was performed as described previously (18), with Mueller-Hinton agar
plates, and following the current guidelines of the European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing for the disk diffusion method (clinical breakpoint table v.3.1; http://
www.eucast.org/clinical breakpoints/, accessed 5.06.2013). All disks were obtained from
Oxoid (Basingstoke, UK). Multidrug-resistant (MDR) strains were defined as strains
not susceptible to one antimicrobial in at least three different antimicrobial classes, and
extensively drug resistant (XDR) strains were defined as strains susceptible to no more
than two antimicrobial classes (13).

To detect metallo-B-lactamases (MBL, strains resistant/intermediate to imipenem/
meropenem and resistant to ticarcillin/clavulanate), the disc method where ceftazidime (30
pg) and imipenem (10 pg) were placed 20 mm apart from the disc area with EDTA (10 pl
0.5M EDTA, pH 7.3—7.5) was used. EDTA is an inhibitor of MBLs, and the test is considered
to be positive if the inhibition zone around the disc with ceftazidime and/or imipenem is
enhanced (11).

Biofilm screening. Biofilm formation in the isolates was screened using the method
of O’Toole with crystal violet staining (16). The strains were grown in M63 minimal
medium containing 13.6 g/L KH_PO,, 2 ¢/L. (NH,),SO,, 0.5 mg/L FeSO,-7H,0, 0.25 g/L
MgSO,-7H,0, supplemented with 0.2% glucose and 0.5% casein (Oxoid, Basingstoke,
UK), and the optical density (OD) of each strain was measured at 630 nm. Biofilm assays
were performed in triplicate. Uninoculated M63 medium (Amresco, USA) with casein
(Oxoid) was used as a negative control. The OD cut-off (ODc) was defined as the mean OD
value of the negative control. Based on the OD value, the strains were classified as follows:
not biofilm producers (OD<ODc), weak biofilm producers (ODC<OD< 2xODc), moderate
biofilm producers (2xODc<OD<4xODc) or strong biofilm producers (4xODc<OD),
according to the description of Borges et al. (3).

Statistics. Statistical analyses were performed using Statsoft Statistical software (version
10, StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA). The distributions of the continuous variables were tested
for normality using the Shapiro-Wilk test. Because the values of the variables tested did
not follow a normal distribution, the data, which we summarised as median, 25th (Q1), and
75th (Q3) percentile values, were tested using the nonparametric Mann-Whitney U test. For
dichotomous variables, a Chi-square test was used for expected frequencies of <10, a Chi-
square test with Yates’ correction was used for expected frequencies between 5 and 10, and
a Chi-square test with confirmation by Fisher’s exact test was used for expected frequencies
of < 5. A P-value of < 0.05 was considered to indicate a statistically significant result.

RESULTS

Altogether, 216 strains were studied and 109 of them were isolated from hospitalized
patients. Sixty-nine percent of the strains came from males and the median patient age was 64
(Quattile 1: 47; Quartile 3: 72), although 26 specimens came from under 17 year-olds. 148 of
the isolates came from UTIs, 7 from BSIs and 61 from people with PNU. ICUs were responsible
for 39 diagnosed infection cases (18.1% of all the PA infections that were studied), including 5
cases of BSI (71.4% of all BSIs), 25 cases of PNU (41.0%) and 9 UTI cases (6.1%).

Twenty six isolates were considered to be extensively drug-resistant, while 46 were
multidrug resistant. All the strains isolated from BSIs (n=7) were MDR (n=1) or XDR
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(n=6) strains. Strains isolated from UTI cases were 50% less drug-resistant (MDR and
XDR vs. others) than the strains isolated from other cases (OR 0.4; 95%CI 0.23-0.76).
Drug-resistant strains (XDR and MDR) were not common among the ICU and non-ICU
hospitalized patients, or among patients with PNU. In the non-hospitalized patients, the
number of drug-resistant strains (MDR and XDR) was almost two times lower than in the
hospitalized patients (ICU and non-ICU together) (OR 0.5; 95% CI 0.28-1.01). Twenty-
one strains were able to produce MBLs.

Among the isolates, 67% were classified as moderate or strong biofilm producers.
The number of biofilm-producing strains responsible for infections in the hospitalized
patients was two times higher than the non-biofilm-producers (OR 0.5, 95% CI1 0.31-0.97).
In the samples from ICUs, the biofilm-producing strains caused half of the infections of
the biofilm-producing strains from non-ICU patients and from non-hospitalized patients
together (ICU vs. others OR 0.4 95% CI0.19-0.78) (Table 1).

Table I. Characteristics of the Pseudomonas aeruginosa isolates. Strains were classified
as follows: no biofilm production (OD<ODc), weak production (ODc<OD<
2x0Dc), moderate production (2xODc<OD<4xODc) or strong biofilm production
(4xODc<OD), according to Borges et al (8).

Biofilm formation level

Moderate Weaker
or strong*, | or absent®, | OR | 95%CI |p-value

N=145 N=71
Patient age, median; 1Q, 3Q (year) 63;51-72 64; 43-75 n/a 0,7
Patient gender, male (n; %) 93 (64.1%) | 55(77.5%) | 0.5 | 0.27-0.99 | 0.048
Hospitalized patients(n; %) 66 (45.5%) | 43 (60.6%) | 0.5 | 0.31-0.97 | 0.017
ICU patients(n; %) 19 (13.1%) | 20 (28.2%) | 0.4 | 0.19-0.78 | 0.017

Type of infection (n; %)

Pneumonia | 42(29.0%) | 19(26.8%) | 1.1 | 0.59-2.11
Bloodstream infections |  4(2.8%) 3(42%) | 0.6 [0.14-295| 0.8
Urinary tract infections | 99(68.3%) | 49 (69%) | 1.0 |0.52-1.78

MBL(n; %) 11(7.6%) | 10 (14.1%) | 0.5 |0.21-1.24 0.2
XDR or MDR (n; %) 44 (30.3%) | 28(39.4%) | 0.7 |0.37-1.21 0.2
Colistin resistance, median; 1Q, 3Q (MIC) | 0.5;0.4-1 0.5;0.4-1 n/a 0.8

Virulence factor (n; %)

exoS | 123 (84.8%)| 64 (90.1%) | 0.6 [0.25-1.51 | 0.4
exoT 138 (95.2%)| 66(93.0%) | 1.5 |0.46-4.88 | 0.5
exoU | 38(26.2%) | 15(21.1%) | 1.3 |0.67-2.62 | 0.4
exoY | 128(88.3%) | 65(91.5%) | 0.7 [0.26-1.85 | 0.6

1Q, 3Q 25th (Q1) and 75th (Q3) percentiles; CI, confidence interval; ICU, intensive care unit;
MBL, metallo beta-lactamase resistance; MDR, multidrug resistance; MIC, minimal inhibitory
concentration; OD, optical density;ODc, optical density cut-off; OR, odds ratio; XDR, extensively-
drug resistant; (exoS, exoT, exoU, exoY). *Moderate or strong biofilm producers and weaker and
absent biofilm producers are shown together as separate categories.
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Among genes encoding T3SS proteins, the most widespread was exoT, which was present
in 204 strains, while exoY (n=193) and exoS (n=187) were slightly less prevalent. exoU was
found in 53 strains (including 26.2 %; n=16 from PNU infections). Furthermore, at least one
of these virulence genes was found in 99% of the samples, with 188 isolates bearing three or
more virulence factors. There were significantly more moderate to strong biofilm producers
(77% vs 64%, p=0.048) in the strains from the female patients, with lower numbers of female
patients in the ICU (7% vs 23%, p=0.018). Additionally, strains from the female patients were
significantly more frequently XDR or MDR types (76% vs 62%, p=0.038); these differences
may be related to the higher median age of the female group (female 64.5, range 47-76; vs.
male 63, range 49—72). Also, we did not observe any statistically significant differences in the
frequency of strains resistant to particular antimicrobials or bearing T3SS proteins between
males and females, or between the biofilm producer categories (Table 1). No relationship was
found between the ability to form biofilm and the presence of virulence genes, or between
non-hospitalized vs. hospitalized patients.

DISCUSSION

The subject of our study was PA, a bacterium consistently associated with nosocomial
infections. The number of BSIs caused by PA is growing, and in 2009-2010 around 3.8%
of BSIs were caused by this bacterium compared with only 3% between 1992 and 1997.
The number of cases of PNU caused by PA was 17% in 2010, a figure lower than in 1997
(21%) (19). PA had a prevalence of 13% in device-associated infections (DAIs) in UTIs
in Poland (9). In contrast, the prevalence of PA-associated BSIs in very low birth weight
newborns was only 1.3%, but this condition was associated with an extremely high fatality
rate of 80% (25). A major problem faced by modern medicine is the need for medical
devices to be used for patient therapy, especially in ICUs, as these devices are responsible
for large numbers of hospital-acquired infections, particularly in critically ill patients. In
this population, a significant number of UTIs and BSIs are associated with DAIs (19). In
Poland, the number of such infections can be larger than in other countries. Indeed, the
incidence of catheter-associated UTIs in adult patients was 7.2/1000 catheter-days in 2014
(9), a figure higher than that in the NHSN/CDC (2012) report (8). Furthermore, the device
utilization ratio in ICUs in Poland is high; therefore the risk of DAIs is correspondingly
high (9, 24, 25). However, our laboratory-based study has no data on the use of medical
devices; unfortunately, device-related infections result from the multifaceted interaction
of PA, the device, and patient, but bacterial factors probably play the most important role
in the pathogenesis of DAIs. Also, it has been reported that different bacteria use different
mechanisms to colonize medical devices (23).

How severe an infection with PA becomes is multifactorial, but depends mainly on the
presence of the following two virulence determinant types in this bacterium: 1) virulence
factors involved in acute infections (usually secreted) and membrane bound factors and, 2)
virulence factors involved in chronic infections (i.e., siderophores, alginate biosynthesis)
(6). Biofilm production is also a very important virulence trait. A bacterium’s ability to
form a biofilm is linked to multiple factors including its ability to move and its possession
of specific proteins. Whether biofilm-producing strains have the ability to produce effector
proteins, such as Exo is an interesting question.
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For our strains, we saw no difference in the presence of genes encoding effector
proteins between the biofilm-producers and the non-producers. The prevalence of effector
proteins was high for exoT, and exoY, which were present in almost all of the strains. ExoS
was somewhat less prevalent (found in 82.8% of the strains). Only the ExoU gene, which
encodes the most cytotoxic of the type III secretion proteins, was less prevalent, being
detected in about one-quarter of the isolates from patients with PNU, but this level is still
worrisome. According to other studies, ExoU secretion is a marker for highly virulent
strains in patients with hospital-acquired PNU (5, 22). Strains with the ability to produce
biofilms and possessing the exoU gene are considered to be highly virulent and may cause
therapeutic problems. However, it should be emphasized that only the absence of a gene
provides clear evidence that the gene is not functional, as the presence of a gene does
not necessarily mean that the gene is expressed. In our research, the genetic potential of
PA strains affecting their virulence was determined. Certainly, the lack of experiments on
the expression of genes was a limitation in this article. For that reason,further studies are
necessary to show that the four exo genes are functional. Similarly, the study of the ability
to biofilm formation created in vitro allowed us to assess the possibility of a strain and not
its traits actually presented during the infection

As was expected in this study, most of the PAstrains tested were able to form biofilms
on abiotic surfaces (96-well plates), especially the strains isolated from ICU infection
cases where the number of biofilm producers was 4-times higher than that of the non-
hospitalized patients; however, surprisingly, there was no difference in the frequency of
biofilm producers among strains that exhibited different levels of antimicrobial resistance.
Furthermore, while most of the strains possessed at least one T3SS gene, no association
was observed between the strains carrying T3SS genes and biofilm production. It was also
not expected that the strains isolated from ICUs were characterized by a reduced ability for
biofilm formation, compared with the strains obtained from the other sources.

Our previous data indicate serious potential therapeutic problems related to high
antibiotic resistance in non-fermentative bacilli in Polish hospitals. The growing prevalence
of MDR and XDR bacteria is challenging for clinicians as the treatment options are limited
for patients with such infections (4). Antibiotic resistance of biofilm is related to decreased
growth rate and decreased penetration of drug through the biofilm matrix, rather than
having a particular antibiotic resistance genes of biofilms producers. Therefore, it will be
interesting to consider the relationship between drug resistance and the ability to form
biofilms in a comprehensive and thorough future study.

Conflict of interest
The authors declare no competing financial interests.

Funding

This work was supported by two grants from the National Science Centre (No.UMO-
2012/05/B/NZ7/02880 and No 2012/05/N/NZ7/00786). The sponsor provided the funding
for the project only.

The authors contributed equally to this work.



64

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.
17.

M. Pobiega i inni Nr 1

REFERENCES

Ajayi T, Allmond LR, Sawa T, et al. Single-nucleotide-polymorphism mapping of the
Pseudomonas aeruginosa type 1l secretion toxins for development of a diagnostic
multiplex PCR system. J Clin Microbiol 2003; 41: 3526-31.

Annual Epidemiological Report 2014 — Antimicrobial resistance and healthcare-
associated infections; http://ecdc.europa.cu/

Borges S, Silva J, Teixeira P. Survival and biofilm formation by Group B streptococci in
simulated vaginal fluid at different pHs. Antonie Van Leeuwenhoek 2012; 101: 677-82.
Chmielarczyk A, Pobiega M, Ziotkowski G et al. Severe infections caused by multidrug-
resistant non-fermentative bacilli in Southern Poland. Adv Clin Exp Med 2018 Mar 13
doi:10.17219/accm/68545;

Darouiche RO. Device-associated infections: a macroproblem that starts with
microadherence. Clin Infect Dis 2001; 33: 1567-72.

Diaz MR, King JM, Yahr TL. Intrinsic and Extrinsic Regulation of Type III Secretion
Gene Expression in Pseudomonas Aeruginosa. Frontiers in Microbiology 2011; 2: 89.
Drenkard E. Antimicrobial resistance of Pseudomonas aeruginosa biofilms. Microbes
Infect 2003; 5: 1213-9.

Dudeck MA, Weiner LM, Allen-Bridson K, et al. National Healthcare Safety Network
(NHSN) report, data summary for 2012, Device-associated module. Am J Infect
Control 2013; 41: 1148-66.

Duszynska W, Rosenthal VD, Szczesny A, et al. Urinary tract infections in intensive
care unit patients - a single-centre, 3-year observational study according to the INICC
project. Anaesthesiol Intensive Ther 2016; 48: 1-6.

Hauser AR, Cobb E, Bodi M, et al. Type IIl protein secretion is associated with
poor clinical outcomes in patients with ventilator-associated pneumonia caused by
Pseudomonas aeruginosa. Crit Care Med 2002; 30: 521-8.

Lee K., Y. S. Lim, D. Yong, J. H. et al. Evaluation of the Hodge test and the imipenem-
EDTA double-disk synergy test for differentiating metallo-beta-lactamase-producing
isolates of Pseudomonas spp. and Acinetobacter spp. J Clin Microbiol 2003; 41: 4623-9.
Ma Q, Zhai Y, Schneider JC, et al. Protein secretion systems of Pseudomonas aeruginosa
and Pfluorescens. Biochim Biophys Acta 2003; 1611: 223-33.

Magiorakos AP, Srinivasan A, Carey RB, et al. Multidrug-resistant, extensively drug-
resistant and pandrug-resistant bacteria: an international expert proposal for interim
standard definitions for acquired resistance. Clin Microbiol Infect 2012; 18: 268-81.
Mikkelsen H., Bind N. J., Skindersoe M. E. et al. Biofims and type III secretion are not
mutually exclusive in Pseudomonas aeruginosa. Microbiology 2009; 155: 687-98.
O’Callaghan J, Reen FJ, Adams C, et al. A novel host-responsive sensor mediates
virulence and type III secretion during Pseudomonas aeruginosa-host cell interactions.
Microbiology. 2012; 158: 1057-70.

O’Toole GA Microtiter dish biofilm formation assay. J Vis Exp 2011; 47: 2437.
Pobiega M, Maciag J, Pomorska-Wesolowska M, et al. Urinary tract infections caused
by Pseudomonas aeruginosa among children in Southern Poland: Virulence factors
and antibiotic resistance. J Pediatr Urol 2016; 12: 36.e 1-6.



Nr 1 Charakterystyka klinicznych izolatow P. aeruginosa 65

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Pobiega M, Wojkowska-Mach J, Maciag J, et al. Virulence and Antibiotic Resistance
of Pseudomonas aeruginosa Isolated from Patients with Urinary Tract Infections in
Southern Poland. Chemotherapy (Basel) 2014; 60: 253-60.

Richards MJ, Edwards JR, Culver DH, et al. Nosocomial infections in medical
intensive care units in the United States. National Nosocomial Infections Surveillance
System. Crit Care Med 1999; 27: 887-92.

Roy-Burman A, Savel RH, Racine S, et al. Type III protein secretion is associated with
death in lower respiratory and systemic Pseudomonas aeruginosa infections. J Infect
Dis 2001; 183: 1767-74.

Rumbaugh KP, Griswold JA, Hamood AN. The role of quorum sensing in the in vivo
virulence of Pseudomonas aeruginosa. Microbes Infect 2000; 2: 1721-31.

Schulert GS, Feltman H, Rabin SD, et al. Secretion of the toxin ExoU is a marker for
highly virulent Pseudomonas aeruginosa isolates obtained from patients with hospital-
acquired pneumonia. J Infect Dis 2003; 188: 1695-706.

Sievert DM, Ricks P, Edwards JR, et al. Antimicrobial-resistant pathogens associated
with healthcare-associated infections: summary of data reported to the National
Healthcare Safety Network at the Centers for Disease Control and Prevention, 2009-
2010. Infect Control Hosp Epidemiol 2013; 34: 1-14.

Wéjkowska-Mach J, Baran M, Drwita R, et al. Ventilator-associated pneumonia after
cardiac surgery. Anaesthesiol Intensiva Ther 2009; 41: 224-8.

Wojkowska-Mach J, Borszewska-Kornacka M, Domanska J, et al. Late-Onset Bloodstream
Infections of Very-Low-Birth-Weight Infant. Data from the Polish Neonatology
Surveillance Network in 2009-2011. BMC Infectious Diseases 2014; 14: 339.

Otrzymano: 18 XII 2017 r.

Adres Autora: 31-121 Krakow, ul. Czysta 18, Katedra Mikrobiologii Wydziat Lekarski, Uniwersytet
Jagiellonski Collegium Medicum

E-mail: agnieszka.chmielarczyk@uj.edu.pl






MED. DOSW. MIKROBIOL., 2018, 70: 67 - 75

Porownanie testow real-time PCR do iloSciowego oznaczania DNA wirusa cy-
tomegalii z uzyciem systemu LightCycler 2.0 u pacjentéw hematologicznych

Results comparison of cytomegalovirus viral load in hematological
patients using real-time PCR assays designed for LightCycler 2.0 system
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Przeprowadzono poréwnanie laboratoryjnej uzytecznoSci pieciu
diagnostycznych testéw do wykrywania DNA CMYV opartych na technice
real-time PCR. Wykazano celowo$¢ wprowadzenia miedzynarodowego
ukladukalibratoréw, jakonarzedzia dlamiedzylaboratoryjnejstandaryzacji
wynikow wiremii CMYV uzyskiwanych metodami molekularnymi.

Stowa kluczowe: wirus cytomegalii, zakazenia potransplantacyjne, diagnostyka moleku-
larna, real-time PCR

ABSTRACT

Introduction: Human cytomegalovirus infections are the major viral complications
associated with the post-transplant period in haematopoietic stem cell and solid organ
transplant recipients. Clinical research suggests a role for viral load measurement in
predicting and monitoring CMV-associated diseases. Early detection of cytomegalovirus
infection with molecular biology methods is favorable for the efficacy of antiviral
chemotherapy. Our point of interest was comparing specify and level of detection of
cytomegalovirus DNA in plasma and whole blood specimens with different commercial
CMV Kkits, as well as “in-house* method, designated for the LightCycler 2.0 system.
Materials and Methods: 59 plasma and 37 whole blood samples (total number of 96),
taken from patients after allogeneic stem cells transplantation, were tested for the presence
of CMV DNA using the LightCycler 2.0 instrument with qPCR tests coming from Roche®,
Artus/Qiagen®, GeneProof® and ALPCO®. The fifth method used was “in-house” real-
time PCR assay, based on TagMan chemistry.
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Results: Results for samples containing a low cytomegalovirus load were more accurate
with the Artus/Qiagen® and Roche® tests, than were results obtained with different kits,
which underestimated the viral load of samples containing low DNA copy numbers.
Conclusions: Comparison of all methods used in present work indicates that employment
of real-time PCR is advisable in common post-transplantation diagnostics. The high level
of sensitivity and specificity provided by most of the tests using LightCycler instrument are
favorable for the use of this system in the detection of CMV DNA. In addition, convenience
of usage and short time of test performance makes this method suitable for both routine
cytomegalovirus screening in different clinical specimens and monitoring of the proper
antiviral therapy.

Key words: cytomegalovirus, post-transplant infections, molecular diagnostics, real-time PCR

WSTEP

Zakazenia powodowane przez ludzkiego wirusa cytomegalii (CMV, HHV-5), a bedace
wynikiem jego reaktywacji ze stanu latencji, moga manifestowac si¢ réznymi objawami
i ich nasileniem, sg tez powaznym zagrozeniem dla pacjentéw poddanych immunosupre-
sji w wyniku transplantacji komorek krwiotworczych czy narzadow unaczynionych oraz
0s6b zakazonych HIV (7, 11). Nasilenie objawéw klinicznych wynikajacych z reaktywacji
CMYV uzaleznione jest od rodzaju zastosowanego przeszczepu, wydolno$ci uktadu odpor-
nosciowego biorcy oraz typu zastosowanego leczenia immunosupresyjnego (11).

Wecezesne wykrycie obecnosci wirusowego DNA w probkach krwi lub osocza osob
poddanych zabiegowi przeszczepienia, a nastgpnie wprowadzenie specyficznego leczenia
wyprzedajacego (ang. pre-emptive therapy) i monitorowanie jego wplywu na replikacje
materialu genetycznego wirusa jest obecnie podstawa leczenia choroby CMV. Postepo-
wanie takie jest wynikiem licznych obserwacji, ktore wykazaly, ze liczba kopii wirusa
w mililitrze krwi (ang. viral load; VL): (i) jest w wysokim stopniu zwigzana z objawami
klinicznymi choroby CMY, (ii) jest bardzo dobrym czynnikiem prognostycznym dla roz-
woju choroby oraz (iii) daje cenne informacje o odpowiedzi pacjenta na leczenie przeciw-
wirusowe (1,2,13). Obecnie za ,,zloty standard” wykrywania DNA CMV w probkach kli-
nicznych pacjentéw z grup ryzyka uwazane sa metody oparte na technice PCR z detekcja
w czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR; qPCR) (2,7).

Testy qPCR wykorzystywane w diagnostyce mikrobiologicznej zazwyczaj bazuja na
sondach hydrolizujacych typu TagMan®. Sg one wyznakowane na koncu 5’ fluorescencyj-
nym barwnikiem reporterowym, a na koncu 3’ wygaszaczem. Bliska obecno$¢ wygaszacza
w natywnej formie sondy pochfania energi¢ fluorescencji barwnika reporterowego. Jezeli
w mieszaninie reakcyjnej znajduje si¢ swoisty produkt PCR, nastepuje hybrydyzacja son-
dy do komplementarnej nici DNA. Podczas wydtuzania produktu reakcji sonda ulega de-
gradacji przez zmodyfikowang polimeraz¢ Taq o wlasnosciach 5’-egzonukleolitycznych,
w wyniku czego fluorochrom zostaje oddzielony od wygaszacza. Proces ten powoduje
emisje¢ fluorescencji, ktorej natezenie mierzone jest po kazdym cyklu reakcji (14).

Tlo$ciowy wariant qPCR pozwala rowniez obliczy¢ poczatkowa liczbe kopii badanego
fragmentu DNA, jaka byla obecna w probee przed reakcja. W tym celu wykorzystuje si¢
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moment, w ktorym poziom fluorescencji barwnika przekroczy prog nazywany cyklem pro-
gowym (ang. cycle treshold; Ct) lub punktem przecigcia (ang. crossing point; Cp), bowiem
im wczesniej fluorescencja probki wzrasta do poziomu, ktéry umozliwia wiarygodny od-
czyt i wejscie reakcji w fazg logarytmicznego przyrostu ilosci produktu, tym wigksza byta
poczatkowa ilo$¢ kopii badanej sekwencji w probce na poczatku reakcji. W celu zbadania
liczby kopii badanej sekwencji w probie sporzadza si¢ seri¢ rozcienczen roztworu o zna-
nym stezeniu i liczbie kopii DNA, wyznacza si¢ wedtug nich krzywa standardowa i majac
dany punkt Ct (Cp) na podstawie krzywej standardowej szacuje si¢ liczbg czasteczek.

Celem pracy bylo poréwnanie warto$ci poréwnanie wybranych parametrow anali-
tycznych pigciu metod qPCR opracowanych dla systemu LightCycler 2.0 (czterech metod
komercyjnych i jednej metody ,,in- house’’) w probkach krwi pelnej i osocza pobranych
od pacjentdow hematologicznych poddanych allogenicznemu przeszczepieniu komorek
krwiotworczych .

MATERIAL I METODY

Prébki kliniczne i standardy wirusa. Probki krwi pelnej (n=37) oraz osocza (n=59)
pochodzity od pacjentow (n= 96) hospitalizowanych w okresie trzech lat w Klinice He-
matologii, Onkologii i Chorob Wewnetrznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.
W badaniu tym wykorzystano probki kliniczne zidentyfikowane wcze$niej jako pozytyw-
ne w kierunku DNA CMYV przy uzyciu rutynowo stosowanej procedury diagnostycznej
z wykorzystaniem zestawu RealArt CMV LC PCR Kit (Artus). Wszystkie probki krwi,
w tym probki z ktorych uzyskano osocze, pobierano do probowek z cytrynianem sodu jako
antykoagulantem.

Ludzki wirus cytomegalii, szczep AD-169, byt namnazany w linii komoérkowej MRC-5
(ATCC: CCL-171), do osiagnigcia efektu cytopatycznego obejmujacego 70% hodowli ko-
moérkowej. Nastepnie z catkowitego lizatu komérkowego przygotowano seryjne 10-krotne
rozcienczenia wirusa (w zakresie od 10° do 10°).

Do analizy ilo$ciowej testéw komercyjnych uzyto kalibratoréw dostarczonych przez
producentéw testow. Jako zewnetrzne kalibratory reakcji we wszystkich metodach qPCR
zastosowano seryjne rozcienczenia szczepu AD-169 CMV namnozonego w linii komor-
kowej MRC-5. Do przygotowywania kalibratorow stosowanych w metodzie ,, in-house”
wykorzystano seryjne rozcienczenia AD-169 CMV. Kalibracje rozcienczen DNA AD-169
CMV przeprowadzono przez obliczenie $redniej wartosci z ilosciowych wynikéw uzy-
skanych w 3 niezaleznych powtorzeniach za pomoca zestawu RealArt CMV LC PCR Kit
(Artus).

Izolacja DNA. Probki kliniczne stosowane w tym eksperymencie przechowywano
w temperaturze -20°C przez rézny czas, wynoszacy od jednego tygodnia do prawie trzech
lat, w zwiazku z czym DNA z wszystkich probek krwi i osocza wyodrebniono de novo,
tuz przed badaniem, réwnolegle do ekstrakcji DNA z rozcienczen namnozonego in vitro
szczepu AD-169 CMV. Do izolacji wykorzystano zestaw DNA High Pure Viral Nucleic
Acid Kit (Roche Diagnostics), zgodnie z zaleceniami producenta zestawu. Wyizolowany
z 200 ul materiatu klinicznego DNA zawieszano w koncowej objetosci 50 ul H,O i prze-
chowywano w temperaturze -20°C az do wykonania oznaczen.
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Oznaczenia real-time PCR. Amplifikacje i wykrywanie DNA wirusa cytomegalii przepro-
wadzono stosujac pig¢ metod: LightCycler CMV Quant Kit (Roche, Bromma, Szwecja - zwany
dalej ,,Roche”), Human Cytomegalovirus PCR Detection Kit (GeneProof, Brmo, Czechy - dalej
okreslany jako ,,GeneProof”), RealArt CMV LC PCR Kit (Artus-Qiagen, Hamburg, Niemcy -
zwany dalej ,,Artus”), MutaREAL Cytomegalovirus Kit (ALPCO Diagnostics, Salem, USA -
zwany dalej ,,Alpco”) oraz test opracowany w Katedrze i Zakladzie Mikrobiologii Lekarskiej
WUM, dalej okreslany jako ,,in-house”. Ostatnia z powyzszych metod, opracowana przez Cha-
bros 1wsp. (5), wykorzystywala startery i sondy do komplementarnego do genu IE2 regulujacego
biatko (UL122). Amplifikacj¢ przeprowadzono przy uzyciu zestawu reakcyjnego TagMan Master
Kit (Roche). Podstawowe cechy poréwnywanych testow przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela I. Charakterystyka uzytych testow do wykrywania DNA CMV

Rodzaj . Granica .
zastoso- | Amplifi- Kontrola . Jednostki
h |k ozna- Lini .. | Liczba Kktorveh
Nazwa testu wanych owany | oo | wewnetrzna | Liniowos¢ |, - o O | w ktorye
barwnikow | region . dostepna zestawu . podawany
SC1 . torow | 3 .
fluorescen- | CMV W zestawie jest wynik
cyjnych (LOD)
LightCycler
CMV Quant ) Kopie/ml
Kit Scorpions | ULS4 |, 23.3 [Tk [ TR0y probki
Roche opii/m ,5x
Human Cyto-
megalovirus Kopie/ul
PCR matry-
; . Brak .
Detection Kit | TagMan 1E4 danych Nie 10'—10* 4 cowego
GeneProof DNA
RealArt CMV
LC PCR Kit 650 | " Kopie/ml
Artus-Qiagen | 12qMan | UL122 4y by | Tak 1071071 4 probki
MutaREAL Kopie/ul
Cytomegalo- matry-
virus TaqMan di{;léh dfr{?fléh Nie 10>-10* 3 cowego
ALPCO DNA
“In house” Kopie/ml
-ti 2 _
peromy | M | oLz k0153i7i§m1 Nie Séfi( cos | 4 prébki

Wszystkie testy przeprowadzono w termocyklerze Roche LightCycler 2.0 z uzyciem
oprogramowania LightCycler Software, wersja 4.1. Ze wzgledu na brak kompletnych da-
nych dotyczacych regionéw amplifikowanych we wszystkich wykorzystanych komercyj-
nych testach qPCR, typow sond i sekwencji starterow oraz sond w dokumentacji dostar-
czonej z testami zewn¢trznymi, parametry te nie zostaly wzigte pod uwage.

Analiza statystyczna. W celu porownania wynikow ilosciowych uzyto testu 2. Przed
analiza parametryczng wszystkie uzyskane wartosci VL przeliczono tak, aby uzyskaé
wyniki wyrazone w jednostkach zgodnych, poniewaz niektore testy (Roche, Artus i ,,in-
-house”) prezentowaty wyniki jako liczbe kopii DNA CMV na mililitr probki klinicznej,
podczas gdy inne (GeneProof i ALPCO) przedstawiaty je jako liczbe kopii DNA CMV na
mikrolitr matrycy DNA stosowanej w qPCR. Po powyzszym przeliczeniu wszystkie war-
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tosci obcigzenia wirusem zostaly przeksztalcone na logarytmy dziesigtne. Jednoczynniko-
wa analiz¢ wariancji (one-way ANOVA) zastosowano do identyfikacji znaczacych réznic
migdzy srednimi warto$ciami VL uzyskanymi przy uzyciu wszystkich powyzszych metod.

Osobnego poréwnania metod dokonano za pomoca metody Blanda-Altmana (3). Istot-
no$¢ statystyczng ustalono na poziomie P< 0,05. W analizie Blanda-Altmana, test Real Art
zostal przyjety jako metoda referencyjna dla probek krwi w osoczu i krwi pelnej, ze wzgle-
du na najwigksza liczbe probek, w ktorych wykryto DNA CMV. W analizach statystycz-
nych wykonanych testami Blanda-Altmana i ANOVA wykluczono probki ujemne.

WYNIKI

Za pomoca pieciu metod ilosciowych dokonano oceny catkowitej liczby 59 probek osocza
oraz 37 probek krwi petnej. Cztery z pieciu ocenianych metod molekularnych nie wykryty DNA
CMV we wszystkich probkach, ktore zostaly wezesniej zidentyfikowane jako pozytywne za po-
moca testu odniesienia, ktorym byl zestaw RealArt CMV LC PCR Kit (Artus). Test ALPCO
wykryl DNA CMV w najmniejszej liczbie probek, zaréwno w przypadku krwi pelnej (26 z 37),
jak i osocza (43 z 59). Natomiast zestaw produkcji firmy Artus dat najlepsze wyniki, wykrywajac
DNA CMV we wszystkich probkach, w obu typach uzytych probek klinicznych. Statystycznie
istotne roznice obliczone przy uzyciu testu x> obserwowano w przypadku probek krwi pelnej
pomiedzy testem Artus (stosowang jako metoda odniesienia) a GeneProof (P= 0,028) oraz dla
probek osocza pomigdzy testami Artus a GeneProof (P< 0,001) oraz pomigdzy Artus a testem
win-house” (P=0,002). Wyniki poréwnan uzytych testow przedstawiono w Tabeli II.

Tabela II. Porownanie wynikow uzyskanych za pomoca uzytych testow do wykrywania DNA CMV

Liczba
Llc%ba dodatnich Wartodé P doda}tnlch Wartodé P
probek osocza, w tescie c2 probek w tescie c2
w ktorych N krwi petnej, S
Nazwa testu (W odniesieniu 2 (w odniesieniu
wykryto DNA do Artus w ktorych do Artus
C%’“’ RealArt) wykryto DNA RealArt)
(n=59) CMV
(n=37)
UiGdar oV [ s 7
Roche (98,3%) P=0,476 (100%) P=1,0
Human
Cytomegalovirus PCR 45 30
Detection Kit (76,3%) P<0,001 (81,1%) P=0,028
GeneProof
RealArt CIIZII?/ LCPCR 59 37
0, * 0, *
Artus-Qiagen (100%) ND (100%) ND
C 1t\:)[rlg:Ra]ififlidrus 43 26
y ALIg’CO (72,9%) P<0,001 (72,2%) P=0,005
“In house” 48 32
real-time PCR CMV (81,4%) P=0,002 (88,9%) P=0,107

*) ND — nie dotyczy
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W przypadku analiz ilosciowych wykluczono wszystkie probki ujemne. Srednie ob-
cigzenie wirusem wahato si¢ od 3,373 kopii log, , kopii/ml do 3,63 log,, kopii/ml dla pro-
bek osocza i od 3,558 log,  kopii/ml do 3,885 log, , kopii/ml dla probek krwi petnej (Rye.1).
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Ryc. 1 Poréwnanie $redniej liczby kopii CMV DNA wykrytej w (a) osoczu (n=59) i (b) krwi pelnej
(n=37) przy uzyciu pigciu ré6znych metod. Pozioma linia przedstawia warto$¢ Srednig, zamknigte
prostokaty reprezentujg dolny i gorny 95% przedziat ufnosci, a zewngtrzne stupki — wartosci odchy-
lenia standardowego

Roznice $rednich wartosci VL CMV pomigdzy badanymi metodami wynosity od 0,025
log,, kopii/ml do 0,29 log,, kopii/ml dla probek osocza, a od 0,029 log,  kopii/ml do 0,327
log,, kopii/ml dla probek krwi peinej, za$ jednoczynnikowa analiza wariancji nie wykazata
istotnych roznic w $rednich obcigzeniach wirusem. Analiza za pomoca wykresow uzyska-
nych metoda Blanda-Altmana rowniez nie wykazala istotnych roznic (Ryc. 2).
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Ryc. 2. Wykresy Blanda-Altmana poréwnujace analizowane metody. A-1 — D-1: dla probek osocza;
A-2 — D-2: dla probek krwi pelnej. Jako metodg odniesienia wykorzystano RealArt CMV LC PCR
Kit (Artus-Qiagen)
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DYSKUSJA

Monitorowanie i szybkie wdrozenie leczenia wyprzedzajacego (ang. pre-emptive the-
rapy) ma kluczowe znaczenie w terapii pacjentow z obnizong odporno$cig — dotyczy to
zwlaszcza infekcji wirusem cytomegalii (6,8,10). W ostatnim czasie pojawito si¢ wiele te-
stow komercyjnych dedykowanych do wykrywania DNA CMV za pomoca metod biologii
molekularnej, w tym wykorzystujacych real-time PCR (7). Pomimo ogromnych zalet tech-
niki qPCR, w tym bardzo wysokiej swoistosci i czutosci, metody diagnostyczne powinny
posiada¢ pewne dodatkowe cechy. W pierwszej kolejnosci powinny one by¢ w stanie wy-
krywa¢ zaro6wno niskie, jak i wysokie poziomy wiremii. Po drugie, powinny one utrzymac
liniowo$¢ w szerokim zakresie wartosci obcigzenia wirusem i po trzecie, metody takie
musza przedstawia¢ wyniki wyrazone w powszechnie akceptowanych i poréwnywalnych
jednostkach . Ta ostatnia cecha jest niezmiernie istotna do poréwnywania uzyskiwanych
wynikdw od rozmaitych pacjentéw w réznych okresach obserwacji w poszczegdlnych la-
boratoriach (4).

Dodatkowe utrudnienia, niezalezne od zastosowanej metody diagnostycznej, stwarza
zastosowanie réznych metod ekstrakcji DNA: r¢cznych i automatycznych, czy tez odmien-
nych typéw termocykleréw qPCR (12). Problemy w spdjnosci wynikdéw moze takze dawaé
wykorzystywanie réznych typéw chemii stosowanej w reakcjach real-time PCR, dlugos¢
amplikonu, sekwencje starteréw i sondy/sond, czy nawet wybor amplifikowanego regionu
genomu CMV. Nawet z teoretycznego punktu widzenia, taka liczba potencjalnych réznic
w pomiarach wiremii CMV powinna by¢ przedmiotem zainteresowania i prob standaryza-
cji. Powyzsze problemy byty zglaszane juz ponad dekade temu po wprowadzeniu qPCR
do monitorowania zakazen wirusem cytomegalii, a mimo to nadal pozostaja one nieroz-
wigzane (1,9,15).

Wedhug naszej opinii, wprowadzenie powszechnie przyjetego migdzynarodowego
uktadu kalibratoréw, podobnego do dostepnego na rynku standardu WHO CMYV, moze by¢
bardzo przydatnym narzedziem dla mi¢dzylaboratoryjnej standaryzacji wynikow diagno-
stycznych, a co za tym idzie, dla ustalenia istotnych klinicznie wartosci ,,cut-off” wiremii
CMYV i stosownego momentu wdrozenia leczenia przeciwwirusowego.
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Serologiczne markery wirusowego zapalenia watroby typu B

Serological markers of hepatitis B virus

Joanna Wroblewska, Wiestawa Chudobinska Kula,
Marcin Ziuziakowski, Jerzy Kasprzak

Wojewodzka Stacja Sanitarno-Epidemiologiczna w Bydgoszczy

Celem pracy byla analiza danych dotyczacych najczesciej oznaczanych
w Wojewoddzkiej Stacji Sanitarno-Epidemiologicznej w Bydgoszczy marke-
row wirusowego zapalenia watroby typu B u pacjentow szpitalnych i os6b
niehospitalizowanych. Oceniono czesto$¢ wystepowania dodatnich mar-
kerow (HBsAg, przeciwcial anty-HBc, przeciwcial anty-HBs) wirusowego
zapalenia watroby typu B. Przeciwciala anty-HBc wykryto u dwéch z dzie-
sieciu badanych chorych (20,0%). U trzech sposréd 291 (1,0%) oséb stwier-
dzono obecno$¢ antygenu HBsAg. Ochronny poziom przeciwcial anty-HBs
wykazano u 71 (84,5%) os6b sposrod 84 badanych.

Stowa kluczowe: metoda enzymoimmunofluorescencyjna, markery wirusowego zapalenia
watroby typu B

ABSTRACT
Introduction: HBV diagnosis is accomplished by testing for a series of serological mark-
ers: HBsAg, anti-HBc, anti-HBs, HBeAg, anti-HBe. The aim of the study was to collect
the data on serological detection of markers of Hepatitis B Virus hospitalized patients and
not hospitalized persons. The study assessed the incidence of HBV markers (HBsAg, anti-
HBc, anti-HBs).
Material and method: A blood serum samples for diagnosis of HBV markers (385 screening
tests) by enzyme-linked immunoassay test (VIDAS tests) were used in the study. 291 serum
samples were tested for the presence of HBsAg, 10 serum samples were tested for the anti pres-
ence of anti-HBc and 84 serum samples were tested for the presence of anti-HBs.
Results: Three (1.0%) blood samples were found to be positive for HBsAg, two (20.0%)
to be positive for anti-HBc. Anti-HBc was not detected among three HBsAg positive speci-
mens. Serum anti-HBs titers > 10 mUI/ml was considered positive. In the present study 71
(84.5%) anti-HBs positive serum samples were detected.
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Conclusions: In Provincial Sanitary and Epidemiological Station in Bydgoszcz the most
commonly identified marker of Hepatitis B Virus in hospitalized patients and not hospital-
ized persons is HBsAg.

Keywords: enzyme linkes fluorescent assay, markers of Hepatitis B Virus

WSTEP

Zakazenie wirusem zapalenia watroby typu B (Hepatitis B Virus, HBV, WZW typu B)
wystepuje powszechnie na §wiecie. Zakazenie HBV przenoszone jest gtéwnie droga pozaje-
litowa, przez przerwanie cigglosci skory i bton sluzowych, przez kontakty seksualne i droga
wertykalng (zakazenie ptodu, noworodka, niemowlecia) (9). Wirus HBV poza krwiag moze
by¢ tez obecny w wydzielinie z ran, w nasieniu, w wydzielinie pochwy i §linie (9). Zakaze-
nie to nalezy do wirusowych zakazen szpitalnych i jest jedna z chorob zawodowych wérod
pracownikow stuzby zdrowia. Kontakt bton sluzowych lub uszkodzonej skory z krwig po-
tencjalnie zakazna, jej pochodnymi, tkankami oraz ptynami ustrojowymi zwigzany jest takze
z ryzykiem zakazenia wirusem zapalenia watroby typ C (Hepatitis C Virus, HCV, WZW C),
wirusem nabytego niedoboru odpornosci (Human Immunodeficiency Virus, HIV).

Diagnostyka wirusologiczna HBV polega glownie na wykrywaniu markerow serolo-
gicznych. Metody te oparte sa na identyfikacji antygenu powierzchniowego HBV (surface
antygen of Hepatitis B Virus, HBsAg) wystepujacego w lipoproteinowej otoczce, przeciw-
ciat skierowanych przeciwko antygenowi powierzchniowemu HBV (antibodies to surface
antigen of Hepatitis B Virus, anty-HBs), przeciwciat skierowanych przeciwko antygenowi
rdzeniowemu HBYV (antibodies to core antigen of Hepatitis B Virus, anty-HBc), przeciwcial
skierowanych przeciwko antygenowi e HBV (antibodies to e antigen of Hepatitis B Virus,
anty-HBe) 1 wykrywaniu antygenu e HBV (e antigen of Hepatitis B Virus, HBeAg) (5). Me-
toda tancuchowe;j reakcji polimerazy (Polymerase Chain Reaction, PCR) pozwala na ozna-
czenie materiatu genetycznego wirusa (HBV DNA) w probcee surowicy pacjenta (2).

Celem pracy byla analiza danych zgromadzonych w Wojewddzkiej Stacji Sanitarno-
-Epidemiologicznej w Bydgoszczy dotyczacych najczgsciej oznaczanych markerow WZW
typu B u pacjentow hospitalizowanych i 0s6b niehospitalizowanych.

MATERIAL I METODY

W okresie od stycznia 2014 r. do kofca czerwca 2017 r. w Wojewddzkiej Stacji Sani-
tarno-Epidemiologicznej w Bydgoszczy wykonano 385 badan przesiewowych w kierun-
ku oceny obecnosci markerow serologicznych HBV. Probki surowicy krwi przebadano
wykorzystujac analizator immunoenzymatyczny VIDAS® PC (bioMérieux) i zestawy
odczynnikow firmy bioMérieux (VIDAS HBs Ag Ultra, VIDAS HBs Ag Ultra Confir-
mation, VIDAS Anti HBs Total II, VIDAS Anti HBc Total II). Przed wykonaniem badan
wykonywano kalibracje lub rekalibracj¢ dla kazdego zestawu odczynnikow. Intensywnos¢
fluorescencji byta mierzona automatycznie, a wyniki w kierunku oceny obecnosci HBsAg
i przeciwcial anty-HBc w surowicy wyrazano w postaci indeksu obliczanego na podstawie
roztworow standardowych. Stezenie przeciwciat anty-HBs wyrazano w jednostkach mig-
dzynarodowych (mUI/ml).
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Potwierdzenie wyniku dodatniego w kierunku HBsAg wykonywano przy uzyciu testu
HBsAg Ultra Confirmation zawierajacego przeciwciata ,,neutralizujace” przeciwciata an-
ty-HBs. W przypadku oceny poziomu przeciwciat anty-HBs rozcienczano tylko te probki,
ktére w pierwszym badaniu uzyskaty wynik > 500 mUI/ml.

WYNIKI

Sposrod 291 (w tym 270 probek surowic krwi od pacjentéw hospitalizowanych) pro-
bek badanych w kierunku obecnosci HBsAg, w trzech (1,0%) probkach, uzyskanych od
0sob w wieku 36, 37, 74 lat, stwierdzono obecno$¢ antygenu (Tabela I). Wszystkie prze-
badane probki dodatnie pochodzily od pacjentéw hospitalizowanych. Lekarze zlecajacy
badanie w kierunku w/w serologicznego wykladnika zakazenia WZW typu B zlecali tez
wykonanie oznaczen w kierunku obecnosci: przeciwciat anty-HCV (207 badan), przeciw-
cial anty-HIV-1/HIV-2 i antygenu p24 HIV (23 badania). W oparciu o przeprowadzone
testy diagnostyczne nie stwierdzono wystapienia wspotzakazenia. W przypadku probek
pobranych od osob nichospitalizowanych, poza okresleniem wystgpowania w surowicy
krwi HBsAg, wykonano dodatkowe badania w kierunku obecnosci: przeciwciat anty-HCV
(10 badan), przeciwciatl anty-HIV-1/HIV-2 i antygenu p24 HIV (7 badan). Nie stwierdzono
w badanych probkach obecnosci antygenow i przeciwcial wirusowych.

Probki surowic, badane pod katem wykrywania przeciwciat anty-HBc total pocho-
dzity wyltacznie od pacjentow hospitalizowanych (Tabela IT). Wyniki dodatnie otrzymano
badajac probki uzyskane od dwoch oséb w wieku 49 1 81 lat.

Tabela I. Liczba wykonanych oznaczen (wynikéw dodatnich) w kierunku obecnosci antygenu
HBsAg w zalezno$ci od wieku i ptci badanych osob.

Liczba wykonanych oznaczen (liczba wynikow dodatnich)
Grup?l:[:;kowa Osoby niehospitalizowane Pacjenci hospitalizowani
Mezczyzni Kobiety Mezczyzni Kobiety
1do 14 0(-) 0(-) 0(-) 0(-)
15do 25 0(-) 2(-) 8(-) 10 (-)
26 do 64 18 (-) 0(-) 100 (2) 62 (-)
> 64 3() 1(-) 60 (-) 27(1)

Tabela II. Liczba wykonanych oznaczen (wynikow dodatnich) w kierunku obecno$ci przeciwciat
anty-HBc w zaleznosci od wieku i ptci badanych osob.

Liczba wykonanych oznaczen

Grupa wickowa (lata) (liczba wynikow dodatnich)

Megzczyzni Kobiety
1do 14 0(-) 0(-)
15do 25 0() 0(-)
26 do 64 7() 2(1)
> 64 1(1) 0(-)




R0 J. Wréblewska i inni Nr 1

Poziom przeciwciat anty-HBs okre$lono u 84 osob (Tabela III). Badania dodatkowe
w kierunku innych wirusowych czynnikéw etiologicznych (WZW C, HIV) wykonano
u szesciu osob niehospitalizowanych i 40 0séb hospitalizowanych. Wszystkie przebadane
probki surowic krwi w kierunku tych czynnikow etiologicznych byly ujemne.

Tabela III. Liczba wykonanych oznaczen w kierunku obecno$ci przeciwciat anty-HBs w zaleznosci
od wieku, plci badanych 0sob oraz stezenia przeciwciat (od <9 mUI/ml do 2101 mUI/ml).

Liczba wykonanych oznaczen

Grupa Osoby niehospitalizowane Pacjenci hospitalizowani
wiekowa ) ) . .
Megzczyzni Kobiety Megzczyzni Kobiety
(lata)
>101| 210 | <9 [>=101| =10 | <9 |=101| =10 | <9 [=101| =10 | <9
1do 14 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
15do 25 0 0 0 0 0 0 1 0 0 3 1 1
26 do 64 4 1 2 4 3 1 3 9 2 26 12 5
> 64 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1

Probki uzyskane od 5 pacjentow przebadano w kierunku obecnosci przeciwciat anty-
-HBc total i antygenu HBs. Obecnos¢ przeciwciat anty-HBc total odnotowano zaledwie
w jednej probee, przy jednoczesnym braku obecno$ci antygenu HBsAg. Wykonano jed-
no badanie w kierunku oznaczenia zar6wno HBsAg, przeciwciat anty-HBc i przeciwciat
anty-HBs. Nie stwierdzono obecnosci antygenu HBsAg i przeciwciat anty-HBc. Miano
przeciwciat anty-HBs wynosito powyzej 100 mUI/ml (1650 mUI/ml).

U 15 hospitalizowanych osob oznaczano antygen HBs i przeciwciala anty-HBs.
U Zadnej z badanych osob nie wykryto obecnosci antygenu HBs, natomiast u 12 0sob wy-
kryto przeciwciata ochronne. Trzy nichospitalizowane osoby zlecily badanie w kierunku
wykrycia obecnosci HBsAg i przeciwcial anty-HBs. W dwoch przypadkach wyniki byty
ujemne. U jednej z badanych osob stezenie przeciwciat anty-HBs wynosit 336 mUI/ml.
Nie wykryto natomiast u niej antygenu HBs.

Wojewddzka Stacja Sanitarno-Epidemiologiczna w Bydgoszczy nie otrzymata zlecen na
wykonanie testu VIDAS w kierunku wykrycia obecnosci antygenu HBe i przeciwciat anti-HBe.

DYSKUSJA

W Polsce od kilkunastu lat obserwuje si¢ znaczny spadek liczby zachorowan na ostre
zapalenie watroby typu B (4, 12). W dostgpnym pismiennictwie brak doniesien zawie-
rajacych dane dotyczace najczgsciej oznaczanych markeréw WZW typu B u pacjentow
hospitalizowanych i 0s6b nichospitalizowanych.

Antygen HBs jest zasadniczym markerem zakazenia, dzicki ktéremu mozna rozpoznac za-
kazenie HBV (6, 9). Ten pierwszy marker serologiczny pojawiajacy si¢c w przypadku ostrego
zakazenia typu B byl najczesciej okreslanym wskaznikiem serologicznym w Wojewodzkiej Stacji
Sanitarno-Epidemiologicznej w Bydgoszczy. Badania wskazuja, ze okoto 1 do 2,0% populacji
to nosiciele HBsAg (1). Z badan prowadzonych przez Hartleb i wsp. (3) wynika, ze wsrod osob
po 65 roku zycia czgstos¢ wystgpowania HBsAg wynosi 1,16%. Leznicka i wsp. (7) zebrali in-
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formacje na temat niewykrytych zakazen WZW typu B w populacji mieszkancow wojewoddztwa
kujawsko-pomorskiego. Stwierdzili obecno$¢ antygenu HBsAg u 34 (0,54%) osob. W obecnej
pracy uzyskano podobne wyniki, gdyz dodatni test przesiewowy, zweryfikowany testem potwier-
dzenia, w kierunku HBsAg stwierdzono w przypadku badania trzech (1,0%) sposrod 291 osob.

Dobrym punktem wyjscia w celu ustalenia dodatniego statusu serologicznego w opar-
ciu o zlecenie jest oznaczenie HBsAg i przeciwcial anty-HBc IgM (10, 11). Obecnos¢ an-
tygenu HBs §wiadczy o aktualnym zakazeniu HBV, jednak marker ten wykrywany jest tez
w stanie przewlektego nosicielstwa. W zwiazku z powyzszym, wykrycie przeciwciat klasy
IgM przeciw antygenowi rdzeniowemu decyduje o rozpoznaniu ostrego WZW typu B (9).
Brak tych przeciwcial sugeruje zaostrzenie przewlektego zakazenia HBV, albo nadkaze-
nie HDV (10). Falszywie dodatnie wyniki badania przeciwciat IgM anty-HBc moga poja-
wic si¢ u pacjentdw z wysokim poziomem czynnika reumatoidalnego (6). Tylko nieliczne
zlecenia pozwolily na wykonanie badania w kierunku oznaczenia przeciwciat anty-HBc.
W dostepnym pisSmiennictwie brak doniesien o czg¢stosci wykrywania tych przeciwciat.

Zanik wykrywalno$ci HBsAg i pojawienie si¢ przeciwcial anty-HBs oraz normaliza-
cja aktywnosci enzymow watrobowych jest powszechnie uwazana za dowdd ograniczenia
zakazenia. W celu monitorowania zakazonych pacjentow lub potwierdzenia skutecznosci
szczepienia dokonywana jest ocena poziomu przeciwcial anty-HBs (9). Przeciwciata te
pojawiaja si¢ pozno w fazie zdrowienia, a poniewaz zwykle po kilkunastu latach zani-
kaja do niewykrywalnego miana, nie s3 dobrym wyktadnikiem przebytego zakazenia (5,
10). Nie sa one wykrywane, gdy choroba przechodzi w stan przewleklego nosicielstwa
(10). Poziom chronigcy przed zakazeniem HBV u 0s6b immunokompetentnych to stezenie
przeciwcial anty-HBs powyzej 10 mUI/ml, a dla oséb o ostabionej odpornosci powyzej
100 mUI/ml (8). Badania wykonane w Wojewddzkiej Stacji Sanitarno-Epidemiologicznej
w Bydgoszczy wykazaty ochronny poziom przeciwciat anty-HBs u 71 z 84 (84,5%) nie-
hospitalizowanymi o0so6b, ktore badania te wykonywatly najczesciej po lub przed pobytem
w szpitalach. Powszechnie wiadomo, ze osoby majace choroby przewlekte np. przewlekta
niewydolnos$¢ nerek lub bialaczke, gorzej odpowiadajg na szczepienia (9). Dodatkowo,
niski poziom wirusa HBV nie zawsze wigza si¢ z brakiem uzyskania odpornosci trwatej
po szczepieniu, gdyz rézne typy antygendw zastosowanych w szczepionkach i uzytych
w testach moga powodowac¢ otrzymanie zmiennych wynikow.

Nie u wszystkich pacjentéw, u ktérych podejrzewa si¢ WZW typu B nalezy ozna-
cza¢ ,,przypadkowe” markery serologiczne, np. obecno$¢ antygenu HBsAg i przeciwcial
anty-HBs. Na skierowaniu do wykonania badania nie ma informacji o stanie klinicznym
pacjenta, brak tez informacji czy osoba przyjmujaca zlecenie wyjasnita osobie zaintere-
sowanej badaniem, znaczenie diagnostyczne tych markeréw serologicznych. Nalezy pa-
migtac, ze niezwykle rzadko wykrywa si¢ zarowno przeciwciata anty-HBs (niskie miano)
i antygen HBsAg (6). Obecnos$¢ u chorych tych markeréw serologicznych pozwala wtedy
stwierdzi¢ nadostre zapalenie watroby. Obecno$¢ tego kompleksu immunologicznego wia-
ze si¢ tez z przewlektymi nastepstwami WZW typu B (6, 9).

W badaniach epidemiologicznych zwraca si¢ uwagg na czynniki ryzyka zakazenia HBV za-
lezne od gospodarza np.; wiek, ple¢ pacjenta. W oparciu o przedstawione w naszej pracy wyniki
nie mozna powiedzie¢, czy ple¢ oraz wiek pacjenta ma istotny wplyw na czgstos¢ wystepowa-
nia dodatnich markeréw zakazenia HBV. Zardwno Hartleb i wsp. (3) oraz Leznicka 1 wsp. (7)
nie stwierdzili wystgpowania zwiazku miedzy wykrytymi zakazeniami a plcig osob badanych.
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Odmienne informacje przedstawione sg przez Urzad Marszatkowski Wojewddztwa Kujawsko
— Pomorskiego sugerujacych zapadalno$¢ na WZW typu B dwukrotnie wyzsza wsrod mezczyzn
niz wsrdd kobiet (12). Ponadto, najwyzsza zapadalno$¢ wérdd zachorowan ostrych, jak i prze-
wlektych notowana jest w grupach wiekowych odpowiednio 35-39 i 15-19 lat. Zapadalno$¢ na
ostre WZW B jest najwyzsza w grupach: 25-29, 35-39 lat oraz w grupie osob starszych - powyzej
75 roku zycia. Zachorowania przewlekle sg najczgstsze w grupie wiekowej 15-19 lat. W obecnej
pracy nie odnotowano przypadku wspétzakazenia HBV z HCV lub HIV. Wedlug dostgpnych
materiatow, w 2012 roku zgloszono ogétem w Polsce 1583 zachorowan zwigzanych z HBV, a 33
przypadki zwigzane byly zaréwno z wykryciem HBV jak i HCV (wg 1).

PODSUMOWANIE

1. Liczba wykonywanych badan w kierunku obecnos$ci markeréw HBV wskazuje na
wzrost $wiadomosci spotecznej dotyczacej profilaktyki chorob zakaznych.
2. Najczesciej oznaczanym markerem serologicznym WZW typu B jest antygen HBsAg.
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Wtlasciwosci 1 zastosowanie miedzi przeciwdrobnoustrojowe;j
w zapobieganiu zakazeniom szpitalnym w placéwkach medycznych

Properties and use of antimicrobial copper in the prevention
of nosocomial infections in medical facilities

Anna Kinga Kierzkowska

Zaktad Bakteriologii i Zwalczania Skazen Biologicznych, Narodowy Instytut Zdrowia
Publicznego — Panstwowy Zaktad Higieny w Warszawie

Wielolekooporne szczepy bakterii sa jedna z gléwnych przyczyn zaka-
zen wsrod pacjentéw w szpitalach na calym Swiecie. Obecnie priorytetem
wszystkich placowek medycznych jest ograniczenie rozprzestrzeniania si¢
drobnoustrojéw i zmniejszenie ryzyka ich wystepowania. W tym celu pro-
wadzi si¢ m.in. kampanie poSwiecone prawidlowej higienie rak, ktéra jest
podstawa w ograniczeniu rozprzestrzeniania si¢ patogenow. W szpitalach
coraz czes$ciej stosuje si¢ elementy wyposazenia wewnetrznego powleczone
stopami miedzi przeciwdrobnoustrojowej, ktére maja za zadanie ograni-
czenie rozprzestrzenianie si¢ drobnoustrojow.

Stowa kluczowe: miedz przeciwdrobnoustrojowa, dezynfekcja, zakazenia szpitalne

ABSTRACT

Multi-drug resistant bacterial strains are one of the main causes of infection among pa-
tients in hospitals around the world. Currently, the priority of all facilities is to limit
the spread of microorganisms and reduce the risk of their occurrence. For this purpose,
among others, campaigns devoted to proper hand hygiene, which are the basis for limit-
ing the spread of pathogens. All over the world, in medical facilities, there are more and
more elements of internal equipment coated with antimicrobial copper alloys. There is
evidence that the use of such elements is an effective method of reducing the develop-
ment of microorganisms

Keywords: Antimicrobial copper, disinfection, antimicrobial activity, nosocomial infections
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WSTEP

Antybakteryjne wlasciwosci miedzi znane sa od tysiecy lat. W okresie starozytnym,
w Indiach, Grecji i Egipcie, miedz dzigki swoim wlasciwo$ciom fizyko-chemicznym byta
stosowana w metaloterapii — alternatywnej metodzie leczenia i zapobiegania rozwojowi
chordb poprzez kontakt miedzi z chorg cz¢$cig ciata. Greccy zotnierze zdrapywali miedz
ze swoich mieczy i przyktadali ja na otwarte rany aby zapobiec infekcji. Aztekowie uzywa-
li tlenku miedzi oraz malachitu do leczenia zmian skérnych. Amerykanscy pionierzy, za-
siedlajacy nowe terytoria, umieszczali miedziane monety w beczkach na wode aby odkazié¢
wode pitna (3). Egipcjanie do swoich zabiegéw medycznych stosowali masci z domieszka
miedzi aby zahamowa¢ rozwdj infekcji. W Indiach stosowano naczynia do przechowy-
wania zywno$ci oraz naczynia do przechowywania wody wykonane ze stopoéw miedzi.
Uwazano, ze naczynia wykonane z tego materiatu zapobiegaja rozwojowi choréb (7). Naj-
starszy zapis medyczny dotyczacy zastosowania miedzi zostat zapisany w staroegipskim
podreczniku medycznym - Smith Papirus okoto 2600 - 2200 roku p.n.e. Opisano w nim za-
stosowanie miedzi do odkazania ran klatki piersiowej i wody pitnej. Zastosowanie miedzi
w medycynie stato si¢ szeroko rozpowszechnione pod koniec IX wieku. Ro6zne preparaty
z zawarto$cig miedzi byly stosowane w przewlektych stanach zapalnych, egzemach skor-
nych, w leczeniu gruzlicy, kily, tocznia, nerwobolu twarzy (9).

Zakazenia szpitalne stanowig problem w placowkach medycznych na calym $wie-
cie. Wedtug Europejskiego Centrum Zapobiegania i Kontroli Choréb (ECDC) w Europie
trzy miliony infekcji szpitalnych jest przyczyna od 5000 do nawet 20000 zgondéw rocz-
nie. Ponad 80% chordb zakaznych jest przenoszonych droga kontaktowa (1). Najwigkszy
problem stanowig: metycylino-oporny Staphylococcus aureus (MRSA), Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae oraz Clostridium difficile (14). Leczenie powiklan u pacjentow
niesie za sobg ogromne koszty i straty finansowe, si¢gajace okoto 5,5 mld euro rocznie.
Z tego wzgledu placéwki medyczne coraz czgsciej siggaja po dodatkowe rozwigzania,
ktére umozliwilyby ograniczenie rozprzestrzeniania si¢ zakazen szpitalnych (14). Jednym
z takich rozwigzan jest zastosowanie materialow o powierzchni pokrytej certyfikowanym
stopem miedzi (>60%). Jak udowodnity badania naukowe, miedz wykazuje wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe i wptywa na unieszkodliwianie mikroorganizmoéw patogennych
odpowiedzialnych za zakazenia u ludzi (2, 3, 14, 15, 11).

CHARAKTERYSTYKA MIEDZI

Miedz jest metalem cigzkim o barwie pomaranczowo-czerwonej o gestosci 8,96 g/em?.
Pozyskiwana jest z rudy miedzi na calym $wiecie, gtéwnie w Chile, Peru, Chinach, Sta-
nach Zjednoczonych i Australii. Miedz w §rodowisku naturalnym wystepuje w postaci
rodzimej oraz rudach siarczkowych: chalkozynie i chalkopirycie. Temperatura topnienia
miedzi wynosi 1084,88 °C. Po wytopieniu i oczyszczeniu przybiera posta¢ migkkiego me-
talu charakteryzujacego si¢ dobrym przewodnictwem elektrycznym i cieplnym. Miedz jest
odporna na wilgo¢ i korozje (4). W matych ilosciach miedz jest pierwiastkiem niezb¢dnym
do zycia roélin i zwierzat, natomiast w wickszych prowadzi do zaburzen funkcjonowania
komérki, a nastgpnie do jej $mierci (3).
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Wiele badan naukowych wykazato, ze miedz posiada wlasciwosci bakteriobojcze
oraz bakteriostatyczne (15). Hamuje rozwdj chorobotworczych mikroorganizmoéw, ktore
w wyniku namnazania si¢ i rozprzestrzeniania si¢ moga powodowac skazenie §rodowiska.
Migdzynarodowe Stowarzyszenie Miedzi (ICA — International Copper Association) stwo-
rzyto marke, znak ustug oraz symbol certyfikacji. Symbol miedzi przeciwdrobnoustrojo-
wej gwarantuje jako$¢ i odpowiedzialno$¢ za stopy miedzi przeciwdrobnoustrojowej prze-
znaczonej do stosowania w placowkach opieki zdrowotnej. Ponad 450 stopé6w miedzi jest
zatwierdzonych przez Amerykanska Agencje Ochrony Srodowiska (EPA- Enviromental
Protection Agency) z ktérych wytwarzane sg certyfikowane produkty z Cu™. W zwiazku
z tym, USA wprowadzito na swoj rynek ponad 275 produktéw wykonanych z miedzi, mo-
sigdzu i brazu (16, 9).

Miedz stopowa jest stopem miedzi wowczas, gdy wystepuje w nim jako podstawowy
sktadnik oraz zawiera niewielka ilo§¢ pierwiastkéw stopowych (ponizej 2%). Naleza do
nich najczesciej: arsen, fosfor, cyna, chrom, nikiel, mangan, kadm, cyrkon, tellur, krzem,
srebro, zloto. Stopy miedzi, takie jak mosiadz i braz, sg jednym z najcze¢$ciej wykorzysty-
wanych materiatlow konstrukcyjnych. Mosiadz powstaje z potaczenia miedzi z cynkiem,
jest wytrzymata oraz odporna na korozje. Natomiast braz powstaje z potaczenia miedzi
z cyng i fosforem, ktdry gwarantuje jego twardo$¢. Tworzywa z mosiadzu i bragzu wyste-
puja w szerokiej gamie kolorystycznej, od koloru zlota i srebra, po braz i odcienie koloru
miedzi (8, 14). Stopy miedzi wykazuja duza wytrzymalo$¢, plastycznos$¢ i zdolnos¢ do
ponownego przetworzenia (4). Sa odporne na dziatanie §rodkéw dezynfekcyjnych stoso-
wanych w szpitalach (12).

Tabela I. Mikroorganizmy, na ktore oddziatuje miedz przeciwdrobnoustrojowa (4).

Bakterie Gram-ujemne Bakterie Gram dodatnie Wirusy Grzyby
Escherichia coli Staphylococcus aureus Adenowirus | Aspergillus brasiliensis
Salmonella enteritidis Enterococcus faecalis Norowirus | Candida albicans
Acinetobacter baumanni | Clostridium difficile Poliowirus

Pseudomonas aeruginosa | Mycobacterium tuberculosis
Pseudomonas aeruginosa | Camphylobacter jejuni

Legnionella pneumophila | Listeria monocytogenes

Klebsiella pneumoniae

Enterobacter aerogenes

Wykazano, ze zar6wno czysta miedz jak i jej stopy wykazuja dziatanie przeciwdrob-
noustrojowe. Czym wyzsza zawarto$¢ procentowa miedzi (>60%) w stopie, tym dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe jest efektywniejsze. Na aktywno$¢ miedzi wplywa wiele czynni-
kow, takich jak: temperatura, wilgotno$¢ powietrza, czas dziatania oraz rodzaj mikroorga-
nizmoéw z ktérymi ma ona kontakt (5).
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WEASCIWOSCI MIEDZI PRZECIWDROBNOUSTROJOWE]

Miedz ze wzgledu na swoje wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe wykorzystywana
jest przez producentdw sprzetu i artykuldow medycznych. Czysta miedz wykazuje trwate
dziatanie przeciwdrobnoustrojowe a przedmioty z niej wykonane nie tracg swoich wtasci-
wosci przez caly okres uzytkowania. Przedmioty wykonane z miedzi mogg podlega¢ re-
cyklingowi. Po ich przerébce moga by¢ ponownie wykorzystane, a miedz nie traci swoich
wiasciwos$ci bakteriobojczych (17).

Miedz przeciwdrobnoustrojowa, oznaczona symbolem (Cu®), stosowana jest do po-
krywania powierzchni réznych elementow (np. klamek czy poreczy) czesto dotykanych
przez ludzi w szpitalach i przychodniach. Wedtug badan przeprowadzonych przez Amery-
kanska Agencje Ochrony Srodowiska stopy miedzi o zawartosci co najmniej 65% miedzi
przeciwdrobnoustrojowej eliminuja 99,9% bakterii. Redukcja mikroorganizméw po kon-
takcie z powierzchnig miedziang wyrazona w dziesi¢tnej skali logarytmicznej wynosita
7-8. Po przedtuzonej inkubacji nie odnotowuje si¢ juz zadnych zywych organizméw na po-
wierzchni z miedzi (5). Co istotne, elementy wykonane z miedzi przeciwdrobnustrojowe;j
w wyniku uzytkowania, §cierania, zawilgocenia, utlenienia itp. nie tracg swoich wtasciwo-
$ci. Aby powierzchnie te zachowaly swoje wtasciwos$ci jak najdhuzej, nie nalezy powlekaé
ich jakimikolwiek farbami, olejami, woskami czy emaliami (8).

Na Uniwersytecie w Bonn, na zlecenie Instytutu Miedzi w Niemczech, przeprowa-
dzono badania przeciwdrobnoustrojowej skuteczno$ci stopu o zawarto$ci miedzi powyzej
70% oraz stali szlachetnej. Na powierzchnie testowanych stopow nanoszono zawiesing
szczepu S. aureus ATCC 6538 a nastepnie okres§lano stopien redukcji drobnoustrojow. Wy-
niki badan wykazaty, ze powierzchnie pokryte stopem miedzi o zawarto$ci powyzej 70%
w duzym stopniu zredukowaly liczebno$§¢ bakterii natomiast powierzchnie pokryte stalg
szlachetng nie ograniczaty liczby bakterii (5).

Podobne wyniki badan uzyskano na Uniwersytecie Southampton w Wielkiej Brytanii.
Drobnoustroje naniesione na powierzchnie ze stali szlachetnej wykazywaly wigksza ak-
tywnos$¢ i przetrwaty na nich wiele dni natomiast na powierzchniach wykonanych z czystej
miedzi wykazaly mniejszg aktywnos¢ a ich liczba ulegla znacznej redukceji (13).

MECHANIZM DZIALANIA MIEDZI PRZECIWDROBNOUSTROJOWE]

Miedz swoje przeciwbakteryjne dzialanie zawdzigcza wysokiemu potencjatowi elek-
trochemicznemu czyli fatwej zdolnosci do oddawania i przyjmowania elektronow (9). Jony
Cu?" oddajg elektrony, czyli redukuja si¢, natomiast jony Cu'" przytaczajg elektrony, czyli
ulegaja utlenieniu. Mikroorganizmy wykorzystuja enzymy zawierajace miedz do wielu
proceséw zyciowych i reakcji chemicznych. Kontakt bakterii z miedzig jest dwuetapowy.
W pierwszym etapie miedz wchodzi w reakcje z lipidami, utleniajac je i otwierajac kanaty
w blonie komérkowej. Powoduje to szybki spadek integralnosci btony komoérkowej, na-
stepnie jej peknigcie 1 wyptynigcie na zewnatrz substancji wewnatrzkomoérkowych np. jo-
néw potasu (2, 10). W drugim etapie, jony miedzi przenikaja do komoérek bakterii i uszka-
dzaja kwasy nukleinowe co prowadzi do zaburzenia struktury heliakalnej i denaturacji
DNA (3). W wyniku reakcji redoks powstaje reaktywny rodnik hydroksylowy (OH"), ktory
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silnie wptywa na DNA oraz zaburza proces metaboliczny biatek, lipidow, proces oddycha-
nia i prowadzi do obumierania komoérki, a w konsekwencji do jej rozpadu (9). Jony miedzi
moga rowniez zespala¢ informacyjny RNA i w ten sposob dezaktywowac wirusy (9).

Autorzy wielu publikacji na przestrzeni lat 80’tych przedstawili badania w ktorych
wykazali przeciwbakteryjne mechanizmy miedzi zachodzace na ptaszczyznie wewnatrz-
komorkowej oraz przestrzeni miedzykomodrkowej, potwierdzajac, ze miedz wykazuje
dziatanie przeciwdezynfekcyjne, np. chelatuje biatka poprzez taczenie si¢ z biatkowymi
grupami karboksylowymi i aminowymi. Miedz moze takze zaburza¢ strukture i funkcje
enzymow poprzez wigzanie si¢ z grupg tiolowa lub innymi grupami czasteczek oraz wcho-
dzi¢ w reakcje z lipidami powodujac ich utlenienie i otwierajac kanaty w blonie komor-
kowej, obnizajac tym samym poziom integralnosci komorki. Kompleksy miedzi tworza
rodniki, ktore inaktywuja wirusy (10).

MATERIALY WYKONYWANE Z MIEDZI PRZECIWDROBNOUSTROJOWEJ

Obecnie ze stopow miedzi wykonywana jest szeroka gama produktow, ktore w skutecz-
ny sposob eliminuja badz ograniczaja rozprzestrzenianie si¢ mikroorganizmow. Nalezg do
nich: klamki, uchwyty, gatki do drzwi, uchwyty od 16zek pacjentow, szafek, szuflad, krzeset,
stolikow zabiegowych, 16zkowych, armatura, toalety, stojaki na kroplowki, umywalki, do-
zowniki ptynow do higienicznego mycia rak, wozki, gniazda elektryczne, whaczniki Swiatet
w pomieszczeniach opieki zdrowotnej, akcesoria komputerowe, urzadzenia do wprowa-
dzania danych, kosze na $mieci, krzesta dla gosci.

Stopy miedzi mozna wykorzystac¢ nie tylko do pokrywania powierzchni elementow
wyposazenia szpitalnego ale takze przy projektowaniu systemow wentylacyjno-klimatyza-
cyjnych w celu zapewnienia odpowiedniej jakosci powietrza w pomieszczeniach pacjen-
tow, zwlaszcza na salach operacyjnych (3).

B

Ryc. 1. Etapy uszkodzenia komorki bakteryjnej przez jony miedzi. A — rozpuszczenie blony ze-
wnetrznej bakterii, B — uszkodzenie btony zewnetrznej komorki bakteryjnej, C — jony miedzi indu-

kuja generowanie reaktywnych form tlenu, D — DNA genomowe i plazmidowe ulega degradacji (3)
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PRAKTYCZNE WYKORZYSTANIE MIEDZI PRZECIWDROBNOUSTROJOWE]
W SLUZBIE ZDROWIA NA SWIECIE I W POLSCE

Zastosowanie miedzi przeciwdrobnoustrojowej jako sktadnika licznych stopow wy-
korzystywanych w placéwkach medycznych umozliwia ograniczenie rozprzestrzeniania
si¢ zakazen szpitalnych (6). Wedlug oficjalnych statystyk, w krajach rozwinigtych 5 - 10
pacjentéw na 100 przyjetych do szpitali jest zakazonych réznymi drobnoustrojami (1).

Tabela II. Przyktadowe porownanie redukcji liczby bakterii (w CFU/ml) wg wynikow badan prze-
prowadzonych w szpitalu Selly Oak w Wielkiej Brytanii (1).

Mikroorganizmy S et | rasial schetng
E. coli (ESBL) >5 0
S. aureus (MSSA) >5 0
E. faecium 3,7 0
C. albicans >5 0
K. pneumoniae >5 0
A. baumanii >4,1 0]

Wyniki badan prowadzonych w szpitalach wykazaty, ze 75% pracownikéw stuzby zdrowia
nie myje rak wystarczajaco czg¢sto i doktadnie aby zapobiec rozprzestrzenianiu si¢ choro-
botworczych drobnoustrojow (14). Z tego powodu, w celu przeciwdziatania zakazeniom
szpitalnym, WHO wprowadzito kampani¢ promujaca higieng rak.

Wedlug wynikow badan przeprowadzonych w USA, 35-80% przypadkow bakteryj-
nych zakazen pacjentow jest wynikiem powiklan po pobycie w szpitalu (13). Aby znalez¢
rozwigzanie tego problemu i ograniczy¢ rozprzestrzenianie si¢ mikroorganizmow, przepro-
wadzono badania w Wielkiej Brytanii, Stanach Zjednoczonych oraz Chile nad wykorzy-
staniem powierzchni wykonanych ze stopéw miedzi przeciwdrobnourojowej. Okazalo sig,
ze zastosowanie tych powierzchni umozliwito redukcje liczby mikroorganizméow o 90%.
Wyniki te sktonity srodowisko medyczne do wprowadzania miedzianych powierzchni do-
tykowych w szpitalach, migdzy innymi w Niemczech, Polsce, Japonii, USA i Finlandii
jako skuteczny $rodek zapobiegania rozprzestrzeniania si¢ infekcji (13).

Wedhig wielu kompleksowych badan prowadzonych od kilku lat w osrodkach nauko-
wych w Stanach Zjednoczonych, stosowanie powierzchni miedzianych w pomieszczeniach
oddziatlu intensywnej opieki medycznej obniza ryzyko zakazen szpitalnych o okoto 40%
(18). Stwierdzono, ze glownym zrodtem zakazen sa: porgcze, stoliki, krzesta, przyciski
przywolywania pielegniarki, uchwyty drzwi. Zdecydowano wymieni¢ r6zne powierzchnie
dotykowe na miedziane, m.in.: porgcze 16zek, stoliki przylozkowe, przyciski do wzywania
pielegniarki, stojaki do kroplowek. Zastosowanie tych elementéw w pomieszczeniach po-
skutkowato obnizeniem liczebno$ci mikroorganizméw na badanych powierzchniach (7).

Po pojawieniu si¢ najnowszych wynikow badan naukowych pokazujacych, ze stoso-
wanie elementow wyposazenia z miedzi przeciwdrobnoustrojowej moze skutecznie ogra-
niczy¢ rozprzestrzenianie si¢ mikroorganizmow chorobotworczych w szpitalach i placow-
kach medycznych zaczgto je wprowadza¢ i wymienia¢ na catym $wiecie. Najczestszymi
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elementami wyposazenia szpitalnego byty: klamki, uchwyty, stojaki na kroplowke, pore-
cze 10zek, porgcze w tazienkach, pod prysznicami i w toaletach, deski klozetowe i sptucz-
ki, siedzenia pod prysznicem, maty antyposlizgowe w tazience, wozki na leki, wlaczniki
$wiatet, krany oraz dlugopisy kulkowe (1).

W Wojewddzkim Szpitalu Specjalistycznym we Wroctawiu wprowadzono na oddzia-
le nefrologicznym, w pododdziatach diabetologicznym i transplantologicznym miedziane
elementy m.in. w drzwiach - klamki i uchwyty do popychania drzwi, miedziane stojaki
na kroplowke, porecze 16zek, porecze w tazienkach, pod prysznicami i w toaletach, deski
klozetowe i sptuczki, siedzenia pod prysznicem, maty antyposlizgowe w tazience, wozki
na leki, wlaczniki $wiatet oraz dugopisy kulkowe (1).

Elementy wyposazenia wykonane z miedzi przeciwdrobnoustrojowej wprowadzity
takze inne szpitale w Polsce, takie jak: Zachodniopomorskie Centrum Onkologii w Szcze-
cinie, Szpital w Ostrowie Wielkopolskim, Szpitale Tczewskie, Szpital Praski p.w. Prze-
mienienia Panskiego w Warszawie, PAKS Kliniki Serca w Wodzistawiu Slaskim, Siodmy
Szpital Marynarki Wojennej w Gdansku, SP ZOZ w Kolbuszowej i Miedzyrzeczu (18).
Wszystkie miedziane produkty sa oznakowane symbolem ,,Cu™”’ potwierdzajacym, ze uzy-
te stopy redukuja mikroorganizmy.

PODSUMOWANIE

Wiele naukowych badan poswigconych miedzi przeciwdrobnoustrojowej przeprowa-
dzonych w placéwkach medycznych wykazalo, ze moze by¢ ona z powodzeniem wyko-
rzystywana do ograniczania liczebnosci mikroorganizméw na powierzchniach z ktérymi
ma kontakt personel i pacjenci, przyczyniajac si¢ tym do ograniczenia wyst¢powania za-
kazen szpitalnych.

Wyposazenie placéwek opieki zdrowotnej w przedmioty o powierzchni z miedzi prze-
ciwdrobnoustrojowej jest korzystne z ekonomicznego punktu widzenia, gdyz w poroéwna-
niu do kosztow leczenia zakazen szpitalnych, koszt materialu oraz utrzymania i konserwa-
cji powierzchni miedzianych jest niski, a czas ich eksploatacji nieograniczony.
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Wspomnienia ze 100 lat historii laboratorium
bakteriologicznego w Panstwowym Zaktadzie Higieny.
Jego pracownicy oraz rola jaka odegrali w opanowywaniu epidemii
1 w ochronie zdrowia ludnosci Polski

Memories from 100 years of history of the bacteriological
laboratory at the National Institute of Hygiene.
His employees and the role they played in controlling the epidemic
and protecting the health of the Polish population

Hanna Styputkowska-Misiurewicz
Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego-Panstwowy Zaktad Higieny w Warszawie

wldgc drogq wspomnij tych, ktorzy nig szli przed tobg”
Cyt wg L.Wolanowski: Upat i goraczka

Artykul zawiera wybrane informacje o ludziach oraz ich dzialaniach zwiaza-
nych z prowadzonymi w PZH juz od 100 lat badaniami bakteriologicznymi.
Opisano wyzwania jakie w owym czasie byly niezbedne dla ochrony ludnosci
przed epidemiami choréb zakaznych szerzacych sie w spoleczenstwie, ktore
na skutek wojen tracito poziom materialny i bylo niezdolne do stosowania si¢
do wymogdéw higieny.

Stowa Kkluczowe: bakteriolodzy w PZH, epidemiczne choroby zakazne

ABSTRACT

The aim of this study was to remember the activity of the some chosen microbiologists
working in the Bacteriological Department of the National Institute of Hygiene (NIH) in
Warsaw, who diagnosed the infectious agents of several epidemics that during last century
devastated the population. The work describe the dramatic epidemiological situation in the
time when independent State of Poland emerged. And evolution the activity during the whole
century depending on changing epidemiological situation of the country and the changes in
the administration depending on political situation.

Key words: microbiologists in NIH, epidemic infectious diseases
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WPROWADZENIE

Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego - Panstwowy Zaktad Higieny obchodzi w bie-
zacym roku jubileusz 100-lecia swego istnienia - jest najstarszym instytutem Ministerstwa
Zdrowia w Polsce. Od poczatku istnienia instytutu istotnym elementem jego dziatalnos$ci
byto laboratorium bakteriologiczne.

SYTUACJA SANITARNO-EPIDEMIOLOGICZNA W POLSCE 100 LAT TEMU

Pod koniec XIX wieku rozwini¢to wiedz¢ o mikroorganizmach w otoczeniu czlowieka
i ich roli w powodowaniu zachorowan na choroby zakazne. Wykazano, ze zakazenie prze-
nosi si¢ z cztowieka na czlowieka nie tylko przez chorych, ale rowniez przez ozdrowien-
coéw 1 zdrowych nosicieli chorobotworczych zarazkow. Skoro instytut zostal zalozony dla
przeciwdziatania dramatycznej sytuacji sanitarno-epidemiologicznej w kraju u zarania jego
niepodleglosci, laboratorium mikrobiologiczne byto niezb¢dnym narz¢dziem dziatania.

Ten ekstremalnie trudny element naszej historii warto przypomnie¢. Wazne byto nie tyl-
ko bohaterstwo zotnierzy i radosna euforia, ktore przyczynily si¢ do odzyskania niepodlegto-
$ci kraju, ale réwniez dziatania chronigce ludno$¢ od klgski chordb epidemicznych.

Jedenastego listopada 2018 roku Polska formalnie odzyskata panstwowos¢ po prawie pot-
tora wieku niewoli, ale mato kto dzi$ pamieta, w jakim stanie byt to kraj, jak bardzo byt zruj-
nowany. Panowat powszechny gtdd a ludno$¢ byla dziesigtkowana przez dziatania wojenne
i towarzyszace im choroby, m.in. grype hiszpanke, dur plamisty, czerwonke i inne choroby
zakazne (13). Sanitarna sytuacja w Galicji i na terenach bylego zaboru rosyjskiego byta tragicz-
na (2). Nie istniat system ochrony wod oraz usuwania ludzkich odchodéw. Brak bylo wiedzy
o zasadach higieny. Jak powazna byta sytuacja epidemiologiczna §wiadczg liczby przypadkow
zachorowan, a nalezy przypuszczac, ze nie wszyscy chorzy byli rejestrowani. W latach 1919-20
zarejestrowano na terenie Polski 387 tysigcy zachorowan i 41 216 zgonéw na dur plamisty, kto-
rego pandemia objeta glownie Rosje i Ukraing. W ciagu tylko czterech lat odnotowano 85 000
zachorowan oraz 7 tysigcy zgonow na dur brzuszny. Podobnie, w latach 1919-1922, zareje-
strowano 85 tysigcy zachorowan na czerwonke, z czego 13 tysigcy zakonczyto si¢ §miercia.
W samej tylko Galicji w 1915 roku wystapito 29924 zachorowan i1 17619 zgondw na cholere
(4). Wystegpowaty nawet zachorowania na ospe prawdziwa, ktdre konczyty si¢ w 100% zgonem
jezeli wystapity w postaci krwiotocznej. Do powszechnie wystepujacych chorob nalezata gruz-
lica oraz choroby weneryczne. Trzeba mie¢ na uwadze, ze wszystkie podane liczby dotycza
zachorowan rozpoznanych i zarejestrowanych - ile ich bylo naprawdg, nikt nie wie.

ROK 1918 - POCZATKI BAKTERIOLOGII W PZH

Nalezy podkresli¢, ze jedna z pierwszych decyzji Rzadu Polskiego byto powotanie na
stanowisko Ministra Zdrowia dr Witolda Chodzko (1875-1954) oraz Panstwowego Cen-
tralnego Zaktadu Epidemiologicznego (10). Wprowadzono kordon sanitarny na pograniczu
z Rosja, na terenie ktorej panowata cholera i wybuchta pandemia duru wysypkowego (11).
Kordon zostat zdemolowany w 1920 roku przez nacierajaca armi¢ radziecka i ponownie zor-
ganizowany po jej wycofaniu si¢. Chronit Polske, ale i Europe Zachodnia, przed zawlecze-
niem epidemicznych (kwarantannowych) choréb zakaznych (2).
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Dr Witold Chodzko, zostat organizatorem, a po6zniej Dyrektorem Panstwowej Szkoty
Higieny (PSH). Niezwykle aktywny po Drugiej Wojnie Swiatowej, byt rowniez zatozycie-
lem Instytutu Medycyny Wsi w Lublinie (12).

Panstwowy Centralny Zaktad Epidemiologiczny (PCZE) umieszczono w budynku przy
ulicy Langnerowskiej (dzi$§ Chocimskiej) w budynku po strzelnicy zwanym Cigleréwka. Dr
Stanistaw Sierakowski (1889-1948), bakteriolog, byty pracownik laboratorium w Krakowie
w ktérym produkowano szczepionki, uczen prof. Odo Bujwida (3), zostal pierwszym kie-
rownikiem laboratorium bakteriologicznego. Minister Zdrowia powotal przybylego z Lon-
dynu dr Ludwika Rajchmana (1881-1954) na stanowisko dyrektora PCZE. Wspolnie z leka-
rzem powiatowym, dr Czestawem Wroczynskim (1889-1940 w Katyniu) zgromadzit sprzet
laboratoryjny pozostawiony w Polsce przez wycofujace si¢ armie (8). Sprzgt ten wykorzysta-
no do wyposazenia pierwszej pracowni diagnostycznej tworzonego PCZE. Pierwszymi pra-
cownikami PCZE byli lekarze powracajacy z frontu, migdzy innymi epidemiolog, dr Feliks
Przesmycki (1892-1974). Po otrzymaniu stypendium Fundacji Rockefellera, dr S. Sierakow-
ski odbyt staze w USA, a po powrocie podjat prace na Uniwersytecie Warszawskim. Roéw-
niez lekarz bakteriolog, dr Jozef Celarek (1886-1952), ktory poczatkowo byt oddelegowany
z wojska do produkcji szczepionek przeciw cholerze i durowi brzusznemu w pracowni Odo
Bujwida (3), w PCZE objat zaklad produkujacy szczepionki przeciw cholerze, czerwonce
i durowi brzusznemu a w koncu lat dwudziestych réwniez produkujacy insuling (2, 8).

W latach 20-tych nastgpita rozbudowa Zaktadu. Bakteriologiczng pracowni¢ diagno-
styczng przeniesiono z budynku zw. Ciglerowka, znajdujacego si¢ w narozniku ulicy, do spe-
cjalnie zaadaptowanych pomieszczen w willi znajdujacej si¢ w glebi podwodrza, zakupionej
przez Ministerstwo Zdrowia, aktualnie oznaczonej jako budynek AB. Powracajacy z frontu
na Balkanach doc. Ludwik Hirszfeld (1884-1954) zostal zaangazowany na stanowisko kie-
rownika Zakladu Badania Surowic i Szczepionek w latach 1921-1927 (8).

W dniu 7 wrzesnia 1923 roku, Rozporzadzeniem Prezydenta RP, Panstwowy Central-
ny Zaktad Epidemiologiczny (PCZE) zostat przemianowany w Panstwowy Zaktad Higieny
(PZH).(6)

W 1926 roku oficjalnie otwarto Panstwowa Szkot¢ Higieny (PSH) (6). W dobie przed
antybiotykowej, szczepionki uodporniajace, surowice lecznicze, kwarantanny a zwlaszcza
rygorystyczne stosowanie zasad higieny i dezynfekcja byly najwazniejszymi sposobami po-
wstrzymania szerzacych si¢ zachorowan. Zadaniem PZH bylo rozpoznawanie chorob zakaz-
nych i epidemicznych, badanie ich czynnikéw, monitorowanie sytuacji epidemiologicznej,
sposobdw zwalczania 1 zapobieganie szerzeniu si¢ zachorowan, produkcja surowic leczni-
czych i szczepionek uodporniajacych, w tym m.in. przeciwko ospie prawdziwej (czarnej)
t.zw. krowianki. Placowka dzialala tak sprawnie, ze wciagu kilku lat na zlecenie Ligi Na-
rodow polskie szczepionki trafity m. in. do Grecji i Rosji(11) a insulina nawet do Szwecji.

W 1927 roku, utworzono w PZH Dziat Bakteriologii i Medycyny Doswiadczalnej, ktory
objal Dr Ludwik Hirszfeld, docent Uniwersytetu w Zurychu, immunolog, odkrywca grupo-
wych antygendw krwinek czerwonych. W ramach tego dziatu funkcjonowat Zaktad Bada-
nia Surowic i Szczepionek, stosujacy miedzynarodowe sposoby miareczkowania surowic
uzyskane od Madsena. Poczatkowo Panstwowy Zaktad kontrolowat produkowane w PZH
1 przez prywatne wytwornie preparaty. O tym, czym zajmowali si¢ pracownicy zaktadu moz-
na czyta¢ we wspomnieniach L. Hirszfelda (8), opracowaniach M. Gromulskiej (6) a row-
niez we wspomnieniach K. Lachowicza.
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Jednym z zadan zaktadu, ktorym zajmowat si¢ L. Hirszfeld, byto szkolenie kadr dla
shuzby sanitarnej kraju. Juz w roku 1927 roku, F. Przesmycki, poparty przez L. Hirszfelda,
wydal ,,Zarys Bakteriologii Praktycznej” oparty na szczegdtowych wiasnych notatkach przy-
gotowywanych w zwigzku z prowadzeniem zaj¢¢ laboratoryjnych z praktycznej diagnostyki
bakteriologicznej. Podrecznik doczekat si¢ 4 wydan, stale uzupetnianych o nowe osiagnigcia
metodyczne, w tym dwdch ostatnich juz po II-ej Wojnie Swiatowej (14).

Do Dziatu Bakteriologii w charakterze epidemiologéw angazowano miodych lekarzy
ktérzy ukonczyli Szkote Sanitarnych Podoficeréw Rezerwy w Zamku Ujazdowskim. Ich
zadaniem bylo pobieranie w terenie i dostarczanie do laboratorium probek od oséb chorych
podczas epidemii chordb zakaznych wystepujacych w kraju. Wkroétce, w latach trzydzie-
stych, organizowali oni nowe placowki terenowe, ktore kierowane przez centrale, peknity
role filii PZH w terenie prowadzac badania diagnostyczne, nadzor nad zywno$cia i woda (7).

PRZYGOTOWANIA DO WOJNY I OKRES OKUPACIJI NIEMIECKIEJ

W latach trzydziestych PZH byt przygotowywany do dziatania w okresie spodziewanej
wojny i1 roznych awarii: doprowadzono zaopatrzenie w wod¢ z potozonej na terenie ogrodu
studni glebinowej, zainstalowano dynamo zaopatrujace w energi¢ elektryczng PZH 1 sasia-
dujacy przy ul. Chocimskiej Nr 5 szpital zakazny, pracownie bakteriologiczne byly zaopa-
trzone w palniki spirytusowe do opalania ez. We wrzesniu 1939 r. otrzymano rozkaz ewaku-
acji PZH na wschod. Dr H. Mosing i E. Mikotajczyk z wyposazeniem pracowni produkujacej
szczepionke przeciw durowi plamistemu dotarli do Wyszkowa a prof. F. Przesmycki do filii
PZH w Lucku. Inwazja sowiecka spowodowata, ze dr H. Mosing udat si¢ do Lwowa do
pracowni dr Weigla.(1) Pozostali powrécili do Warszawy do budynkéw PZH uszkodzonych
wybuchami niemieckich bomb lotniczych (7).

Okupant niemiecki utrzymat dziatalnos¢ PZH dla jego roli w zwalczaniu epidemii. Pod
kierownictwem przystanego z Hamburga niemieckiego dyrektora, ktory kontrolowal m.in.
produkcje szczepionki przeciw durowi plamistemu, przeznaczonej wylacznie dla potrzeb
wojska 1 ludnosci niemieckiej. W ramach dziatalno$ci podziemnej pewna ilos¢ szczepionki
produkowano w innym budynku, potajemnie dla lekarzy polskich i dla ludno$ci zamknigtej
w getcie warszawskim. Z PZH zostali usuni¢ci dos§wiadczeni pracownicy uznani za osoby
pochodzenia zydowskiego, tym réwniez L. Hirszfeld, pomimo jego migdzynarodowego zna-
czenia. Wszyscy wraz z rodzinami zostali zamknigci w dzielnicach wydzielonego zamknig-
tego miasta i prawie wszyscy tam zgineli. W centrali PZH, oprécz pozostajacych dawnych
pracownikow, zatrudniano rowniez osoby z bytych filii PZH na terenach, ktdre zostaly poza
granicami utworzonej jednostki administracyjnej Generalnego Gubernatorstwa (dr Adam-
ski, Walecki i inni). Pozostata na stanowisku dr Julia Seydel, ktéra pomimo niemieckiego
pochodzenia nie podpisata listy volksdeutscha. Niektorzy przybyli uzyskiwali poczatkowo
status karmiciela wszy (np. J. Kostrzewski), pézniej znajdowali zatrudnienie w kolumnach
sanitarnych wyjezdzajacych do ognisk epidemicznych. Ich zadaniem byto m.in. pobieranie
i dostarczanie materialu do diagnostycznych badan bakteriologicznych. W pracowniach
m.in. potajemnie szkolono lekarzy ze Szkoty Zaorskiego, podziemnego wydziatu lekarskie-
go Uniwersytetu Warszawskiego

Upadek Powstania Warszawskiego spowodowal przymusowa ewakuacj¢ ocalatych
w gmachu pracownikow i wywiezienie do Wroctawia czgsci wyposazenia laboratoryjnego.
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ZAKEAD BAKTERIOLOGII PZH W PIERWSZYCH LATACH POWOJENNYCH

Po przeniesieniu PZH w latach 1945-50 z Warszawy do Lodzi, Zaktad Bakteriologii
kierowany byt przez doc. F. Przesmyckiego (do czasu utworzenia osobnego Zakltadu Wiru-
sologii). W latach 1950-56 funkcje kierownika Zaktadu pehit E. Wojciechowski.

Dzialania wojenne w latach 1939-1945, gtdd i przemieszczanie ludnosci wysiedlanej
przez okupantow i uciekajacej przed represjami, a takze powojenna zmiana granic Polski,
przyczynity si¢ do ponownego znacznego wzrostu liczby zachorowan na epidemiczne bak-
teryjne choroby zakazne. Pracownicy Zaktadu Bakteriologii PZH byli zaangazowani w roz-
poznawanie czynnikow bakteryjnych u chorych, diagnozowanie nosicieli chorobotwdrczych
zarazkow oraz wskazywanie mozliwosci dziatan zapobiegajacych szerzeniu si¢ epidemii.
Pelnili nadzér merytoryczny nad laboratoriami filiit PZH, a od 1953 r. nad 150 pracowniami
bakteriologicznymi Wojewddzkich i Powiatowych Stacji Sanitarno-Epidemiologicznych.
Nadzor, finansowany ze srodkéw Ministerstwa Zdrowia, czyli budzetu Panstwa, polegat na
szkoleniu pracownikéw Stacji Sanitarno-Epidemiologicznych w PZH jak rowniez na delego-
waniu pracownikow PZH w teren. Umozliwiato to merytoryczny wglad w epidemiologiczng
sytuacje w kraju i skuteczne przeciwdziatanie niedociggnigciom lub wrecz brakom w wy-
posazeniu, szczegdlnie w przypadkach ognisk epidemicznych. W laboratoriach terenowych
badano probki materiatu klinicznego od chorych, rowniez w przypadku zakazen jelitowych
od ozdrowiencow, nosicieli zarazkow chorobotwodrczych i 0sob przystepujacych do pracy
przy zywnosci 1 przy opiece nad dzie¢mi.

W 1957 roku produkcja szczepionek i surowic zostata przeniesiona z PZH do utworzo-
nego zaktadu produkcyjnego Wytworni Surowic i Szczepionek ,,.Biomed”. Kierowat nig dtu-
goletni pracownik PZH, dr Stanistaw Saski (12). W laboratorium wytwoérni byli zatrudnieni
dodatkowo doswiadczeni pracownicy Zaktadu Bakteriologii PZH, ktorzy dostarczali wyizo-
lowane od chorych i skontrolowane bakteryjne szczepy stosowane do produkcji szczepionek.

Z Zaktadu Bakteriologii wydzielono takze Zaktad Kontroli Surowic i Szczepionek, kto-
rego kierownictwo objat ewakuowany ze Lwowa prof. H. Meisel.(12)

ZAKEAD BAKTERIOLOGII W LATACH 1957-77

Przed ponad potwiekiem podjetam prace w Zakladzie Bakteriologii, bezposrednio po
studiach medycznych, majac zalecenie uzyskanie specjalizacji z mikrobiologii lekarskie;j.
Byt to okres kiedy po latach izolacji kraju z powodu wojny i powstania zelaznej kurtyny od-
czuwalo si¢ brak wiedzy o postepach w nauce jaki uczyniono w krajach zachodnich. W roku
1957 uzyskano stypendia ze Swiatowej Organizacji Zdrowia i zgode by wybrani fachowi
pracownicy PZH mogli odby¢ staze szkoleniowe w instytucjach europejskich i USA, Wy-
jechali m.in. K. Lachowicz i J. Kostrzewski, co zaowocowato ich po6zniejszymi migdzyna-
rodowymi kontaktami. Zaktad Bakteriologii PZH pehil funkcj¢ diagnostyczng i naukowa,
obejmujac badaniami wiele etiologicznych czynnikow chorob zakaznych oraz szkoleniowa
dla pracownikoéw shuzby sanitarno-epidemiologicznej. Doswiadczeni pracownicy Zaktadu
Bakteriologii, docenci E. Wojciechowski, H. Walecki (12), B. Kopacka, oraz Prof. Paku-
fa, brali czynny udziat w ksztalceniu lekarzy, prowadzac zajgcia laboratoryjne w Zaktadzie
Mikrobiologii Akademii Medycznej w Warszawie, kierowanym przez przybylego z armig
polska ze Lwowa Prof. Edmunda Mikulaszka. Zaktadem Bakteriologii PZH kierowal doc.
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Sporzynski, ktory poprzednio zajmowat si¢ w PZH produkcja szczepionki przeciw ospie
prawdziwej, uzyskiwanej ze zmian skoérnych wywotywanych u jatéwek t.zw. “krowianki”.
Jako kierownik Zaktadu Bakteriologii w latach 1956-60 umozliwial znaczng autonomig kie-
rownikom poszczegodlnych pracowni, ktorych obsade stanowili zwykle jeszcze przedwojenni
pracownicy zaktadu. I tak:

1. Dr Anatol Kuzniecow kierowat Pracownia Pratka BCG, w pdzniejszym okresie, przy
pomocy asystentki mgr Krystyny Sitek, produkowali w pracowni réwniez autoszcze-
pionki. Dr Henryk Walecki, po odejsciu dr Seydel, kierowat Pracownig Diagnostyczna
Blonicy i1 Krztusca. W pracowni poza prowadzeniem diagnostyki, izolowano szczepy,
ktére przekazywano do Zakladu ,,Biomed”, gdzie znajdowaty zastosowanie do pro-
dukcji szczepionek zawierajacych antygeny szczepdw aktualnie krazacych w populacji
ludzkiej.

2. Dr Jadwiga Gorska (Goldberzanka), jak za czasow Hirszfelda,(8) kierowata Pracownia
Diagnostyki Bakteriologii Ogdlne;j.

3. Prof. Pakula, stosunkowo nowy pracownik, byt rownoczesnie wyktadowca mikrobio-
logii na wydziale Farmaceutycznym Akademii Medycznej w Warszawie. W pracowni
zajmowano si¢ paciorkowcami i gronkowcami, np. dr Cecylia Zak typowaniem bakte-
riofagowym gronkowcow. Oboje wkrotce wyemigrowali ,,na Zachod”

4. Doc. Kazimierz Lachowicz (10), ktéry po jego odwotaniu z filii PZH w Gdansku na
zyczenie wizytatora sowieckiego, po okresie bezrobocia zostat w 1952 r. zatrudniony
w PZH i objal Pracowni¢ Shigella oraz chorobotwodrczych Escherichia coli. Pracownia
wkrotce uzyskata status Krajowego Oérodka Referencyjnego, uznanego przez Swiatowa
Organizacj¢ Zdrowia. W Pracowni dr Sabina Brandes gromadzila oraz badata chorobo-
tworczos¢ szczepow zaliczanych do grupy Alkalescens—Dispar, przez pewien czas uzna-
wanych za etiologiczny czynnik czerwonki bakteryjne;.

5. Dr Maria Macierewicz po powrocie do PZH kierowala pracownig Pateczek Jelitowych
Enterobacteriaceae (12). Poczatkowo w pracowni m.in. zajmowano si¢ bakteriofago-
wym typowaniem szczepow Salmonella Typhi izolowanych od chorych i nosicieli oraz
z zywnosci. Kiedy pojawit si¢ problem lekoopornych szczepéw S. Enteritidis dr M. Ma-
cierewicz oraz i dr S. Kaluzewski, opracowali autorski schemat bakteriofagowego typo-
wania szczepow S. Enteritidis, wowczas gtéwnego czynnika zachorowania dzieci hospi-
talizowanych z objawami biegunki. Schemat ten zostat wykorzystany w wielu krajach
bloku wschodniego, w ktérych panowala podobna epidemia zachorowan wywotanych
przez szczepy oporne na antybiotyki. Ponadto, dr S. Katuzewski opracowal schemat
réznicowania bakterii z rodzaju Klebsiella, na odmiany bedace zakaznym czynnikiem
biegunek niemowlat, czynnika infekcyjnych choréob drég oddechowych lub etiologicz-
nym czynnikiem twardzieli czy ozeny.

6. Doc. Bronistawa Kopacka kierowata pracownia serologiczna, w ktérej diagnozowano
zakazenia paleczkami duru brzusznego u ludzi. W nastgpnych latach objeta pracownie
diagnostyki bakteriologicznej krztusca i blonicy

7. Doc. Edmund Wojciechowski kierowatl pracownia duru wysypkowego, w ktorej zajmo-
wano si¢ rowniez diagnostyka innych zakazen powodowanych przez Rickettsia, takich
jak papuzica i goragczka Q.
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W owym czasie bardzo wazna funkcj¢ spetniata Pracownia Pozywek Bakteriologicz-
nych, w ktorej podtoza bakteriologiczne sporzadzano z surowcodw naturalnych, np. z bulionu
migsnego i podrobow uzyskiwanych z rzezni, jaj i innych produktow. Pracownia zatrudniata
znaczng liczbe osob, w tym technikdéw i pomoce laboratoryjne przyuczone do wykonywania
czynnosci pomocniczych. Pracownia kierowata dr Ewa Janczura, absolwentka Uniwersytetu
Lwowskiego, przy wspotpracy z mgr Helenag Zatgska i technikiem Teresa Teysserie, a takze
zmieniajacymi si¢ pracownikami pomocniczymi, zajmujacymi si¢ specjalnymi naukowymi
tematami. W pracowni tej dziatali rowniez fachowi pracownicy do obstugi autoklawdéw do
sterylizacji pozywek lub do zabijania materiatu zakaznego. W obrebie pracowni myto i stery-
lizowano szkto wielokrotnego uzycia (pipety, probowki, ptytki, kolby, butelki itp.).

Osobng komorke stanowila zwierzetarnia, poczatkowo wspdlna dla catego pionu PZH,
prowadzona przez Pana Sawickiego jeszcze przedwojennego pracownika, p6zniej wydzielo-
na dla Zaktadu Bakteriologii (12). Zwierzgtarnia dzielila si¢ na cz¢$¢ ogdlng i zabudowanag
boksami cze$¢ zakazna, w ktorej wykonywano testy dotyczace chorobotworczosci wyizolo-
wanych szczepdw bakteryjnych oraz produkowano diagnostyczne surowice odpornos$ciowe
do oznaczania antygendéw, m.in. ré6znych typow Shigella.

Organizacja Zaktadu Bakteriologii ulegala zmianom w zalezno$ci od aktualnych potrzeb
shuzby sanitarno-epidemiologicznej w zwigzku z sytuacja epidemiologiczng w kraju, a réw-
niez sytuacja polityczna.

Bakteriami zarodnikujacymi zajmowata si¢ Dr Meislowa, kierujac rowniez Muzeum
Szczepoéw Bakteryjnych umiejscowionym w Zaktadzie Kontroli Surowic i Szczepionek.

Pracownia Shigella uzyskala pomieszczenia w przyziemiu, po zlikwidowaniu kierowa-
nego przez doc. J.W. Meduskiego Zaktadu Metabolitow Posrednich. W pracowni, zarejestro-
wanej w WHO jako Krajowy Os$rodek Shigella i Escherichia coli, bezplatnie potwierdzano
i serologicznie typowano dla celoéw epidemiologii szczepy przysyltane z pracowni z catego
tereny Polski. Gromadzono dokumentacje dotyczaca osob od ktorych je izolowano, a dane
analizowano dla celow epidemiologicznych. Wyniki badan publikowano w kraju i zagranica.

W 1958 roku prof. K Lachowicz powrécil z rocznego stypendium WHO w laboratoriach
krajow Europy 1 USA przywozac informacje o postgpach w metodyce badan laboratoryjnych
1 organizacji nadzoru epidemiologicznego. Zacie$niona zostata wspotpraca z Zaktadem Epi-
demiologii. Grupa specjalistow bakteriologéw w skladzie: dr Sabina Brandes, dr Stanistaw
Kaluzewski, dr Maria Macierewicz, pod kierunkiem prof. dr hab. Kazimierza Lachowicza,
opracowala 4 zeszyty wytycznych, adaptujac do warunkéw krajowych, metody stosowane
w krajach Europu i USA Metodyke badan, p.t. ,,Wykrywanie i réznicowanie drobnoustrojow
zrodziny Enterobacteriaceae” zawarto w 4 zeszytach (16): 1) Klasyfikacja rodziny Enterobac-
teriaceae 2) Wykrywanie i réznicowanie pateczek Salmonella i Shigella, opracowana przez M.
Macierewicz i S. Brandes, 3) ,,Wykrywanie i okreslanie pateczek okreznicy” — K. Lachowicz,
»Wykrywanie i1 roznicowanie pateczek Klebsiella” S.Kaluzewski, "Wykrywanie i réznicowa-
nie drobnoustrojéw w badaniach ogélnych — M. Macierewicz. :. Czwarty zeszyt 4) ,,Podtoza
i odczyny” opracowat S. Katuzewski. Zawart w nim szczegétowe informacje dotyczace recep-
tur przygotowywania podlozy bakteriologicznych do izolowania i namnazania poszukiwanych
bakterii chorobotworczych, wykonywania podlozy do badan biochemicznych wlasciwosci
badanych szczepow, ich kontroli oraz oznaczania testow chemicznych i immunologicznych.
Publikacje wydano jako Wydawnictwa Metodyczne PZH. Metodyke tg wdrozono do stosowa-
nia we wszystkich pracowniach bakteriologicznych w kraju a nawet niektorych krajach bloku
wschodniego oraz byla ona prezentowana na migdzynarodowych konferencjach.
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Pracownicy Zaktadu mieli obowigzek wizytowac pracownie stacji sanitarnych powia-
towych 1 wojewodzkich oraz bywali delegowani do pracy w terenie przy rozpoznawaniu
etiologii zwalczania epidemii zakazen pokarmowych, m.in.. w Chetmie Lubelskim zaka-
zenie pochodzenia wodociaggowego. W pracach terenowych brali udziat epidemiolodzy dr
Szmuness i dr Magdzik oraz bakteriolodzy dr S. Kaluzewski i dr H. Stypulkowska.

W latach 1960-77 Zaktadem Bakteriologii kierowat prof. E. Wojciechowski, a kierownictwo
Pracowni Rickettsii objat dr Edward Mikotajczyk (10). Ze wzgledu na zapotrzebowanie rozsze-
rzono asortyment badan o diagnostyke nowych chorob zakaznych, np. papuzicy spowodowanej
importem zakazonych ptakoéw i goraczki Q, spowodowanej importem owiec z Rumunii.

W roku 1964 powstata w PZH nowoutworzona Pracownia Promieniowcow kierowana
przez prof. W. Kurytowicza, pelnigcego rownoczesnie funkcje Dyrektora PZH (10). Pracow-
nia zajmowala si¢ badaniami szczepow promieniowcow.

W roku 1963 prof. Janusz Jeljaszewicz objal kierownictwo Pracowni Ziarenkowcow
(10). W ciggu szeregu nastepnych lat zorganizowal 6 konferencji migdzynarodowych na te-
mat gronkowcow, ich koagulazy i innych metabolitow bakteryjnych. W tych konferencjach
brali czynny udziat réwniez pracownicy Zaktadu Bakteriologii.

Byt to okres pewnej ,,odwilzy”. Na staze przyjezdzali pracownicy laboratoryjni w kra-
jow bloku wschodniego, a nawet z Chin i Wietnamu. W latach 1966-68 prof. K. Lachowicz
zostat delegowany przez SOZ na stanowisko konsultanta Ministra Zdrowia Mongolii dla zor-
ganizowania obstugi bakteriologicznej w catym kraju. W latach 1981-83 H. Stypulkowska-
-Misiurewicz byta konsultantem badan laboratoryjnych prowadzonych w ICDDR ( Interna-
tional Centre for Diarhoeal Diseases) w Dhaka, w Bangladeszu.(17)

Prof. Janusz Jeljaszewicz w 1977 roku przejal kierownictwo Zaktadu Bakteriologii,
a w roku 1980 objal je doc. Stanistaw Katuzewski (17) ktéry intensywnie zajat si¢ syste-
matycznym porzadkowaniem metodyki badan bakteriologicznych. W wyniku tych dziatan
w roku 1983 pod redakcja S. Katuzewskiego wydano unowoczesniong i ujednolicong in-
strukcj¢ metodyczno-organizacyjng dla laboratoriéw Stacji Sanitarno - Epidemiologicznych.
Byly to materiaty z kursu ”Unifikacja wybranych metod diagnostyki bakteriologiczne;j i se-
rologicznej zorganizowanego w PZH w dniach 12-14 stycznia 1982 roku (9). Autorami po-
szczegoblnych rozdziatow byli Kierownik Zakladu Bakteriologii, doc. S. Kaluzewski oraz
kierownicy i asystencji poszczegdlnych pracowni. Instrukcja obejmowata wszystkie rodzaje
bakterii chorobotworczych, ktore wtedy nalezato wykry¢ i rozpozna¢ w pracowniach bakte-
riologicznych Stacji Sanitarno-Epidemiologicznych w kraju.

Oproécz rutynowych badan wynikajacych z dhugoletnich zobowigzan PZH, pracownicy
Zaktadu Bakteriologii podejmowali dodatkowe zadania zwigzane z wymaganiami aktual-
nej sytuacji epidemiologicznej w kraju. Przyktadem tego byt udziat we wspolpracy z epide-
miologami w wyjazdach do ognisk epidemicznych obejmujacych znaczng liczbe chorych,
np. do epidemii czerwonki w Chetmie Lubelskim (W. Magdzik, Szmuness. S.Kaluzewski,
H. Styputkowska —Misiurewicz).

NIEOCZEKIWANE NOWE ZADANIA ZAKLADU BAKTERIOLOGII
Nieoczekiwanym, pilnym zadaniem okazata si¢ mikrobiologiczna diagnostyka zakazen

przecinkowcem cholery Vibrio cholerae. Poniewaz ostatnie zachorowania na choler¢ wysta-
pity w obozach jencow sowieckich po inwazji na teren Polski w 1920 r. diagnostyka cho-
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lery zostala zapomniana. W latach 1970-1972 siédma pandemii cholery, tym razem El-Tor,
zblizata si¢ do granic Polski (11). Nalezato przygotowaé laboratoria do rozpoznawania od
lat niewidzianego u nas patogenu, zabezpieczenia kraju poprzez nowoczesne i wiarygodne
badania laboratoryjne ukierunkowane na wykrywanie przecinkowca cholery i jego odmian.
Opracowano i powielono nowoczesng instrukcje¢ do badan bakteriologicznych ukierunko-
wanych na wykrywanie i okreslanie przecinkowca cholery. W pomieszczeniach pracowni
zorganizowano szkolenie w technikach laboratoryjnych niezb¢dnych do wykrywania i roz-
poznawania przecinkowca cholery. W tym okresie wyszkolono delegowanych pracownikow
z 50 laboratoriow terenowych szkolac ich w ramach zaje¢ praktycznych w metodyce badan.
Wprowadzono obowigzkowe dostarczanie do PZH szczepdw podejrzanych o to, ze mogg by¢
V. cholerae, wyizolowanych w laboratoriach szpitalnych i stacji sanitarno-epidemiologicz-
nych. W pracowni ponownie badano szczepy w celu potwierdzania ich chorobotworczosci.

W okresie zagrozenia terrorystycznego, prof. S. Kaluzewski opracowat i prowadzit pro-
cedury dotyczace sprawdzania pod wzgledem mikrobiologicznym zawartosci listow i prze-
sylek podejrzanych o skazenie zarodnikami bakterii pateczki waglika (Bacillus anthracis).

Wraz ze zmiang sytuacji epidemiologicznej pojawily si¢ wyzwania wymagajace opra-
cowania metodyki wykrywania i rozpoznawania nowych czynnikéw zachorowan. Na uwa-
ge zastuguje wprowadzenie przez prof. S. Kaluzewskiego odczynu wigzania dopetniacza do
serodiagnostyki mykoplazmozy, twardzieli i ozeny na terenie Polski. Badania zwigzane z do-
skonaleniem serodiagnostyki wybranych zakazen bakteryjnych kontynuowano w kolejnych la-
tach. Zaadaptowano miedzy innymi odczyn immunoenzymatyczny ELISA do serodiagnostyki
mykoplazmozy, jersiniozy, salmonelozy, tularemii, twardzieli czy tez zakazen wywotywanych
przez werotoksyczne pateczki E. coli. Metody te zostaty wdrozone do rutynowej diagnostyki
prowadzonej na co dzien w Laboratorium Zaktadu Bakteriologii. Na szczegolng uwage za-
stuguje serodiagnostyka jersiniozy, w ktorej jako antygeny wykorzystano lipopolisacharydy
uzyskane z pateczek Y. enterocolitica poszczegdlnych grup serologicznych uznanych za pato-
genne dla cztowieka. Pozwolito to, migdzy innymi, na wykrycie w latach 2003-2013 epidemii
zakazen wywoltywanych w Polsce przez paleczki ,,amerykanskiego” bioserotypu 1B/O8.

W 2003 roku Kierownikiem Zaktadu Bakteriologii zostat prof. Marek Jagielski (17).
Pod jego redakcja ukazata si¢ w 2010 roku, w ramach Biblioteki Diagnosty Laboratoryjnego,
ksigzka przeznaczona dla pracownikéw laboratoriow, p.t ,,Etiologia, obraz kliniczny i diag-
nostyka ostrych zakazen i zarazen przewodu pokarmowego oraz zatru¢ pokarmowych”.
W ksigzce przedstawiono aktualng wiedz¢ niezbedna dla diagnostow prowadzacych badania
bakteriologiczne i parazytologiczne (5). W zwigzku z reorganizacja stuzby bakteriologiczne;j
utworzono pracownie przyszpitalne i zlikwidowano pracownie w wigkszosci stacji powiato-
wych. Podlegaly one wtadzom lokalnym, zlikwidowano nadzor centralny. Wydana monogra-
fia wptyneta na ujednolicenie stosowanych w nich metod badawczych.

Aktualnie Zaktad Bakteriologii pod kierownictwem dr hab. R. Gierczynskiego zajmuje
si¢ miedzy innymi opracowywaniem i wdrazaniem metod biologii molekularnej do identyfi-
kacji wybranych bakterii chorobotwérczych.(15) Od roku 2018 roku, po zmianach struktury
NIZP-PZH, Zaktad Bakteriologii zmienit nazwe na Zaktad Bakteriologii i Zwalczania Ska-
zen Biologicznych. W ramach tego Zakladu dziata migdzy innymi Pracownia Serologiczne;j
Diagnostyki Zakazen Bakteryjnych, kierowana przez prof. dr hab. Waldemara Rastawickie-
go (17) zajmujaca si¢ badaniem odpowiedzi immunologicznej cztowieka na wybrane zaka-
zenia bakteriologiczne (15).
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W Zaktadzie Bakteriologii od samego poczatku miesci si¢ redakcja kwartalnika Medy-
cyna Doswiadczalna i Mikrobiologia. Kwartalnik ukazuje si¢ od 1923 roku, poczatkowo pod
nazwg ,,Medycyna Doswiadczalna i Spoleczna”, a od 1949 roku pod aktualng nazwg. Cza-
sopismo zostato powotane w celu umozliwienia publikowania wynikoéw prac polskich na-
ukowcéw w odrodzonym kraju. W sktad pierwszego Komitetu Redakcyjnego weszli miedzy
innymi L. Hirszfeld, L. Rajchman, Z. Szymanowski, W. Chodzko, M. Kacprzak czy K. Funk
—wybitny polski biochemik, autor terminu ,,witamina”. Kolejnymi Redaktorami czasopisma
byli: prof. W. Kurylowicz (1949-1951), prof. T. Sporzynski (1952-1956), prof. H. Walecki
(1957-1970), prof. E. Wojciechowski (1971-1978), prof. S. Katuzewski (1979-2011), prof.
M. Jagielski (2012-2014) i prof. W. Rastawicki (od 2015 do chwili obecnej). W kwartalniku
zamieszczane s3 prace dos§wiadczalne i metodyczne z dziedziny mikrobiologii medycznej
w zakresie zakazen bakteryjnych, wirusowych, grzybiczych i zarazen pasozytniczych oraz
ich oddzialywania na zdrowie publiczne. W szczegdlno$ci publikowane sa prace dotyczace
chorobotworczosci drobnoustrojow, ich zrdéznicowania, lekoopornos$ci i ekologii w aspek-
tach oddziatywan na spoteczenstwo, ochrong zdrowia i jej ekonomike. Publikowane sg row-
niez prace pogladowe z wyzej wymienionej dziedziny, krotkie komunikaty z prac do§wiad-
czalnych oraz komentarze i listy do redakcji.
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ZASADY PRZYGOTOWYWANIA ARTYKULOW KIEROWANYCH
DO PUBLIKACJI W KWARTALNIKU
»MEDYCYNA DOSWIADCZALNA I MIKROBIOLOGIA”

W kwartalniku ,,Medycyna Doswiadczalna i Mikrobiologia” zamieszczane sg prace
doswiadczalne i metodyczne z dziedziny mikrobiologii medycznej w zakresie zakazen
bakteryjnych, wirusowych, grzybiczych i zarazen pasozytniczych oraz ich oddziatywania
na zdrowie publiczne. W szczegolnosci publikowane sg prace dotyczace chorobotworczo-
$ci drobnoustrojow, ich zréznicowania, lekoopornosci i ekologii w aspektach oddziatywan
na spoteczenstwo, ochron¢ zdrowia i jej ekonomike. Publikowane sg rowniez prace pogla-
dowe z wyzej wymienionej dziedziny, kréotkie komunikaty z prac doswiadczalnych oraz
komentarze i listy do redakcji majace charakter dyskusji z autorami artykutow zamiesz-
czonych w kwartalniku.

I. Zasady obowiazujace przed skierowaniem artykulu do publikacji.

1. Autorzy

Autorem artykutu powinna by¢ kazda osoba, ktoéra wniosta intelektualny wktad w za-
kresie: tematu, tresci i wnioskow pracy lub uzyskatla i interpretowala eksperymentalne
dane przedstawione w artykule. Osoby wykonujace oznaczenia laboratoryjne bez interpre-
tacji ich wynikow, dostarczajace probki materiatu do badan, szczepy mikroorganizmow,
odczynniki, aparatur¢ badawcza a takze osoby, ktore dokonaly krytycznej oceny tekstu
pracy mogg by¢ wymienione w podzigkowaniach.

Autorzy powinni wybraé¢ sposrod siebie jedng osobg odpowiedzialng za korespondencje
z redakcja i upowaznic¢ ja do reprezentowania ich we wszystkich sprawach zwigzanych z pub-
likacja. Autorzy artykutu powinni wyrazi¢ zgode na jego opublikowanie, co powinno by¢ po-
twierdzone pisemnym o$wiadczeniem autora przesyltajacego artykut do redakcji czasopisma.

Autor zglaszajac artykut do druku, powinien nadesta¢ pisemne o$wiadczenie , Ze praca
nie zostata i nie zostanie ztozona do druku w innym czasopi$mie przed opublikowaniem jej
w kwartalniku ,,Medycyna Doswiadczalna i Mikrobiologia”, oraz ze wszyscy autorzy za-
poznali si¢ z regulaminem zamieszczania prac w kwartalniku i w petni go akceptujg. Autor
zglaszajacy artykut do druku powinien poda¢ swoj doktadny adres do korespondencji wraz
z numerem telefonu i adresem poczty elektroniczne;j.

W celu przeciwdziatania przypadkom ,,ghostwriting” i ,,guest authorship” Redakcja
kwartalnika wprowadza nastepujace wymagania w stosunku do autora zglaszajacego ma-
nuskrypt:

- na autorze zglaszajacym artykut spoczywa obowigzek ujawnienia wktadu poszczegol-
nych autoréw w powstanie publikacji z podaniem ich afiliacji oraz kontrybucji, tj. in-
formacji kto jest autorem koncepcji, zatozen, metod, protokotu itp. wykorzystywanych
przy przygotowaniu publikacji.

- na autorze zglaszajagcym artykut spoczywa obowiazek ujawnienia informacji o zrod-
fach finansowania publikacji, wktadzie instytucji naukowo — badawczych, stowarzy-
szen 1 innych podmiotow,

- na autorze zglaszajacym artykut spoczywa obowigzek ztozenia w imieniu wszystkich
autorow deklaracji o wystepowaniu lub nie wystgpowaniu konfliktu interesow.
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Formularz o§wiadczenia autora zglaszajacego artykul znajduje si¢ na stronie in-
ternetowej kwartalnika http://www.medmikro.org.pl/

Redakcja zobowigzana jest do ujawniania i dokumentowania wszelkich przejawow
nierzetelnosci naukowej typu ,,ghostwriting” i ,,guest authorship”, wlacznie z powiado-
mieniem odpowiednich podmiotow takich jak instytucje zatrudniajace autorow, towarzy-
stwa naukowe, stowarzyszenia edytorow czasopism naukowych itp.

W przypadku publikacji wynikéw badan przeprowadzonych na zwierzgtach wyma-
gane jest dolaczenie o§wiadczenia, ze na ich wykonanie uzyskano zgode lokalnej komisji
etycznej. W przypadku badan klinicznych wymagane jest o§wiadczenie, ze badania zostaty
przeprowadzone zgodnie z zasadami Deklaracji Helsinskiej (www.wma.net).

Redakcja zastrzega sobie prawo do odmowy przyjecia artykutu w przypadku braku
powyzej wymaganych dokumentow.

2. Powtorna publikacja

Jest to publikacja zawierajaca istotne elementy pracy juz uprzednio opublikowane;.
Czytelnicy czasopism medycznych maja prawo wierzy¢, ze publikowany artykut jest praca
oryginalna. Jezeli tak nie jest, artykul powinien by¢ poprzedzony wyraznym oswiadcze-
niem, ze jest on powtdrnie publikowany i powody takiej publikacji powinny by¢ sprecyzo-
wane. Nalezy roéwniez podac bibliograficzna pozycje pierwotnej publikacji.

IL. Instrukcja dotyczaca przygotowania artykulu.

Prace przeznaczone do druku powinny by¢ nadsytane do redakcji w 2 egzemplarzach
wydruku komputerowego o formacie A4 z zachowaniem marginesu 4 cm z lewej strony
i podwojnych odstgpow pomiedzy wierszami (31 wierszy na stronie). Poszczeg6lne strony
powinny by¢ numerowane.

Nalezy zalaczy¢ kopig artykutu na pltycie CD Alternatywnie dopuszcza si¢ przesytanie
kopii artykutu poczta elektroniczng na adres e-mailowy redakcji: medmikrobiol@pzh.gov.pl.
Autorzy powinni upewnic¢ si¢, ze tekst w formie elektronicznej jest identyczny z tekstem
wydruku. Tekst pracy, tabele oraz ryciny nalezy przesyta¢ w osobnych plikach.

Pierwsza strona artykutu powinna zawiera¢ kolejno: tytut pracy w jezyku polskim,
tytut pracy w jezyku angielskim, pelne imi¢ (imiona) i nazwisko autora (autoré6w) pracy,
nazwg instytucji, w ktorej wykonano pracg wraz z jej adresem (adresami). Stowa kluczowe
w jezyku polskim i angielskim. Na kolejnych stronach nalezy umiesci¢ tekst artykutu.

W tekscie artykutu oryginalnego nalezy wyr6zni¢ nastgpujace czesci: Krotkie stresz-
czenie w jezyku polskim, Streszczenie w jezyku angielskim, Wstgp, Materiat i metody,
Wyniki, Dyskusja (lub Wyniki i ich omoéwienie), Wnioski (lub Podsumowanie), Pismien-
nictwo, Udzial poszczegolnych autoréw w powstaniu pracy i ewentualne Podzigkowania.
Poszczegolne czesci artykutu moga by¢ wyroznione podtytutami, o ile uczyni to tekst bar-
dziej przejrzystym.

W tekscie artykutu pogladowego nalezy wyrdzni¢ jedynie nastgpujace czesci: Krotkie
streszczenie w jezyku polskim, Streszczenie w jezyku angielskim, Wprowadzenie, Wtasci-
wy tekst artykulu opatrzony podtytutami, Podsumowanie, Pismiennictwo, Udziat poszcze-
golnych autoréw w powstaniu pracy i ewentualne Podzigkowania.
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Kroétkie komunikaty z prac doswiadczalnych powinny zawiera¢ gtowne czgsci pracy
oryginalne;j.

Wszystkie stowa i nazwy lacinskie, nazwiska cytowanych autoréw (zarowno w tek-
Scie jak 1 piSmiennictwie) oraz nazwiska autor6w pracy nalezy pisa¢ kursywa.

Krotkie streszczenie w jezyku polskim - umieszczone migdzy tytutem a streszczeniem
w jezyku angielskim, powinno wprowadzi¢ czytelnika w tre$¢ pracy. Streszczenie to powin-
no by¢ pisane pogrubiong czcionka i nie powinno przekracza¢ 6 wierszy maszynopisu.

Streszczenie (Abstract) - w jezyku angielskim powinno odzwierciedla¢ strukture pra-
cy, tj. zawiera¢ nastepujace, wyszczegolnione rozdzialy:
- Introduction — z podaniem celu pracy,
- Methods — zawierajace podstawowe metody i procedury,
- Results — gtéwne obserwacje 1 wyniki
- Conclusion — krétkie podsumowanie lub najwazniejsze wnioski.

Streszczenie nie powinno by¢ dhuzsze niz 500 slow oraz powinno by¢ poprzedzone
tytutem pracy oraz stowem ,,Abstract”

Wstep - nalezy uzasadni¢ cel podjecia badan i wyraznie go sprecyzowaé. Cytowane we
wstepie pismiennictwo nalezy ograniczy¢ tylko do pozycji majacych bezposredni zwigzek
z trescig wstepu. We wstepie nie podaje si¢ wynikow ani wnioskow z przeprowadzonych
badan.

Material i metody — nalezy poda¢ informacje dotyczace przedmiotu badaf, zastoso-
wanych metod i uzytych odczynnikéw w sposodb na tyle wyczerpujacy, aby umozliwic¢
czytelnikowi powtorzenie doswiadczenia lub obserwacji. Nalezy precyzyjnie opisaé leki,
szczepionki, odczynniki czy substancje stosowane w pracy. Dla powszechnie znanych me-
tod nalezy poda¢ pozycje piSmiennictwa, lacznie z metodami statystycznymi stosowanymi
w pracy, dla metod juz opublikowanych ale powszechnie nieznanych, poda¢ krotki opis
z pozycjami piSmiennictwa, natomiast dla nowych lub istotnie zmodyfikowanych metod —
podac¢ ich pelny opis. Podtytuly nalezy pisa¢ pogrubiong czcionka.

Wyniki — nalezy poda¢ w logicznej sekwencji w tekscie, tabelach i rycinach. Danych z ta-
bel i rycin nie nalezy powtarza¢ w tekscie. Nalezy ograniczy¢ si¢ do podsumowania naj-
wazniejszych informacji.

Dyskusja — nalezy podkresli¢ nowe lub wazne aspekty wynikoéw badan i oméwi¢ impli-
kacje wyptywajace z ich przeprowadzenia oraz poda¢ ich ograniczenia. Wyniki wlasnych
badan powinny by¢ ocenione na tle piSmiennictwa cytowanego przez autordéw artykuhu.
Nie nalezy powtarza¢ szczegdtowych danych przedstawionych w poprzednich czgéciach
artykutu.

Whioski — jezeli autor uwaza je za konieczne nalezy je sprecyzowaé w punktach lub podaé
krotko w formie opisowej. Powinny one taczy¢ si¢ logicznie z celami pracy przedstawio-
nymi we wstepie. Nalezy unika¢ stwierdzen i wnioskéw nie wynikajacych z wlasnej ob-
serwacji. Autorzy powinni wystrzegac si¢ stwierdzen na temat kosztow lub korzysci, jezeli
ich praca nie zawiera ekonomicznych danych i ich analizy. Jezeli proponuje si¢ hipotezg,
nalezy jasno poda¢ ze jest to hipoteza. Nalezy unika¢ daleko idgcych wnioskéw z pracy,
ktdra nie zostata jeszcze zakonczona. We wnioskach nie nalezy zamieszcza¢ wynikdw pra-
cy. Wnioski moga by¢ zastapione krotkim Podsumowaniem, w ktéorym autor moze zwrocié
uwagg na najwazniejsze aspekty pracy.
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PiSmiennictwo — nalezy pisa¢ na osobnych stronach i ograniczy¢ tylko do pozycji
cytowanych w teksécie i majacych bezposredni zwigzek z tematem pracy. W przypadku
prac oryginalnych - nie wigcej niz 25 pozycji, w przypadku prac pogladowych - 50 pozy-
cji. Pozycje pismiennictwa powinny by¢ utozone w porzadku alfabetycznym wg nazwisk
autorow. Przy cytowaniu prac w teks$cie nalezy poda¢ w nawiasach tylko liczb¢ porzadko-
wa odnos$nej publikacji w spisie piSmiennictwa. Nalezy rowniez poda¢ pozycje cytowane
w tabelach lub w legendzie rycin, oraz unika¢ cytowania streszczen i nie publikowanych
prac i sprawozdan. Prace akceptowane do druku, ale jeszcze nie opublikowane powinny
by¢ oznaczone jako: ,,w druku”; autorzy powinni uzyska¢ pisemna zgode¢ na zacytowanie
takiej pracy, jak tez potwierdzenie, ze cytowana praca zostala zaakceptowana do druku.
Informacje pochodzace z manuskryptow przestanych do redakcji, ale nie zaakceptowa-
nych do druku powinny by¢ jako ,,nicopublikowana praca” w tekscie, a nie w wykazie
pismiennictwa, po uzyskaniu pisemnego pozwolenia od autora. Nalezy unika¢ cytowania
,, Informacja wtasna” lub ,,informacja osobista”, chyba ze dane takie dostarczaja istotnych
informacji niedostepnych z publikowanych zrédet. W takich przypadkach nazwisko osoby
i data uzyskania informacji powinny by¢ cytowane w tekscie.

W wykazie pis$miennictwa nalezy zachowac nastepujaca kolejnos¢:

a) nazwisko autora (-0w) i pierwsze litery ich imion,

b) tytut artykutu w pelnym brzmieniu,

c) tytul czasopisma w uznanym skrécie (wedtlug the List of Journal Indexed in Index
Medicus);

d) rok;

e) tom;

f) pierwsza i ostatnia strona artykuhu.

Dla wydawnictw nieperiodycznych (np. ksiazek) nalezy poda¢ autora (autoréw jak
wyzej) tytul rozdziatu w pracach zbiorowych, tytut ksigzki, nazwisko jej redaktora, wy-
dawce, miejsce i rok wydania oraz strony od — do cytowanego rozdziatu.

Przy wigkszej liczbie autorow nalezy poda¢ wszystkie nazwiska (do czterech autorow)
lub nazwiska pierwszych trzech z dopiskiem ,, 1 inni”, gdy autordéw jest wigcej niz czterech.

Przyktady:

Artykut z czasopisma medycznego:

1. Schmitt-Grohe S, Cherry JD, Heininger U i inni. Pertussis in German adults. Clin Infect
Dis 1995; 21: 860 — 6.

2. Kostrzewski J .Postepy wykorzystania poliomyelitis w §wiecie. Przeg Epidemiol 1994;
48: 355 - 60.

3. Naruszewicz-Lesiak D, Wieczorkiewicz N, Iwinska-Buksowicz B 1 inni.. Podostre
stwardniajace zapalenie mézgu (SSPE) w Polsce w latach 1990-1993. V etap badan
epidemiologicznych. Przeg Epidemiol 1995; 49: 261-6.

Ksiazki i monografie
1. (Autorzy) Juszczyk J, Gladysz A. Diagnostyka réznicowa chorob zakaznych. Wydaw-

nictwo Lekarskie PZWL. Wydanie II. Warszawa 1996.
2. (Organizacja jako autor) World Health Organization/ United Nations Children's Fund.
State of the world’s vaccines and immunization. WHO Geneva 1996.
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3. (Rozdziat w ksigzce) Krotochwil-Skrzypkowa M. Odczyn i powiktania poszczepienne.
W: Szczepienia ochronne. Red. B. Debiec, W. Magdzik, PZWL, Warszawa 1991, 76 — 81.

4. (Doniesienie na konferencji). Galgzka A. Current trends of pertussis in developing and
developed countries. Presented at the National Institutes of Health Pertussis Confe-
rence: Acellular Pertussis Vaccine Trials: Results and Impact on US Public Health.
Washington, DC, June 3 — 5, 1966.

Tabele

Tabele nalezy pisa¢ na oddzielnych stronach I ponumerowac kolejno cyframi rzym-
skimi. Numeracja tabel powinna odpowiada¢ chronologii ich pojawiania si¢ w tekscie.
Tabele powinny by¢ zaopatrzone w tytuly (u gory). Kazda kolumna tabeli powinna po-
siada¢ krotki nagtowek a szersze wyjasnienia powinny by¢ zamieszczone w odno$nikach
pod tabela a nie w nagtowku. W wyjasnieniach nalezy wyraznie opisac statystyczne miary
zmiennosci takie jak standardowe odchylenie czy standardowy btad §rednich. Liczbe tabel
nalezy ograniczy¢ tylko do istotnie niezbednej dla dokumentacji uzyskanych wynikow.

Ryciny

Ryciny i fotografie nalezy przygotowac technikg komputerows i przesta¢ do redakcji
plikach w postaci oddzielnych graficznych nastepujacych formatow: TIF, BMP, JPG. Pod
kazda rycing nalezy umiesci¢ podpis (np. Ryc. 1.....) z niezbednymi obja$nieniami. Ryciny
powinny by¢ w kolorze czarno — biatym.

W odpowiednim miejscu tekstu nalezy poda¢ w nawiasach kolejne numery rycin lub
tabel np. (Ryc.1) lub (Tab.1). Miejsca wilaczenia materiatlu ilustracyjnego powinny by¢
zaznaczone oldwkiem na marginesie maszynopisu.

Objetos¢ artykulow

Oryginalna praca naukowa nie moze przekracza¢ 15 stron maszynopisu wiaczajac
tabele, ryciny, pis$miennictwo i streszczenie w jezyku angielskim. Prace pogladowe nie
moga przekracza¢ 20 stron maszynopisu. Krotkie komunikaty nie moga przekraczaé ob-
jetosci 3 stron maszynopisu sporzadzonego zgodnie ze wskazéwkami podanymi dla prac
oryginalnych. Listy do redakcji przeznaczone do opublikowania nie mogg przekracza¢ 2
stron maszynopisu i powinny by¢ zaopatrzone imieniem i nazwiskiem autora oraz adresem
miejsca pracy lub prywatnym.

Zasady ogélne

Redakcja zastrzega sobie prawo poprawienia usterek stylistycznych i nazewnictwa
oraz dokonania koniecznych skrétéw, bez porozumienia z autorem.

Redakcja nie zwraca artykuléw nie przyjetych do druku. Za opublikowane artykuty
autorzy nie otrzymuja honorarium. Wydawca nabywa na zasadzie wylaczno$ci ogot praw
autorskich do wydrukowanych prac, w tym prawo do wydawania drukiem, na no$nikach
elektronicznych, CD i innych oraz umieszczania ich w Internecie.






