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I.  WSTEP

Gronkowiec ztocisty S. aureus nalezy do najczgstszych gatunkow bakterii

wywotujacych zakazenia szpitalne 1 pozaszpitalne. Dobrze znana jest zdolno$¢
wywotywania pozaszpitalnych zakazen przewleklych przez S. aureus, najczesciej
przewlektych ropnych chordb skory lub przewlektych zapalen gérnych drog oddechowych.
Antybiotykoterapia tych stanéw zapalnych jest czesto nieskuteczna, wystepuja nawroty
choroby, zwigzane z przetrwalym zakazeniem S. aureus. Chorobotworczos¢ tego patogenu
jest determinowana wytwarzaniem wielu czynnikow wirulencji, ktore podlegaja kontroli
u S. aureus przez system globalnej regulacji genéw — agr (accessory gene regulator). Na
podstawie polimorfizmu genoéw agr wyro6znia si¢ 4 gtowne grupy specyficznosci systemu
agr: agr I, agr Il, agr 11, agr IV [40]. Jednoczesnie bada si¢ ich zwiazek z typem choroby

wywotywanej przez S. aureus.

Nadal brak jest danych w zakresie roli reakcji odpornosciowej w patogenezie
przewlektych zakazen gronkowcowych. Bardzo istotng rolg¢ w przeciwdrobnoustrojowej

reakcji  odporno$ciowej spelnia odpowiedz cytokinowa limfocytow Th oraz

monocytow/makrofagow.
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Ryc. 1. Odpowiedz cytokinowa indukowana antygenami patogenow [22, 107].
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1.1.  Staphylococcus aureus

1.1.1. Charakterystyka Staphylococcus aureus

Gronkowce majg ksztatt kulisty, o $rednicy 0,8-1 um. Sg to ziarenkowce ukladajace
si¢ (zwlaszcza w hodowli na podtozach statych) w charakterystyczne, nieregularne
skupienia przypominajagce winne grona — stad nazwa gronkowce. W $rodowiskach
naturalnych i w podtozach ptynnych czgsto wystepuja pojedynczo, w postaci dwoinek,
czworaczkow lub krotkich tancuszkow. Barwig si¢ Gram-dodatnio. Nie wytwarzajg

zarodnikow i nie wykazuja ruchu; niektore szczepy wytwarzajg otoczki [35].

Gronkowce rosng na podtozach zwyktych w temperaturze 6,5-46°C przy
pH 4,2-9,3. Optymalna temperatura wzrostu wynosi 30 — 37°C, optymalne pH 7,0 — 7.,5. Sa
wzglednymi beztlenowcami, jednak lepiej rosng w warunkach tlenowych. W bulionie
tworza jednolite zmgtnienie 1 osad na dnie. Na agarze w ciaggu 24h powstaja kolonie
o srednicy 1-3 mm, okragle, wypukle, gtadkie, blyszczace, wilgotne, zwykle zabarwione
na kolor ztocisty, pomaranczowy lub z6lty. Zabarwienie nie zawsze wystepuje, czasami
kolonie sg biale. Wytwarzanie barwnika zalezy od sktadu podtoza i warunkoéw hodowli

[50].

Gronkowce (zwlaszcza szczepy chorobotwoércze) cechuje wysoka aktywno$¢
biochemiczna dzigki wytwarzanym przez nie enzymom. Na agarze z krwiag niektore
szczepy wywotuja hemoliz¢ beta. Wykazuja duza odpornos¢ na dziatanie réznych
czynnikow fizycznych i chemicznych. Rosna w podtozach z dodatkiem 40% zotci i 15%
NaCl.

Sa wytrzymate na wysychanie; moga przezy¢ wiele tygodni poza ustrojem,
zwlaszcza w obecnosci biatka, np. w wyschnigtej ropie na poscieli, w kurzu i w innych

miejscach, do ktorych nie dochodza promienie stoneczne [50].

Po raz pierwszy gronkowiec zlocisty (Staphylococcus aureus) zostat wykryty przez
Pasteura w 1880 roku w materiale ropnym, a wyhodowany z czystej hodowli oraz blizej
opisany jako gronkowiec ropny przez Rosenbacha w 1884 roku, a takze jako Micrococcus

pemphigi neonatorum przez Winternitza w 1889roku [114].

Sposrod ponad 40 gatunkoéw wchodzacych w sktad rodzaju Staphylococcus, za
najwazniejszy uznawany jest Staphylococcus aureus. Gatunek ten powoduje czeste

infekcje bakteryjne zaro6wno ludzi jak i zwierzat [35].
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S. aureus jest oportunistycznym patogenem, ktorego podstawowym rezerwuarem
u cztowieka jest skora i btony $luzowe. Powszechne nosicielstwo sprzyja szybkiemu
rozprzestrzenianiu si¢ drobnoustroju w S$rodowisku. Okoto 20% ludzi jest statymi
nosicielami tego gatunku, a od 30% do 50% moze by¢ nosicielami przejSciowymi [70, 35].
Jesli zaistnieja czynniki sprzyjajace zakazeniu, takie jak obnizenie odpornosci
immunologicznej, przerwanie barier ochronnych organizmu np. oparzenia oraz
wystepowanie innych schorzen, moze sta¢ si¢ jednym =z najbardziej groznych

chorobotworczych patogenow [34].

Staphylococcus aureus jest od wielu lat jednym z podstawowych patogendéw

odpowiedzialnych za zakazenia szpitalne i pozaszpitalne u ludzi.

Do czynnikoéw wirulencji S. aureus nalezg liczne enzymy takie jak: hialuronidaza
depolimeryzujaca kwas hialuronowy znajdujacy si¢ w przestrzeni komoérkowej 1 tym
samym ulatwiajaca inwazje, lipaza, deoksyrybonukleaza, koagulaza, fibrynolizyna, ktora
powoduje rozpuszczenie widknika oraz toksyny: a - hemolizyna, B — hemolizyna,
vy — hemolizyna, A — hemolizyna, leukocydyna, leukocydyna Panton - Valentine (PVL)
powoduja efekt cytolityczny i martwice tkanek [55].

Znaczng role w patogenezie S. aureus odgrywaja superantygeny, ktére stanowig
grupe egzotoksyn. Nalezg tu enterotoksyny, eksfoliatyny oraz TSST — (toxic shock
syndrome toxin - 1) [28, 81]. Superantygeny maja zdolnos¢ pobudzania znacznej liczby
limfocytow nalezacych do wielu réznych klondéw. Nienaturalna aktywacja tak wielu
komoérek T moze sta¢ si¢ toksyczna, poniewaz prowadzi do produkcji i uwalniania
nadmiernej ilosci cytokin. Nadmiernie pobudzone do proliferacji przez superantygeny

limfocyty T wchodzg w stan anergii lub apoptozy [33].
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Fot. 1. Staphylococcus aureus preparat barwiony metodg Grama.




Wsrod czynnikow warunkujacych inwazyjnosé S. aureus wystepuja takze biatka
powierzchniowe pelnigce wazng role w adhezji do komorek gospodarza. S. aureus
wytwarza rowniez proteiny wigzace si¢ z biatkami 1 komoérkami krwi (biatko A, clumping
factor CF), co sprzyja blokowaniu odpowiedzi immunologicznej oraz odgrywa wazng rolg

w inicjacji i / lub nasileniu zapalenia [38, 99].
1.1.2. Chorobotworczosé Staphylococcus aureus

Czestos¢ wystepowania, nasilenie 1 czas trwania infekcji gronkowcowych rosng za
sprawa nosicielstwa gronkowcow (gtownie na $luzéwkach nosa) wsréd pacjentow
I personelu medycznego. Drobnoustroje rozprzestrzeniajg si¢ gtdéwnie droga kropelkowa,

rzadziej przez zakazone powietrze, kurz i przedmioty [113].

Gronkowce zlociste sg czynnikiem etiologicznym wielu schorzen. Zakazenia dotycza
przede wszystkim skory i tkanek podskornych, zwykle z udziatem procesu ropnego [5]
(czyraki, tradzik, jeczmien, liszajec zakazny, zastrzatl, roza, cellulitis, zapalenie mieszkow
wlosowych, gronkowcowy zespot oparzonej skory) oraz zakazenia ran pooperacyjnych.
Gronkowce te moga wywotywac takze zakazenia ukladowe i narzadowe np. zakazenia
uktadu oddechowego, w tym zapalenie ptuc, zapalenie oskrzeli, oplucnej, ptuc, ucha
srodkowego, zatok obocznych nosa, gardta i migdatkow, zapalenie opon moézgowo-
rdzeniowych, ropnie mozgu, zapalenie szpiku kostnego i1 ko$ci, zakazenia ukladu
moczowego, zapalenie mie$nia sercowego oraz zakazenia lub zatrucia zwigzane
z wytwarzaniem przez te bakterie okreslonych toksyn: zespol wstrzasu toksycznego,
zespot oparzonej skory. U 0s6b z obnizong odpornoscia, u pacjentéw leczonych z powodu
innych chorob, a takze po zabiegach chirurgicznych zakazenie gronkowcowe moze przejs$é
w posta¢ uogolnionej posocznicy [17, 29]. Gronkowcowe zatrucia pokarmowe, ktorych
zrédtem sa produkty zywno$ciowe zanieczyszczone szczepami enterotoksycznymi
charakteryzujg si¢ krotkim okresem wylggania (od 1 do 5 godzin). Zanieczyszczenia moga
mie¢ charakter pierwotny, np. migso zwierzat z gronkowcowym uogdlnionym procesem
ropnym lub mleko zwierzat chorych na gronkowcowe zapalenie wymienia. Najczescie]
jednak dochodzi do wtérnego zakazenia produktéw zywnosciowych od ludzi chorych
z zakazeniami ropnymi skory lub od nosicieli gronkowcoéw zatrudnionych
w przemysle spozywczym. Gronkowcowe zatrucia pokarmowe czesto wystepuja w formie

epidemii.



S. aureus jest zdolny do fatwego nabywania opornosci na antybiotyki. Cecha ta jest
kodowana chromosomalnie lub wigze si¢ z obecnoscia w komorce plazmidu niosacego
geny opornosci. Obecnie coraz czeSciej obserwuje si¢ wystepowanie SzczepoOw

wielolekoopornych, co utrudnia skuteczne leczenie infekcji gronkowcowych.

Woprowadzenie kazdego nowego antybiotyku do leczenia zakazeh gronkowcowych
jak dotad zawsze po dluzszym lub krotszym czasie prowadzito do selekcji szczepow
opornych. Juz w niedlugim czasie po zastosowaniu w lecznictwie penicylin
zaobserwowano wystgpowanie szczepow opornych wytwarzajacych penicylinaze - enzym
hydrolizujacy penicyliny. Rozprzestrzenianie si¢ tej opornosci wsrdd szczepow jest bardzo
szybkie ze wzgledu na kodowanie jej przez geny plazmidowe. Dzi§ wiadomo, ze ponad
90% szczepoéw S. aureus izolowanych od chorych hospitalizowanych jest niewrazliwych
na dziatanie penicylin naturalnych, aminopenicylin oraz ureidopenicylin. Wobec tych
szczepdw mogg by¢ skuteczne cefalosporyny, penicyliny oporne na dziatanie p-laktamaz
np. penicyliny izoksazolylowe, oraz potgczenia penicylin z inhibitorami p-laktamaz [34].

Sa to szczepy wrazliwe na metycyling — MSSA.

W 1961 roku wykryto po raz pierwszy gronkowce ztociste oporne na metycyling,

tj. gronkowce MRSA charakteryzujace si¢ opornos$cia na wszystkie antybiotyki
B — laktamowe [52]. Opornos¢ ta ma charakter receptorowy i jest kodowana przez gen
mec A, ktory jest zlokalizowany na chromosomie i stanowi czes¢ regionu noszacego nazwe
SCCmec (gronkowcowa kaseta chromosomalna mec, ang. staphylococcocal cassette
chromosome mec). Nabywanie metycylinoopornosci przez szczepy gronkowca ztocistego
ma zwiazek z rozprzestrzenianiem si¢ chromosomalnych kaset SCCmec zaliczanych do
tzw. wysp genomowych [48, 56].
Gen mec A warunkuje syntez¢ nowego biatka PBP (ang. Penicylin Binding Protein),
tzw. PBP2’ lub PBP2a. W odrdznieniu od pozostatych biatek PBP, biatko PBP2a nie ulega
hamowaniu przez antybiotyki p-laktamowe z powodu obnizonego powinowactwa do tych
antybiotykow. Bialko PBP2a zachowuje swoja funkcje enzymatyczng i uczestniczy
w syntezie $ciany komorkowej, ale jego ekspresja zachodzi tylko w obecnosci p-laktamu.
Opornosé na meticyling moze mie¢ charakter homogenny, gdy wszystkie komoérki danej
populacji gronkowca oznaczane w badaniach in vitro wykazuja fenotyp opornosci lub
heterogenny, gdy tylko czes¢ komorek danej populacji wykazuje fenotyp opornosci
[10, 12, 80]. Zaré6wno szczepy o homogennej jak i heterogennej opornosci na meticyling sa
klinicznie oporne na wszystkie antybiotyki - laktamowe.
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Aktualnie wyr6zniamy pig¢ pandemicznych klonéw szczepow MRSA [61]:
1. Klon iberyjski wystepujacy gtownie w Hiszpanii, Portugalii, we Wloszech
i Francji.
Klon wegierski wystepujacy na Wegrzech i Tajwanie.
Klon brazylijski wystgpujacy gtéwnie w Ameryce Potudniowe;.
Klon NY/Japonski.
Klon pediatryczny wystepujacy w Portugalii, USA oraz w Polsce. Klon ten jest

o k~ w0 N

jednoczesnie klonem CA — MRSA, opisanym ostatnio jako szczep pozaszpitalny
MRSA.

Jak wspomniano, oporne na meticyling gronkowce przez wiele lat wystepowaly przede
wszystkim w szpitalach. Niebezpiecznym zjawiskiem jest pojawienie si¢ w ostatnich
latach pozaszpitalnych toksynotworczych szczepow MRSA tzw. CA-MRSA, ktorych
charakterystyczng cechg jest wytwarzanie tzw. leukocydyny Panton-Valentine, waznego
czynnika zjadliwosci tych drobnoustrojow. Poza zakazeniami tkanek migkkich szczepy
CA — MRSA powoduja cigzkie zakazenia inwazyjne, dotykajace, w przeciwienstwie do
szpitalnych MRSA, mlodych ludzi bez czynnikow ryzyka [20, 44, 93]. Niedawno
zaobserwowano pojawienie si¢ szczepow CA-MRSA roéwniez w $rodowisku szpitalnym

[27, 87].
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Ryc. 2. Klony MRSA [51, 61].
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W 1996 roku w Japonii pojawily si¢ pierwsze szczepy MRSA o $redniej opornosci na
wankomycyn¢ VISA — vancomycin intermediate S. aureus [18, 45]. Mechanizm opornosci
wynika z pogrubienia $ciany komorkowej (zwigkszona synteza prekursoroOw
peptydoglikanu) jednocze$nie wystepuje niska aktywno$¢ enzyméw autolitycznych
(mutacje w genie regulatorowym agr) co skutkuje wicksza zjadliwoscig. Szczepy VISA

zidentyfikowano réwniez w Polsce [63].

Opisano réwniez gronkowce oporne na wankomycyng (VRSA) [71], linezolid,
chinupristyne/ dalfopristyne oraz daptomycyne [43, 92, 101, 109, 112].

1.1.3. Diagnostyka zakazen Staphylococcus aureus

Hodowla pobranego materiatu w temp. 37°C przez 18 — 24h na podtozu wybidrczo
- roznicujgcym z mannitolem i dodatkiem 7.5% chlorku sodu, ktory hamuje wzrost
wicgkszosci drobnoustrojow z wyjatkiem gronkowcow (agar Chapmana) oraz na agarze

z 5% krwig baranig, umozliwiajacym obserwacje hemolizy typu B wokot kolonii.

Fot. 2. Wzrost S. aureus na agarze z krwiq.
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Fot. 3. Wzrost S. aureus na podtozu Chapmana.

W preparatach wykonywanych z hodowli, barwionych metoda Grama mozna
stwierdzi¢ obecnos¢ barwiacych si¢ Gram - dodatnio ziarniakow uktadajacych si¢ w grona
(Fot. 4 ). Nie jest jednak mozliwe odroznienie gatunkéw saprofitycznych

od chorobotworczych (Staphylococcus aureus) [103].

Fot. 4. S. aureus preparat barwiony metodq Grama.

Test na katalaze wykonuje si¢ na szkietku podstawowym nanoszac krople soli
fizjologicznej, zawiesza si¢ w niej szczep badany, nastepnie dodaje si¢ wode utleniona.
Pojawiajace si¢ pecherzyki oznaczajg, ze szczep ten jest katalazo - dodatni.

Proba na obecno$¢ koagulazy zwigzanej ze $ciang komorkowa tzw. Clumping
Factor (CF), ktory $cina fibrynogen bez udziatu aktywatora, dlatego test na obecno$é¢ CF
daje natychmiastowe wyniki. Rutynowo wykonywany jest w wersji szkietkowej, mieszajac
osocze krolicze z wodna zawiesing bakterii (Fot. 5). W przypadku Staphylococcus aureus
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w ciagu 30s powstajg charakterystyczne straty [103, 104]. Zawiesina bakterii bez osocza
powinna pozostawa¢ homogenna, pojawienie si¢ klaczkow w zawiesinie bez osocza
swiadczy o autoaglutynacji bakterii 1 nie moze by¢ podstawg do przyjecia ujemnego lub

dodatniego wyniku.

Fot. 5. Test szkietkowy koagulaza zwigzana CF (clumping factor).

Koagulaza wolna jest biatkiem uwalnianym do otoczenia przez S. aureus oraz
niektore gatunki gronkowcow wystepujace u zwierzat. Dziala ona podobnie do
protrombiny, przeksztatcajac fibrynogen w fibryne. W wyniku tego przeksztatcenia osocze
ludzkie lub krolicze ulega wykrzepianiu. W tescie diagnostycznym jatowe osocze krwi
kroliczej w buforze cytrynianowym miesza si¢ z jednorodng zawiesing bakterii w wodzie.
Pojawiajacy sie w ciggu 1, 3, 6, 24 godzin skrzep (odczyn dodatni) (Fot. 6) Swiadczy
o obecnosci Staphylococcus aureus [103].

Fot. 6. Test probowkowy koagulaza wolna.
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Dla identyfikacji gatunku stosuje si¢ biochemiczne test komercyjne np. Api ID 32
Staph (bioMerieux) (Fot. 7) lub automatyczne systemy identyfikacji typu Vitek System
[104].

NCXONHCNCN NCRCRCRCEY Y Y
M2l ‘W ¢ 7 s S@W@A B8 ¢ D ¢

.QQQ@@@/@.

ADH ODC|ESC GLU FRU|MNE MAL LAC | TRE MAN RAF| ms cu
VP BGALIAgA PAL PyrA INOVO SAC NAG | TUR ARA BGURI

Fot. 7. Api ID 32 Staph (bioMerieux).

Molekularne metody identyfikacji przy uzyciu gatunkowo specyficznego PCR

stuza rowniez badaniom epidemiologicznym [104].

Szczepy MRSA identyfikuje si¢ oznaczajac wrazliwos¢ na cefoksytyne metoda
dyfuzyjno-krazkowg lub oznacza si¢ wrazliwos¢ na oksacyling na podtozu Muller — Hinton
agar (MHA). Stosowana jest metoda mikrorozcienczen w bulionie [74] lub metoda dyfuzji
z paska zawierajacego gradient antybiotyku [31, 118].

Pomocny moze by¢ réwniez test aglutynacji lateksu np. Slidex MRSA Detection
(bioMerieux) (Fot. 8) wykrywajacy biatko PBP2a, produkt genu mecA warunkujacego

oporno$¢ na meticyling [85].

Fot. 8. Slidex MRSA Detection (bioMerieux), aglutynacja lateksu.

Jednak wykrywanie obecnosci genu mecA metoda PCR jest nadal uznawane za
”ztoty standard” i powinno by¢ wykonywane w przypadku uzyskania niejednoznacznych

wynikéw w metodach fenotypowych [118].
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1.2. Charakterystyka systemu globalnej regulacji genéw agr (accessory gene
regulator)

Obecnie znany jest system globalnej regulacji genéw agr, kontrolujacy
wytwarzanie czynnikow wirulencji u szczepow S. aureus. Zdolnos¢ bakterii do
wywotywania réznorodnych stanow chorobowych przypisywana jest imponujacej ilosci
zewnatrzkomérkowych oraz powierzchniowych czynnikow wirulencji produkowanych
przez te mikroorganizmy. Ekspresja czynnikow wirulencji jest skoordynowana
i kontrolowana przez system regulacji agr [21]. Locus agr kontroluje mi¢dzy innymi
wytwarzanie enterotoksyn, toksyny TSST-1, eksfoliatyn A i B, leukocydyny Panton
Valentin, hemolizyn: a, B, v, d, biatek powierzchniowych: wigzacych kolagen, fibrynogen,
fibronektyne [13].

Locus agr jest zwigzany z czterema genami agr A, agr B, agr C, agr D, genem hld
oraz zawiera dwie jednostki transkrypcyjne RNA II i RNA III znajdujace si¢ pod kontrolg
promotoréw P2 i P3 [13]. Aktywacja promotora P3 uruchamia transkrypcje RNA III, ktory
jest czgsteczkg efektorowg systemu agr [40].

Cefektor agr)

Ryc. 3. Zmodyfikowany schemat funkcjonowania systemu agr u Staphylococcus aureus
[49, 52, 72].

Czasteczka sygnalowa jest biatko Agr D, ktore przy udziale czasteczki Agr B [52],
bedacej transbtonowym biatkiem ulega modyfikacji 1 przeksztalceniu do czasteczki
autoinduktora AIP (autoinducing peptide). Nastgpnie czasteczka AIP aktywuje czasteczke
sensorowa Agr C, co prowadzi do fosforylacji i aktywacji biatka Agr A, bedacego
czasteczkg efektorowg. Biatko Agr A poprzez oddzialtywanie na transkrypt RNA llI

reguluje ekspresje genéw wirulencji S. aureus [4].
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Obecnie identyfikuje si¢ i analizuje grupy specyficznosci agr pod katem ich
zwigzku z wywolywanymi chorobami przez szczepy S. aureus, co moze byc¢

wykorzystywane w epidemiologii i klinice zakazen S. aureus [23].

Polimorfizm locus agr (genow agr C i agr D) pozwolil na wyrdznienie w populacji
gronkowcow zlocistych cztery grupy specyficznosci agr I, agr Il, agr Ill, agr 1V [40].
Przynalezno$¢ szczepu S. aureus do grupy agr jest skorelowana z jego przynaleznoscia
filogenetyczna, wytwarzaniem toksyn i wirulencja oraz z rodzajem wywotywanej infekcji
[3, 21, 116, 117].

1.3. Charakterystyka badanych cytokin

Interferon gamma (INF-y) jest wytwarzany przez aktywowane limfocyty T oraz
komorki cytotoksyczne NK [84]. IFN-y kodowany jest przez jeden gen zlokalizowany na
chromosomie 12. Produkcja IFN-y indukowana jest przez liczne cytokiny (m.in. IL-2,
IL-12, IL-15, IL-18, IL-21) [6, 108], a takze przez sam IFN-y [42]. Gtowng funkcjg INF-y
jest aktywacja makrofagéw, dziatanie przeciwwirusowe, przeciwnowotworowe,
antyproliferacyjne i immunomodulujgce, a takze aktywowanie limfocytow B do produkcji
przeciwcial [24, 95]. INF-y hamuje limfocyty Th2, indukuje réznicowania limfocytow Th
w kierunku limfocytow Thl [102]. Indukuje synteze IL-12 przez monocyty i makrofagi
[7]. INF-y zwicksza wytwarzanie nadtlenkow w granulocytach obojetnochtonnych

i makrofagach, przez co nasila ich zdolno$¢ do zabijania bakterii i pierwotniakow [6].

Interleukina 4 (IL-4) jest produkowana przez aktywowane limfocyty T, komorki
tuczne i bazofile. Pobudza limfocyty B, T, monocyty i makrofagi, indukuje wydzielanie
cytokin prozapalnych, jest zaangazowana w tworzenie ogniska zapalnego. IL — 4 jest
jednym z najwazniejszych czynnikoéw odpowiedzialnych za synteze Ig E i podtrzymywanie
przewlektego immunologicznego odczynu zapalnego warunkujacego objawy chorob
alergicznych [91]. Wzmaga takze ekspresje czasteczek MHC (gléwny uktad zgodnosci
tkankowej) klasy I i II na limfocytach B. Interleukina 4 przyczynia si¢ do powstawania
limfocytow T cytotoksycznych, wplywa réwniez na monocyty 1 makrofagi poprzez
wzmaganie ich cytotoksycznosci wobec komoérek nowotworowych oraz fagocytozy

1 niszczenia pasozytow. Cytokina ta bierze rowniez udziat w procesie hematopoezy.

Interleukina 10 (IL-10) produkowana jest przede wszystkim przez limfocyty T i B,
monocyty-makrofagi i keratynocyty [47]. Jednym z czynnikow pobudzajacych
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wydzielanie IL-10 jest TNF-a. IL-10 wykazuje w szerokim zakresie zdolno$¢ ostabiania
odpowiedzi immunologicznej typu komoérkowego i hamowania odpowiedzi zapalnej.
Dziatajagc na makrofagi i monocyty powoduje zmniejszenie syntezy TNF-a, IL-1, IL -6,
IL -8, IL -12 i czynnikow wzrostowych [47]. Hamuje powstawanie limfocytow Thl
pobudzonych przez antygen i wytwarzanie przez nie IFN-y i IL-2. Obecnos¢ IL-10
w surowicy krwi obwodowej ma istotne znaczenie dla proliferacji i réznicowania
aktywowanych limfocytow B, limfocytow Tc i dla aktywacji komorek NK [57]. IL-10
blokuje takze wydzielanie prozapalnych mediatoréw przez pobudzone lipopolisacharydem
(LPS) eozynofile i komorki tuczne [76].

Interleukina 17A (IL-17A) jest prozapalng cytoking wytwarzang przez
aktywowane limfocyty CD4+, ktorej receptor jest obecny na réznych typach komorek.
IL-17 oddziatuje plejotropowo na wiele komoérek, m.in. na neutrofile, makrofagi,
fibroblasty, komoérki endo— i1 mezotelium. IL—17 wydaje si¢ petni¢ role mediatora
odpowiedzi zapalnej w nastgpstwie aktywacji limfocytow T i jest zwigzana z niektorymi
schorzeniami o podtozu zapalnym, autoimmunologicznym i nowotworowym [60]. Istnieje
dodatnia korelacja migedzy st¢zeniem IL—17 a zaawansowaniem procesu zapalnego.

IL — 17 wykazuje zdolno$ci do indukcji ekspresji wielu mediatorow reakcji

zapalnej, poprzez udziat w proliferacji, dojrzewaniu i chemotaksji neutrofili [68, 115].

Czynnik martwicy nowotworéow - a (TNF-a) jest wytwarzany glownie przez
makrofagi. Moze by¢ tez syntetyzowany przez komorki cytotoksyczne NK, komorki
tuczne 1 komorki niektérych linii nowotworowych. Cytokina ta ma zdolno$¢ nekrotyzacji
komorek nowotworowych, ma wiasciwosci immunomodulujace oraz odgrywa istotng rolg
w zapaleniu i wstrzgsie septycznym [90]. TNF-a wykazuje wysoki stopien aktywnos$ci
prozapalnej, czesto zwigzany z IL-1 [94]. Zwigksza wlasciwosci fagocytarne neutrofili
oraz przyspiesza ich uwalnianie ze szpiku kostnego. TNF-a wraz z IFN-y indukuje
ekspresje czasteczek MHC (gtéwny uktad zgodnosci tkankowej). Poniewaz receptory dla
TNF-0 sg obecne na wielu komodrkach, posiada on wiele biologicznych wiasciwosci.
Migdzy innymi moze stymulowaé powstawanie fibroblastow i osteoklastow (komorek
ko$ciogubnych), angiogeneze¢ (powstawanie nowych naczyn krwiono$nych) oraz podnosi¢
temperature ciata. Ze wzgledu na swoje wilasciwosci biologiczne TNF ma szerokie

zastosowanie w leczeniu wielu schorzen 1 chorob.
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Interleukina-1p (IL-1B) jest cytoking wytwarzang glownie przez aktywowane
monocyty i makrofagi. Najbardziej aktywna forma IL -1 jest jej rozszczepiona, dojrzata
forma powstajagca pod wpltywem dziatania swoistej proteazy cysteinowej (enzym
konwertujacy I1L-1) [19]. IL-1 jest okreslana jako czynnik aktywujacy limfocyty.
Receptory dla tej cytokiny stwierdzono na spoczynkowych limfocytach T i B,
fibroblastach, keratynocytach, komodrkach $rodbtonka i hepatocytach. IL-1 jest
kostymulatorem limfocytow T nasilajgc wytwarzanie IL-2. IL-1 dziata stymulujaco na
uktad krwiotworczy indukujgc wytwarzanie krwiotworczych czynnikow wzrostowych oraz
TNF, IL-2 i IL-6 [26]. IL-1B dziala synergistycznie z czynnikami stymulujacymi

proliferacje¢ i réznicowanie limfocytow B oraz wytwarzanie przez nie przeciwciat.

Interleukina 12 (IL-12) jest produkowana gtownie przez monocyty, makrofagi,
komorki dendrytyczne i limfocyty B. IL-12 zbudowana jest z 4 helis alfa, jest ona
heterodimerem ztozonym z dwoch podjednostek: p40 1 p35. IL-12 inicjuje réznicowanie
limfocytow T w kierunku Th1l lub limfocytow Th2. IL-12 jest kluczowym induktorem
Th1l- zaleznej odpowiedzi zapalne, chroni przed zakazeniem i nowotworami, ale rowniez
bierze udzial w autoimmunologicznej destrukcji tkanki [54]. Ponadto IL-12 wptywa na
proliferacj¢, cytotoksycznos¢ limfocytow T i komoérek NK, aktywuje limfocyty i komorki
NK do produkcji INF-y i TNF-a [25]. IL-12 pobudza wydzielanie 19G oraz hamuje
wydzielanie IgE, a w warunkach in vitro jest odpowiedzialna za niektore procesy

krwiotworzenia.

Transformujacy czynnik wzrostu-pl  (TGF-B1) ktory wytwarzaja komorki
dendrytyczne, leukocyty i komorki NK, a ludzki gen odpowiedzialny za tworzenie tej
cytokiny jest umiejscowiony na chromosomie 19 [46, 62, 66]. Dziatanie TGF-B1 polega na
wspomaganiu proceséw majacych na celu regeneracje uszkodzen pourazowych badz
chorobowych. Druga podstawowa aktywno$¢ biologiczna TGF-f1 to dzialanie
immunomodulacyjne [67]. Jest jednym z gltdéwnych czynnikéw immunosupresyjnych
blokujacych oba typy odpowiedzi immunologicznej: komodrkowej (Thl) i humoralnej
(Th2), poprzez zahamowanie réznicowania limfocytow T oraz blokowania produkcji wielu
cytokin  [14]. Znosi dzialanie TNF-o. Stwierdzono, ze TGF-f 1 wplywa
immunosupresyjnie na limfocyty T i B, a brak tej cytokiny moze predysponowac do
czestszego ujawniania si¢ schorzen z autoagresji, takich jak toczen uktadowy czy
sklerodermia uktadowa [16, 62, 79]. TGF-B1 odgrywa réwniez role W patogenezie astmy

oskrzelowej [66, 79, 98], stanow zapalnych naczyn, miazdzycy [32] oraz marskos$ci
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watroby zwigzanej z zakazeniem HCV. Wytwarzane sg gtownie w miejscu reakcji
zapalnej, gdzie osiagaja stosunkowo duze stezenia [2, 89], a takze w stanach nasilonej
regeneracji tkanek [111]. TGF — Bl peli wiele roznych funkcji, kontrolujgc wzrost
komorek, ich proliferacje, rdznicowanie migracje komorek, formowanie 1 degradacje
sktadnikéw macierzy zewnatrzkomorkowej, procesy chemotaksji i apoptoze [37, 58, 64,

82, 83, 88]. Wspomaga gojenie ran oraz produkcj¢ Ig A.
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Il. CELEPRACY

Celem pracy bylo zanalizowanie zwigzanych z przewleklymi zakazeniami
szczepoéw Staphylococcus aureus i ich polimorfizmu systemu globalnej regulacji agr

w kontekscie oceny wystepujacej odpowiedzi cytokinowe;j.

Dla realizacji powyzszego celu przyjeto nastepujace zadania badawcze:

1. Dokonanie oceny lekowrazliwosci szczepow S. aureus izolowanych od pacjentow
z przewlektymi ropnymi chorobami skoéry oraz od chorych z przewleklymi

zakazeniami gornych drég oddechowych.

2. Dokonanie oceny wystepowania grup specyficznosci genow regulatorowych agr
u szczepow S. aureus izolowanych od pacjentow z przewlekltymi ropnymi
chorobami skéry oraz od chorych z przewleklymi zakazeniami gérnych drog

oddechowych.

3. Ocena poziomoéw transformujgcego czynnika wzrostu-pl1 (TGF-B1) w surowicach

badanych chorych.

4. Ocena pozioméw cytokin wytwarzanych przez limfocyty Th: IFN-y, IL-4, IL-10
I IL-17A w surowicach badanych chorych.

5. Ocena pozioméw cytokin prozapalnych wytwarzanych przez monocyty/makrofagi:

TNF-o, IL-1B i IL-12 w surowicach badanych chorych.
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I1l.  MATERIALY I METODY BADAN

3.1. Badania kliniczne

Badaniami obje¢to pacjentow dorostych z przewleklymi chorobami ropnymi skory
zwigzanymi z zakazeniem S. aureus oraz pacjentéw z przewlektymi zakazeniami goérnych
drég oddechowych zwigzanymi z zakazeniem S. aureus. Badane grupy zostaly wylonione
w latach 2009 — 2011 sposrod pacjentow zglaszajgcych si¢ na podstawie skierowan lekarzy
dermatologow i laryngologéw do Katedry i Zaktadu Mikrobiologii Lekarskiej U.M. im.
Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. Grupg kontrolng wytoniono sposrdd pacjentéw nie

bedacych nosicielami S. aureus zglaszajacych si¢ na badania kontrolne.

Kryterium wiaczajagcym do badania byt obraz kliniczny choroby, dokumentowany
przewlektym zakazeniem bakteryjnym o etiologii S. aureus, trwajagcym Srednio przez 6-12
miesi¢ey. Kryteriami wlgczajgcymi do badania, dla pacjentow grupy kontrolnej, byt dobry
stan ogolny, brak jakichkolwiek zmian skornych, brak infekcji o etiologii gronkowcowej

oraz brak nosicielstwa S. aureus.
Badana populacja obejmowata 3 grupy pacjentow:

Grupa | obejmowata 50 pacjentéw (28 mezczyzn i 22 kobiety w wieku 18-52 lat;
srednia wieku: 35,3 = 9,2) z przewleklymi chorobami ropnymi skory zwigzanymi

Z zakazeniem S. aureus.

Grupa Il zawierata 40 pacjentow (18 mezczyzn i 22 kobiety w wieku 18-52 lat;
srednia wieku : 36,4 £ 9,4) z przewleklymi zakazeniami goérnych drég oddechowych

(rhinopharyngitis) zwigzanymi z zakazeniem S. aureus.

Grupe III (kontrolng) stanowilo 25 zdrowych osob (11 mezczyzn i 14 kobiet
w wieku 18-50 lat; srednia wieku: 33,6 + 9,4).

3.2. Przygotowanie materialu do badan mikrobiologicznych

Do badan pobierano wymazy odpowiednio z ropnych zmian skérnych oraz z tylne;j
$ciany gardla od pacjentow nie bedacych pod wptywem antybiotyku w ostatnich trzech

tygodniach. Natychmiast po pobraniu materiat posiewano na podtoza mikrobiologiczne.
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3.3. Badania mikrobiologiczne i immunologiczne

3.3.1. Hodowla bakterii Staphylococcus aurues
Do diagnostyki mikrobiologicznej w warunkach tlenowych wykorzystano podtoza

state: agar wzbogacony z dodatkiem 5% krwi baraniej oraz podloze Chapmana,

zawierajace w swoim sktadzie:
1) Agar wzbogacony z 5% krwig barania:

- agar wzbogacony o pH 7.4 -7.6
- 5% krew barania (30ml krwi na 500ml podtoza agarowego)
Do rozpuszczonego, ozigbionego do temperatury 40-50°C agaru, dodawano jalowej

odwloknionej krwi baraniej. Doktadnie mieszano i rozlewano na ptytki Petriego.
2) Podtoze Chapmana:

- wyciag wotowy lg

- trzustkowy hydrolizat kazeiny 5¢g

- hydrolizat pepsynowy tkanki zwierzecej Sg

- NaCl (75 g)

- agar (15 9)

- mannitol (10 g)

- czerwien fenolowa roztwor 0.2% w 50% alkoholu etylowym (12.5 ml)
- 1000ml wody destylowanej

pH 7,4 40,2

Sterylizowano w temp. 121° C, 15min.

Podloze wybiodrczo-réznicujace, przeznaczone do izolacji gronkowcoéw. Duze stezenia
NaCl (7,5%) hamuje wzrost flory towarzyszacej, zwlaszcza pateczek Gram-ujemnych.
Rozktad zawartego w podlozu mannitolu pozwala na wstepne roznicowanie gatunkow
w obrebie rodzaju Staphylococcus. Dodatek wskaznika — czerwieni fenolowej sprawia, ze

kolonie bakterii rozktadajace mannitol sg zotte.

Hodowle przeprowadzano na podlozu agar wzbogacony z dodatkiem 5% krwi
baraniej oraz na podtozu Chapmana w warunkach tlenowych, w temperaturze 37°C przez
24h. Dla uzyskania czystej hodowli oraz pojedynczych kolonii stosowano technike
posiewu redukcyjnego. Wtasciwosci morfologiczne i biochemiczne wyhodowanych
szczepOw S. aureus, potwierdzano barwieniem metodg Grama oraz testem na obecno$¢
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koagulazy zwigzanej (clumping factor) i wolnej. Ostateczng identyfikacje gatunkowa
dokonywano testem API ID 32 Staph (bioMerieux).

Szczepy MRSA identyfikowano oznaczajac wrazliwos¢ na cefoksytyne (FOX)
30 pg, (interpretacja wg EUCAST: cefoksytyna R < 21mm dla S. aureus), nastepnie
oznaczano MIC (minimalnego stezenia hamujacego) dla oksacyliny (OX) metoda E —test;
(interpretacja wg EUCAST: oksacylina R > 2 dla S. aureus).

Wykonano test aglutynacji lateksu Slidex MRSA Detection (bioMerieux)
wykrywajacy biatko PBP2a, produkt genu mecA warunkujgcego opornos¢ na meticyling.
Czasteczki lateksu optaszczone przeciwciatami monoklonalnymi przeciwko biatku PBP2a
reaguja specyficznie ze szczepami MRSA, dajac widoczng gotym okiem aglutynacje. Test
wykonywano uzywajac kilku badanych kolonii pochodzacych z agaru z 5% krwia, ktore
zawieszano w odczynniku ekstrakcyjnym (0.1M NaOH) i gotowano przez 3 minuty.
Nastepnie dodawano krople 0.5 M KH2PO4, intensywnie worteksowano oraz wirowano
okoto 4,5 RPM, 5 minut. Do reakcji uzywano 50 ul supernatantu, ktoéry nakrapiano na pole
testowe i mieszano z 50 ul odczynnika lateksowego. Dodatnia reakcja aglutynacji

uwidacznia si¢ w ciggu 3 minut. Jednocze$nie wykonywano kontrolg ujemna.

3.3.2. Oznaczanie lekowrazliwosci badanych szczepow Staphylococcus aureus

Oznaczenie lekowrazliwosci gronkowcow metodg dyfuzyjno — krazkowa (metoda
Kirby-Bauera) przeprowadzono na podtozu Mueller — Hinton agar (MHA), zawierajacego
w swoim sktadzie:

- wycigg wolowy 2¢g

- kwasny hydrolizat kazeiny 17,5g

- skrobia 1,59

-agar 179

- 1000ml wody destylowanej

pH7,3+£0,2

Sterylizowano w temp. 121° C, 15min.
Stosowano zawiesing badanych szczepéw o gestosci 0,5 McFarlanda. Uzywano krazki
z nastepujgcymi antybiotykami:

cefoksytyna (FOX) 30 ug

erytromycyna (E) 15 pg

kindamycyna (Da) 2 ug
trimetoprim/sulfametoksazol (SXT) 1,25/23,75 ug
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Antybiogramy inkubowano przez 24h w temp. 35°C, w atmosferze tlenowej. Nastgpnie
wykonano pomiar stref zahamowania wzrostu (zwracajac szczegdlng uwage na pojedyncze
kolonie w strefie). Odczyt przeprowadzano w $wietle odbitym. Uzyskane wartos$ci
interpretowano zgodnie z zaleceniami EUCAST (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing; 2010).

Szczepy wzorcowe:
Staphylococcus aureus ATCC 25923 - wrazliwy na meticyling

Staphylococcus aureus ATCC 43300 - oporny na meticyling

Oznaczanie MIC (minimalnego stezenia hamujacego) oksacyliny (OX) dla
szczepOW MRSA wykonano metoda dyfuzji z paska zawierajacego gradient antybiotyku

(E — test) zgodnie z zaleceniami producenta [31].

Do oznaczenia stosowano podtoze Mueller Hinton agar (MHA) z dodatkiem 2%
NaCl oraz zawiesing badanych szczepow o gestosci 0,5 McFarlanda, ktérag nanoszono
wymazowka na plytki z podlozem rozprowadzajac w trzech kierunkach. Na wysiane
podioza nanoszono pasek z oksacyling. Prowadzono inkubacj¢ przez 24h w 35°C,
w atmosferze tlenowej. Nastepnie odczytywano wyniki w swietle przechodzacym
z uzyciem lupy. Obecnos¢ pojedynczych kolonii i podrost w strefie zahamowania wzrostu
wokot paska traktowano jako opornos$¢ na dane stezenie antybiotyku. Uzyskane warto$ci

interpretowano zgodnie z zaleceniami EUCAST.

3.3.3. Ekstrakcja DNA
Do izolacji DNA uzywano zestawu Genomic Mini (A&A Biotechnology). Zestaw

opiera si¢ na zdolno$ci wigzania si¢ DNA genomowego do z16z krzemionkowych
w wysokich stezeniach soli chaotropowych. Do probowki 1.5 ml pobierano 100 pl
hodowli bakteryjnej (S. aureus) uprzednio wstegpnie traktowanej lysostafing (zawieszano
bakterie w buforze TE — st¢zony Tris + EDTA; dodawano 10 pl roztworu lysostafiny
o stezeniu 1 mg/ml i inkubowano 10 minut w temperaturze 37°C). Nastepnie dodawano
200 pl uniwersalnego buforu lizujacego LT i 20 pl roztworu Proteinazy K. Catos¢
wymieszano i inkubowano w temperaturze 37°C przez 20 minut, Po czym przeniesiono do
75° C i inkubowano 5 min. Probke intensywnie worteksowano przez 20 sekund, wirowano
3 min. przy 10-15 tys. RPM. Pobrano supernatant i nanoszono na minikolumn¢ do

oczyszczania genomowego DNA. Wirowano 1 min. przy 10-15 tys. RPM, nastgpnie
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dodawano do kolumny 500 ul roztworu ptuczacego i ponownie wirowano 1 min. przy
10-15 tys. RPM. Minikolumng przenoszono do nowej proboéwki 2 ml i dodawano 400 ul
roztworu phuczacego. Wirowano 2 min. przy 10-15 tys. RPM. Osuszong minikolumng
umieszczano w nowej probowce 1.5 ml i dodawano 200 pl buforu Tris (10mM TRIS.HCI
pH 8.5) uprzednio ogrzanego do temperatury 75°C. Inkubowano 5 minut w temperaturze
pokojowej, po czym wirowano 1 min. przy 10-15 tys. RPM. Minikolumn¢ usuwano,
a oczyszczone DNA znajdujace si¢ w probowce przechowywano w temp. - 20°C do czasu

dalszych analiz.

3.3.3.1. Wykrywanie genu mecA
Do wykrywania genu mecA stosowano zestaw diagnostyczny duplex PCR. Reakcja

PCR zostala przeprowadzona w 25 ul mieszaniny reakcyjnej zawierajacej 1 x bufor PCR
zawierajacy 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl, 200 uM kazdego
trojfosforanu deoksynukleotydu, 2,5 uM polimerazy Tag, 0.2 uM kazdego startera oraz
1 ul matrycy DNA.

Zastosowano nastgpujace startery reakcji PCR:

mecA: MecAl (5-GTA GAA ATG ACT GAA CGT CCG ATA)
[ MecA2 (5-CCA ATT CCACAT TGT TTC GGT CTA)
femB: FemB1 (5-TTA CAG AGT TAACTG TTA CC)

[ FemB2 (5'-ATA CAA ATC CAG CAC GCT CT)

Reakcje PCR przeprowadzano w termocyklerze Mastercycler gradient (Eppendorf),

W nastgpujacych warunkach amplifikacji:

- denaturacja wstgpna w temperaturze 94°C przez 4 min
- denaturacja 94°C przez 45s

- dolaczanie starterow 50°C przez 45 S

- elongacja 72°C przez 60 s

- wydluzanie koncowe 72°C przez 2 min
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Liczba cykli w reakcji PCR wynosita 30. Produkt PCR poddawano elektroforezie
w 1% zelu agarozowym i po barwieniu bromkiem etydyny odczytywano wynik. Za wynik
pozytywny przyjmowano obecno$¢ produktow reakcji PCR o wielko$ci 310 par zasad dla

genu mecA i 651 par zasad dla femB.

3.3.3.2. Wykrywanie grup specyficznosci agr

Do wykrywania gendw grup specyficznosci agr uzyto dwoch reakcji duplex PCR
wg metody Shopsin i wsp. [97]. Wczesny primer (5’-ATGCACATGGTGCACATGC-3’)
nalezacy do konserwatywnej sekwencji genu agr B uzywano we wszystkich reakcjach.
Sekwencje specyficzne dla kazdego genu agr byty amplifikowane przez 4 primery oparte
0 polimorfizm nukleotydow gendéw agr D lub agr C.

Zastosowano nastgpujace startery reakcji PCR:

-agr I, 5’-GTCACAAGTACTATAAGCTGCGAT-3’ (dla genu agrD, wielko$¢ produktu:
440 bp);

-agr 1I, 5-GTATTACTAATTGAAAAGTGCCATAGC-3’ (dla genu agrC, wielkosé
produktu: 572 bp );

-agr III, 5-CTGTTGAAAAAGTCAACTAAAAGCTC-3’ (dla genu agrD, wielko$é¢
produktu: 406 bp);

-agr IV, 5’-CGATAATGCCGTAATACCCG-3’ (dla genu agrC, wielko$¢ produktu: 588

bp).

Poniewaz rozmiary produktéw reakcji PCR dla grup agr I 1 III oraz II i IV byly podobne,
wykonano 2 reakcje dupex PCR.

Reakcja PCR zostata przeprowadzona w 25 pl mieszaniny reakcyjnej zawierajacej 10 pl
10 x stezonego buforu PCR, 2.5 mM MgCl,, 200 uM dNTP, 2.5 jednostek polimerazy
Taq, 20 pmol kazdego primera oraz 1 ul matrycy DNA. Reakcje PCR przeprowadzano
w termocyklerze Mastercycler gradient (Eppendorf), w nastepujacych warunkach

amplifikacji:

- denaturacja wstgpna 94°C 5 min,
- denaturacja 94°C, 1 min,

- dotaczanie starteréw 55°C, 1 min,
- elongacja 72°C, 1 min,

- wydtuzanie koncowe 72°C, 2 min.
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Liczba cykli w reakcji PCR wynosita 30. Produkty PCR poddawano elektroforezie w 1%

zelu agarozowym i po barwieniu bromkiem etydyny odczytywano wynik.

3.3.4. Oznaczanie cytokin

3.3.4.1 . Oznaczanie surowiczego INF-y
Oznaczanie INF-y wykonano w surowicy krwi metoda immunoenzymatyczng

(ELISA), przy uzyciu zestawu wysokiej czutosci - Human INF-y HS Immunoassay
(eBioscience), charakteryzujacy sie $rednig minimalng wykrywalnos$cig (MDD) wynoszaca
0,06 pg/ml.

3.3.4.2. Oznaczanie surowiczej IL-4
Oznaczanie IL-4 wykonano w surowicy krwi metodg immunoenzymatyczng (ELISA),

przy uzyciu zestawu wysokiej czutosci - Quantikine HS Human IL-4 Immunoassay (R&D
System), charakteryzujacy si¢ S$redniag minimalng wykrywalno$cia (MDD) wynoszaca
0,11 pg/ml.

3.3.4.3. Oznaczanie surowiczej IL-10
Oznaczanie IL-10 wykonano w surowicy krwi metodg immunoenzymatyczng

(ELISA), przy uzyciu zestawu wysokiej czutosci - Quantikine HS Human IL-10 Immunoassay
(R&D System), charakteryzujacy si¢ $rednig minimalng wykrywalno$ciag (MDD) wynoszaca
ponizej 0,5 pg/ml.

3.3.4.4. Oznaczanie surowiczej IL-17A
Oznaczanie IL — 17 wykonano w surowicy krwi metoda immunoenzymatyczng

(ELISA), przy uzyciu zestawu - Human IL-17 Platinum Immunoassay (eBioscience),

charakteryzujacy si¢ $rednig minimalng wykrywalno$cig (MDD) wynoszaca 0,5 pg/ml.

3.3.4.5. Oznaczanie surowiczego TNF-a
Oznaczanie TNF-o. wykonano w surowicy krwi metoda immunoenzymatyczng

(ELISA), przy uzyciu zestawu wysokiej czutosci - Quantikine HS Human TNF-o/TNFSF1A
Immunoassay (R&D Systems), charakteryzujacy si¢ $rednig minimalng wykrywalno$cig
(MDD) wynoszaca 0,106 pg/ml.

3.3.4.6. Oznaczanie surowiczej IL-1B

Oznaczanie IL-Ip wykonano w surowicy krwi metoda immunoenzymatyczng

(ELISA), przy uzyciu zestawu wysokiej czutosci - Quantikine HS Human IL-1B/IL-1F2
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Immunoassay (R&D System), charakteryzujacy si¢ $rednig minimalng wykrywalno$cia

(MDD) wynoszaca 0,057 pg/ml.

3.3.4.7. Oznaczanie surowiczej IL-12

Oznaczanie IL-12 wykonano w surowicy krwi metoda immunoenzymatyczng
(ELISA), przy uzyciu zestawu wysokiej czuto$ci - Human IL-12p70 HS Immunoassay
(eBioscience), charakteryzujacy sie Srednig minimalng wykrywalno$cig (MDD) wynoszaca

0,1 pg/ml.

3.3.4.8. Oznaczanie surowiczego TGF- 1

Oznaczanie TGF- Bl wykonano w surowicy krwi metodag immunoenzymatyczng
(ELISA), przy uzyciu zestawu - Quantikine Human TGF- 1 Immunoassay
(R&D System), charakteryzujacy si¢ $rednig minimalng wykrywalnoscia (MDD)
wynoszaca 4,61 pg/ml.

Badania wszystkich cytokin wykonywano zgodnie z protokotami producentow.
Warto$¢ absorbancji, w zaleznosci od badanej cytokiny, odczytywano przy dtugosci fali
A= 450nm lub 490nm za pomocg czytnika Reader 250 (bioMerieux). Wyniki obliczano

z wyznaczeniem krzywej standardowej.
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3.4. Analiza statystyczna wynikéw

Uzyskane w badaniach wyniki analizowano przy uzyciu programu komputerowego
STATISTICA 8 dla systemu operacyjnego Windows. W analizie statystycznej
zastosowano testy nieparametryczne, ktore pozwalaja na wyliczenie szerokiego zakresu
roznych miar potozenia ($rednia) 1 dyspersji (odchylenie standardowe) dajac w ten sposob
pelny obraz danych. Sg to metody niezalezne od parametrow lub niezalezne od rozktadu.

W analizie porownawczej poziomoéw cytokin w badanych grupach zastosowano test
nieparametryczny Kruskala-Wallisa z testem Dunn'a. Test rangowy Kruskala-Wallisa
sprawdza czy w uktadzie 3 grup znajda si¢ 2 grupy, ktore r6znig si¢ migdzy sobg istotnie
(p < 0,05). W przypadku wystgpienia takich dwoch grup stosowano test Dunn' a, ktéry
wykrywa réznigce si¢ miedzy soba grupy.

W analizie poréwnawczej wystepowania grup specyficznosci agr zastosowano

test Gaussa wskazujacy na réznicg pomiedzy dwoma wskaznikami struktury.

Roznice uznawano za istotng statystycznie jesli p < 0,05, natomiast wysoce istotne

réznice weryfikowano przy poziomie istotnosci p < 0,001.
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IV. WYNIKI I ICH OMOWIENIE

4.1 Analiza kliniczna badanych grup pacjentow

4.1.1. Ocena struktury badanej populacji

Badaniami objeto 90 dorostych chorych obojga pici z potwierdzonym zakazeniem
Staphylococcus aureus. W obrebie badanej populacji, wyrézniono dwie grupy chorych.
Pierwsza stanowili chorzy z przewleklymi chorobami ropnymi skory zwigzanymi
z zakazeniem S. aureus (grupa ), natomiast drugg pacjenci z przewlektymi zakazeniami
gornych drég oddechowych (rhinopharyngitis) zwigzanymi z zakazeniem S. aureus

(IT grupa). Trzecig grupe — kontrolna stanowito 25 zdrowych oséb.

Grupa | obejmowata 50 pacjentow (28 mezczyzn i 22 kobiety w wieku 18-52 lat; $rednia
wieku: 35,3 +£9,2).

Grupe Il stanowito 40 pacjentéow (18 mezczyzn i 22 kobiety w wieku 18-52 lat; srednia
wieku: 36,4 + 9 .4).

Grupa Il obejmowata 25 zdrowych oséb (11 mezczyzn i 14 kobiet w wieku 18-50 lat;
$rednia wieku: 33,6 = 9.4).
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4.2. Ocena lekowrazliwosci Staphylococcus aureus
Wystepowanie szczepéw MRSA stwierdzono u 5 chorych (5,6 %); 3 przypadki

u pacjentdOw z zakazeniami skory (grupa I) oraz 2 przypadki u chorych z zakazeniem
gornych dréog oddechowych (grupa II). Oporno$¢ na erytromycyne wystapita u 27 chorych;
odpowiednio u 15 osob z zakazeniami skory (grupa I) i u 12 pacjentdw z zakazeniami
gornych drog oddechowych (grupa II). Brak wrazliwosci na klindamycyne wystapit
u 17 chorych; 10 chorych z zakazeniami skory (grupa I) oraz u 7 chorych z zakazeniami
gornych dréog oddechowych (grupa II). Oporno$¢ na trimetoprim/ sulfametoksazol
stwierdzono u 1 chorego z zakazeniem gornych drog oddechowych (grupa II). Uzyskane

wyniki oznaczen lekoopornosci przedstawiono w tabeli 1 oraz na rycinie 3.

Tab. 1. Zestawienie liczbowe analizy lekoopornosci u izolowanych szczepow S. aureus.

Grupall Grupa Il
S R ) R
Antybiotyki
liczba liczba liczba liczba
(%0) (%0) (%) (%0)
Cefoksytyna 47 3 (MRSA) 38 2 (MRSA)
(FOX) (94) (6) (95) (5)
Erytromycyna 35 15 28 12
(E) (70) (30) (70) (30)
Klindamycyna 40 10 33 /
(Da) (80) (20) (82,5) (17,5)
Trimetoprim/
50 0 39 1
sulfametoksazol (100) ) 975) 25)
(SXT) ’ ’
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Ryc. 4. Graficzne przedstawienie lekoopornosci badanych szczepow S. aureus w grupie
chorych z przewleklymi chorobami ropnymi skory (grupa l)oraz u chorych z zakazeniami
gornych drog oddechowych (grupa II).

4.3. Ocena wystepowania grup specyficznosci agr u Staphylococcus aureus
Wystegpowanie grup specyficznosci agr ksztaltowato si¢ nastepujaco: u 20 osob

stwierdzono szczepy nalezace do agr I w tym 12 w grupie z zakazeniami skory (grupa I)
1 8 wérdd pacjentdw z zakazeniami goérnych drog oddechowych (grupa II). Przynaleznos¢
do agr II stwierdzono u 8 chorych w tym u 5 z zakazeniami skory oraz u 3 z zakazeniami
gornych drog oddechowych. Wystepowanie agr Il oznaczono u 7 chorych:
u 4 z zakazeniami skory oraz u 3 zakazeniami gornych drég oddechowych. Przynalezno$¢
do agr IV wystapita u szczepow od 55 chorych, w tym u 29 z zakazeniami skory (grupa I)
iu 26 z zakazeniami goérnych drog oddechowych (grupa II).
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Tab. 2. Zestawienie wystgpowania grup specyficznosci agr wsrod badanych szczepow
S. aureus u chorych z zakazeniami skory (grupa 1) oraz u chorych z zakazeniami gornych

drog oddechowych (grupa II).

grupa | grupa Il P poml@d.zy
agr grupami
(n=50) (n=40) Lvs 11
| 12 (24%) 8 (20%) p=0,6513
T 5 (10%) 3 (7,5%) p=0,6798
n 4 (8%) 3 (7,5%) p=0,8588
IV 29 (58%) 26 (65%) p=0,5003
liczba
pacjen}é/
30
25
20
B Grupa | (n=50)
15
Grupa Il (n=40)

10

I r

agr | agrll agr Il agr Vv

Ryc. 5. Graficzne przedstawienie wystepowania grup specyficznosci agr wsrod badanych
szczepow S. aureus u chorych z przewleklymi chorobami ropnymi skory (grupa 1) oraz
u chorych z zakazeniami gornych drog oddechowych (grupa I1).

Analizujac uzyskane wyniki stwierdzono, ze wartosci w obregbie poszczegoélnych

grup specyficznosci agr I, I, I, IV nie réznily si¢ istotnie statystycznie (p=0,6725)
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pomigdzy grupa chorych z zakazeniem skory (grupa I), a grupa chorych z zakazeniami
gardta (grupa II).

Wyniki oznaczen statystycznych grup specyficznosci agr u chorych z zakazeniami
skory (grupa 1) ksztattowaly si¢ nastgpujaco: agr | vs agr II nie roznily si¢ istotnie
statystycznie (p=0,0654), agr | vs agr III byty istotnie zwickszone (p=0,0315), agr | vs agr
IV byly istotnie zwigkszone (p=0,0008), agr Il vs agr Il nie roznily si¢ istotnie
statystycznie (p=0,7275), agr Il vs agr IV warto$ci byty istotnie zwigkszone (p<0,0001),
agr 11 vs agr IV warto$ci byty istotnie zwigkszone (p<0,0001).

Wiyniki oznaczen statystycznych grup specyficznosci agr u chorych z zakazeniami
gornych drog oddechowych (grupa II) ksztattowaly sie nastgpujaco: agr I vs agr II nie
roznily si¢ istotnie statystycznie (p=0,1086), agr I vs agr IIl nie roznity si¢ istotnie
statystycznie (p=0,1086), agr I vs agr IV byly istotnie zwiekszone (p=0,0001), agr Il vs agr
IIT nie roznily si¢ istotnie statystycznie (p=1,0000), agr II vs agr IV wartos$ci byly istotnie
zwigkszone (p<0,0001), agr III vs agr IV wartosci byly istotnie zwigkszone (p<0,0001).
2-3 oraz na rycinie 4.

Uzyskane wyniki oznaczen przedstawiono w tabeli

Tab. 3. Analiza statystyczna poziomu istotnosci pomiedzy grupami agr u chorych z zakazeniami
skory (grupa 1) oraz u chorych z zakazeniami gornych drog oddechowych (grupa II).

grupa | grupa Il
aar I 1 IV I 1l IV
| Lvs I Lvs I sty Vsl L o s IV
p=0,0654  p=0,0315* p=0,0008* P=0.1086  P=L, p=0,0001*
s 111 I vs IV I vs 11 Ivs IV
1 - p=0,7275  p<0,0001* p=1,0000  p<0,0001*
] ] 1 vs IV ] _ 1 vs IV
1] p<0,0001* p<0,0001*
IV - - - - - -

* oznaczono roznice statystycznie istotng (p<0,05)
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4.4. Ocena surowiczych pozioméw TGF-$1
Wyniki przeprowadzonych oznaczen TGF-B1 przedstawiono w tabeli 4 oraz na

rycinie 6. W surowicy krwi osob zdrowych - grupa kontrolna (grupa Ill) - uzyskane
wartosci badanej TGF -B1 srednio wynosity 19,33+8,46 ng/ml. W surowicach chorych
z zakazeniami skory (grupa I) wartosci wynosity 16,21 = 8,61 ng/ml. W surowicy chorych
z zakazeniami gornych drog oddechowych (grupa 1I) wartosci wynosily

15,84 + 8,94 ng/ml.

Tab. 4. Zestawienie wynikow surowiczego TGF — 1 wraz z analizq statystyczng u chorych
z zakazeniami skory (grupa I) oraz u chorych z zakazeniami gornych drog oddechowych
(grupa Il) i w grupie kontrolnej osob zdrowych (grupa III).

Grupy chorych
Bada.n a Poziom istotnosci
cytokina ®)
[ng/mi] Grupa | Grupa Il Grupa I11
(n=50) (n =40) (n=25)
TGF-p1  16,21+8,61  1584+894 19,33 + 8,46 p=0.1516

4.5. Ocena surowiczych pozioméw cytokin wytwarzanych przez limfocyty Th (IFN-y,
IL—4, IL-10, IL-17A)

Wyniki przeprowadzonych oznaczen cytokin: IFN-y, 1L—-4, 1L-10, IL-17A,
przedstawiono w tabeli 8 oraz na rycinach 9-12.W surowicy krwi 0sob zdrowych - grupa
kontrolna (grupa Ill) - wuzyskane wartosci badanych cytokin s$rednio wynosily
0,44 + 0,33 pg/ml dla IFN-y, 0,24 + 0,12 pg/ml dla IL-4, 1,58 + 0,97 pg/ml dla IL-10,
1,93 + 0,83 pg/ml dla IL-17A. W surowicach chorych z zakazeniami skory (grupa I)
warto$ci oznaczanych cytokin $rednio wynosity: 0,98 + 0,55 pg/ml dla IFN-y,
0,29 £ 0,14 pg/ml dla 1L-4, 1,82 + 1,28 pg/ml dla IL-10, 4,93 + 1,54 pg/ml dla IL-17A.
W surowicach pacjentow z zakazeniami gornych drog oddechowych (grupa II) wartosci
wynosity: 0,87 = 0,51 pg/ml dla IFN-y, 0,28 + 0,14 pg/ml dla IL-4, 1,72 + 1,28 pg/ml dla
IL-10, 4,87 £ 1,57 pg/ml dla IL-17A.
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Tab. 5. Zestawienie wynikow badanych cytokin wraz z analizq statystyczng (IFN-y, IL-4,
IL-10, IL-17A4) u chorych z zakazeniami skory (grupa I) i u chorych z zakazeniami gornych

drog oddechowych (grupa Il) oraz w grupie kontrolnej osob zdrowych (grupa I11).

Grupy chorych
Badana Lo -
. Poziom istotnosci
cytokina
[pg/mi] Grupa | Grupa Il Grupa Il (P)
(n =50) (n=40) (n=25)
11 vs 11 p<0.0001*
IFN-y 0,98 + 0,55 0,87 £ 0,51 0,44 £ 0,33 11 vs | p<0.0001*
Il vs 1 p>0.05
IL-4 0,29 + 0,14 0,28 + 0,14 0,24 + 0,12 p=0.2297
IL-10 1,82 + 1,28 1,72 £ 1,28 1,58 £ 0,97 p=0.8799
11 vs 11 p<0.0001*
IL-17A 4,93 +1,54 4,87 + 1,57 1,93 + 0,83 11 vs | p<0.0001*

Il vs 1 p>0.05

* oznaczono roznice statystycznie istotng wzgledem grupy kontrolnej (p<0,05)

4.6. Ocena surowiczych pozioméw cytokin prozapalnych (monokin) wytwarzanych
przez monocyty/makrofagi (TNF-a, IL-1, IL-12)

Wiyniki przeprowadzonych oznaczen cytokin: TNF-a, IL-1pB, IL-12, przedstawiono
w tabeli 6 oraz na rycinach 13-15. W surowicy krwi os6b zdrowych - grupa kontrolna
(grupa 11) - uzyskane warto$ci badanych cytokin $rednio wynosity: 0,61 + 0,36 pg/ml dla
TNF-a, 0,26 + 0,14 pg/ml dla IL-1p, 0,38 = 0,31 pg/ml dla IL-12. W surowicach chorych
z zakazeniami skory (grupa I) warto$ci oznaczanych cytokin wynosity $rednio:
0,77 £ 0,39 pg/ml dla TNF-a, 0,54 + 0,25 pg/ml dla IL-1pB, 0,45 + 0,35 pg/ml dla IL-12.
W surowicach pacjentéw z zakazeniami gornych dréog oddechowych (grupa II) warto$ci
wynosity: 0,74 + 0,3 pg/ml dla TNF-a, 0,50 £+ 0,25 pg/ml dla IL-1p, 0,42 + 0,33 pg/ml dla
IL-12.
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Tab. 6. Zestawienie wynikow badanych cytokin oraz analiza statystyczna (TNF-a, IL-1p,
IL-12) u chorych z zakazeniami skory (grupa 1) i u chorych z zakazeniami gornych drog
oddechowych (grupa Il) oraz w grupie kontrolnej osob zdrowych (grupa I1I).

Badana Grupy chorych . -
. Poziom istotnoSci
cytokina ®)
[pg/ml] Grupa | Grupa Il Grupa Il P
(n=50) (n =40) (n=25)
TNF-a 0,77 + 0,39 0,74 + 0,3 0,61 = 0,36 p=0.1853
Il vs 1 p>0.05
IL-1p 0,54 + 0,25 0,50 + 0,25 0,26 + 0,14 111 vs | p<0.0001 *
1 vs 11 p<0.0001*
IL-12 0,45 = 0,35 0,42 + 0,33 0,38 + 0,31 p=0.7512

* oznaczono roznice statystycznie istotng wzgledem grupy kontrolnej (p<0,05)
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Ryc. 6. Graficzne przedstawienie Srednich wartosci poziomow badanych cytokin (pg/ml)
w grupie chorych z przewleklymi chorobami ropnymi skory (grupa I).
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Ryc. 7. Graficzne przedstawienie Srednich wartosci pozioméw badanych cytokin (pg/ml)
w grupie chorych z przewleklymi zakazeniami gornych drog oddechowych zwigzanymi
z zakazeniem S. aureus (grupa Il).
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Ryc. 8. Graficzne przedstawienie Srednich wartosci poziomow badanych cytokin (pg/ml)
w grupie kontrolnej (grupa Il1).
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Analizujgc uzyskane wyniki stwierdzono, ze st¢zenia TGF-B1 nie rdznity si¢

istotnie statystycznie mi¢dzy poszczegdlnymi grupami (p=0.1516).

Wyniki oznaczen IFN-y byly istotnie zwigkszone (p<0.0001) w grupach chorych
z przewlektymi chorobami ropnymi skory (grupa I) oraz u chorych z przewleklymi
zakazeniami gornych drog oddechowych (grupa II) w porownaniu z grupg kontrolng
(grupa 1l1). Jednoczes$nie wartosci stgzen IFN-y nie roznily si¢ statystycznie pomiedzy

grupa [ 111 (p>0.05).

Wyniki oznaczen IL-4 1 IL-10 nie réznily si¢ istotnie statystycznie migdzy

poszczegdlnymi grupami (p>0,05).

Wyniki oznaczen IL-17A byly istotnie zwigkszone (p<0.0001) w grupach chorych
z przewlektymi chorobami ropnymi skory (grupa I) oraz u chorych z przewleklymi
zakazeniami goérnych drog oddechowych (grupa II) w poréwnaniu z grupa kontrolng
(grupa Il1). Jednoczesnie wartosci stezen IL-17A nie roznily si¢ statystycznie pomigdzy
grupa [ 111 (p>0.05).

Wyniki oznaczen TNF-o nie réznily si¢ istotnie statystycznie migdzy

poszczegolnymi grupami (p=0.1853).

Wyniki oznaczen IL-1B byly istotnie zwigkszone (p<0.0001) w grupach chorych
z przewlektymi chorobami ropnymi skéry (grupa I) oraz u chorych z przewleklymi
zakazeniami gornych drog oddechowych (grupa II) w poréwnaniu z grupa kontrolng
(grupa ). Jednoczes$nie wartosci stezen IL-1B nie roznity si¢ statystycznie pomiedzy

grupg 1111 (p>0.05).

Warto$ci oznaczen IL-12 nie rdéznily si¢ istotnie statystycznie miedzy

poszczegbdlnymi grupami (p=0.7512).
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Tab. 7. Analiza statystyczna poziomu cytokin (TGF-f1, IFN-y, IL-4, IL-10, IL-17A, TNF-a, IL-15, IL-12) w surowicach chorych w z przewleklymi
chorobami ropnymi skory (grupa 1) oraz w surowicach chorych z przewleklymi zakazeniami gornych drog oddechowych (grupa Il) oraz w grupie
kontrolnej 0sob zdrowych (grupa IlI).

Badane cytokiny

TGF-p1 IFN-y IL-4 IL-10 IL-17A TNF-a IL-1B IL-12
Badani
chorzy poziom istotnosci roznic miedzy grupami chorych
grupal/
. p=0,1516 p>0,05 p=0.2297 p=0.8799 p>0,05 p=0.1853 p>0,05 p=0.7512
grupa
grupa I/
i p=0,1516 p<0,0001* p=0.2297 p=0.8799 p<0,0001* p=0.1853 p<0,0001* p=0.7512
grupa
grupa I/
i p=0,1516 p<0,0001* p=0.2297 p=0.8799 p<0,0001* p=0.1853 p<0,0001* p=0.7512
grupa

* oznaczono roznice statystycznie istotng wzgledem grupy kontrolnej (p<0,05).
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Ryc. 9. Graficzne przedstawienie wartosci Srednich poziomow TGF -1 u chorych
z przewleklymi chorobami ropnymi skory (grupa 1) i chorych z przewleklymi zakazeniami
gornych drog oddechowych (grupa II) oraz w grupie kontrolnej osob zdrowych (grupa I11)
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Ryc. 10. Graficzne przedstawienie wartosci Srednich pozioméw IFN-y u chorych
z przewleklymi chorobami ropnymi skory (grupa 1) i chorych z przewleklymi zakazeniami
gornych drog oddechowych (grupa Il) oraz w grupie kontrolnej osob zdrowych (grupa I1l).

42



IL-4

pg/ml
0,3

0,25

0,05

Grupal Grupall Grupa llI

Ryc. 11. Graficzne przedstawienie wartosci Srednich pozioméw IL-4 u chorych
z przewlekltymi chorobami ropnymi skory (grupa 1) i chorych z przewleklymi zakazeniami
gornych drog oddechowych (grupa II) oraz w grupie kontrolnej osob zdrowych (grupa I11).
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Ryc. 12. Graficzne przedstawienie wartosci Srednich pozioméw IL-10 u chorych
z przewleklymi chorobami ropnymi skory (grupa 1) i chorych z przewleklymi zakazeniami
gornych drog oddechowych (grupa Il) oraz w grupie kontrolnej osob zdrowych (grupa I1I).
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Ryc. 13. Graficzne przedstawienie wartosci srednich pozioméw IL-17A u chorych
z przewlekltymi chorobami ropnymi skory (grupa 1) i chorych z przewleklymi zakazeniami
gornych drog oddechowych (grupa II) oraz w grupie kontrolnej osob zdrowych (grupa I11).
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Ryc. 14. Graficzne przedstawienie wartosci Srednich pozioméw TNF-o. u chorych
z przewleklymi chorobami ropnymi skory (grupa 1) i chorych z przewleklymi zakazeniami
gornych drog oddechowych (grupa 1) oraz w grupie kontrolnej 0sob zdrowych (grupa I1I).
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Ryc. 15. Graficzne przedstawienie wartosci Srednich poziomow IL-1f u chorych
z przewlekltymi chorobami ropnymi skory (grupa 1) i chorych z przewleklymi zakazeniami
gornych drog oddechowych (grupa I1) oraz w grupie kontrolnej 0sob zdrowych (grupa 111).
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Ryc. 16. Graficzne przedstawienie wartosci Srednich pozioméw IL-12 u chorych
z przewleklymi chorobami ropnymi skory (grupa 1) i chorych z przewleklymi zakazeniami
gornych drog oddechowych (grupa Il) oraz w grupie kontrolnej 0sob zdrowych (grupa I11).
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V. DYSKUSJA

W niniejszej pracy zanalizowano na podstawie przeprowadzonych badah poziomy
krazacych cytokin wytwarzanych przez subpopulacje limfocytow Th,
monocytoéw/makrofagow 1 komorek epitelialnych u chorych z przewlektymi zakazeniami
S. aureus, a takze dystrybucj¢ grup specyficznosci agr oraz lekowrazliwo$¢ wsrod
izolowanych klinicznych szczepow S. aureus.

Transformujgcy czynnik wzrostu-p1 (TGF-B1), wytwarzany glownie przez pobudzone
limfocyty T i makrofagi wywiera wptyw na procesy proliferacji i roéznicowania komorek oraz
wykazuje silne dzialanie immunomodulacyjne. Cytokina ta charakteryzuje si¢ dziataniem
immunosupresyjnym, hamuje pobudzenie i proliferacj¢ limfocytow Thl, zmniejsza ilo§¢
wydzielanego przez nie czynnika martwicy nowotworéw (TNF) i interleukiny 1 (IL—1)
[9, 36]. TGF-B wplywa na réznicowanie komoérek T CD4" w limfocyty stanu zapalnego Th17
[106].

IFN-y, gtownie produkowany przez aktywowane limfocyty Thl zapewnia optymalng
odpowiedz komorkows, a takze silng stymulacje monocytow/makrofagow, zwlaszcza
fagocytozy i mechanizméw wewnatrzkomorkowego zabijania mikrobow [100]. Zdolnos¢ ta
jest stymulowana przez zwickszenie wytwarzania nadtlenkow W granulocytach
obojetnochtonnych i makrofagach [6]. Jednak, nadprodukcja tej cytokiny jest zwigzana
z rozwojem reakcji zapalnej 1 autoimmunologicznej organizmu gospodarza, promujacej
patologi¢ narzagdowg lub uktadowa [95]. Z drugiej strony, IL-4 i IL-10, gtéwnie produkowane
przez aktywowane limfocyty Th2 warunkujg optymalng odpowiedZ humoralng, jednocze$nie
oddziatywujac supresyjnie na funkcje komorek Thl, a takze monocytow/makrofagdéw [30].
IL-4 petni funkcje autokrynna, wplywajac na réznicowanie dziewiczych komérek T CD4" do
Th2. IL-4 indukuje wydzielanie cytokin prozapalnych, jest zaangazowana w tworzenie
ogniska zapalnego. Przyczynia si¢ do powstawania limfocytow T cytotoksycznych. 1L-10
w szerokim zakresie ostabia odpowiedz komorkowa i hamuje odpowiedz zapalng [73].
Supresorowe dziatanie IL-10 na réznicowanie komoérek T CD4" polega na zmniejszaniu
liczby komoérek T, ograniczeniu migracji makrofagéw, oraz obnizeniu poziomu wydzielania
TNF i IL-12 przez monocyty [106]. IL-10 ma istotne znaczenie dla proliferacji i roznicowania
limfocytow B. Z kolei IL-17, gtéwnie wytwarzana przez aktywowane limfocyty Th17, jest
pro-zapalng cytoking, odgrywajaca istotng rol¢ w indukcji lokalnej oraz ogélnej reakcji
immunologicznej, przede wszystkim rekrutujgc neutrofile wobec patogenow [8].

Plejotropowe oddziatywanie IL-17 na liczne komorki, jej zdolno$¢ do indukcji ekspresji wielu
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mediatorow reakcji zapalnej migdzy innymi neutrofili, makrofagdw oraz fibroblastow,
komorek endo — i mezotelium, sprawia iz pelni ona role mediatora odpowiedzi zapalne;j.
Klasyczne, pro-zapalne cytokiny, TNF-a, IL-1 i IL-12, glownie produkowane przez
aktywowane monocyty/makrofagi, a takze przez komorki epitelialne charakteryzujg sie
szerokg immunostymulacyjng aktywnos$cig i jednoczesnie kooperujg z IL-17 w indukcji

odpowiedzi zapalnej organizmu [105].

Ryc. 17. Schemat prezentujgcy udziat IL-17 w indukcji odczynu zapalnego w przewleklym
zakazeniu S. aureus.

IL-17 promuje odczyn zapalny zapewniajagc migracje granulocytow (PMN) oraz monocytow
(MN) do ogniska zapalnego. To dziatanie wspomaga rowniez TGF-B1, ktory jednak nie ulega
zwigkszeniu u  badanych chorych, co oznacza, Ze nie bierze wudzialu

w indukcji odczynu zapalnego (Ryc. 17).

W przeprowadzonych badaniach wykazano zwigkszone poziomy krgzacych cytokin:
IFN-y 1 IL-17A, przy koncentracjach TGF-f1, IL-4 i [IL-10 pozostajacych
w zakresie warto$ci prawidlowych u pacjentow z przewleklymi zakazeniami S. aureus,
manifestujacych si¢ przewlekta ropna chorobg skoéry lub przewleklym zapaleniem gornych
drog oddechowych. Uzyskane rezultaty wskazuja na wystepujaca odpowiedz limfocytow
Th1/Th17, przy uposledzonej indukcji komoérek Th2 w przebiegu przewleklego zakazenia
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S. aureus. Wniosek ten czesciowo moga wspiera¢ badania in vitro prezentowane w pracach
Breuer i wsp. [11] i ostatnio Niebuhr i wsp. [78] wykazujace, ze a-toksyna, bedaca
33-KDa cytolizyng uwalniana przez S. aureus, indukuje sekrecje IFN-y i IL-17 przez ludzkie
komorki CD4" T. Jednoczeénie stwierdzono, ze gronkowcowy peptydoglikan (PGN) za
posrednictwem komorek dendrytycznych (DC) wywotuje odpowiedz Th1/Thl7 [39].
Ponadto, wzrost odsetka komoérek Thl i Thl7 w krwi obwodowej opisano u ludzi
w chorobach skory, w atopowym zapaleniu skory [59] i tuszczycy [69]. Obecnie, oprocz linii
limfocytow Thl i Th17, takze wyroznia si¢ komorki o mieszanym fenotypie Th17/Thl, ktére
facznie wykazujg aktywno$¢ komodrek Th17 i Thl, charakteryzujac si¢ produkcja zar6wno
IL-17, jak i IFN-y [1]. Komoérki Th17/Th1 charakteryzuja si¢ stabilng koekspresja czynnikéw
transkrypcyjnych T-bet i RORyt, najprawdopodobnicj wywodzg si¢ z limfocytow Thl7
i wystepuja w bardzo niskim odsetku populacji krazacych limfocytow T CD4" w krwi
obwodowej 0sob zdrowych, stanowigc tylko 0.05-0.11% [53, 65]. W kontekscie tych danych,
stwierdzony wzrost poziomoéw IFN-y i IL-17A w surowicach pacjentow moze by¢ rezultatem
preferencyjnej indukcji 1 akumulacji populacji komoérek Th17/Thl w wywotywanych
zakazeniem S. aureus w ogniskach zapalnych skéry lub sluzowki gornych drog oddechowych.
Aktywnos$¢ sekrecyjna tych komorek prawdopodobnie jest zwigzana z rozwojem
przewleklego procesu zapalnego wywolywanego zakazeniem S. aureus. Mozliwos¢ te
uprawdopodobniajg badania in vitro Boniface i wsp. [8] wykazujace, ze w odroznieniu od
ludzkich limfocytow Thl lub Th17, komoérki Th17/Thl charakteryzujg si¢ silniejszymi
wlasciwosciami indukcji stanu zapalnego. Z drugiej strony, Cho i wsp. [22] w badaniach na
modelu mysim, demonstrowali, ze IL-17 promujgc rekrutacj¢ neutrofili, jest konieczna dla
skutecznej obrony organizmu gospodarza wobec gronkowcowego zakazenia skory.
Stwierdzony 2,5-krotny wzrost poziomoéw krazacej IL-17A u chorych, zatem nie jest
wystarczajacy do indukcji adekwatnej odpowiedzi wobec zakazenia S. aureus, natomiast
moze synergistycznie z rOwnoczesnie uwalnianym IFN-y rozwijaé przewlekty proces zapalny.
W niniejszej pracy wykazano u chorych 2-krotne zwigkszenie poziomoéw krazacego IFN-y,
ktéremu jednak nie towarzyszyt wzrost krazacych poziomow TNF-a i IL-12. Z kolei, wykryty
wzrost poziomow krazacej IL-1B, moze by¢ efektem sekrecji tej cytokiny przez stymulowane
IFN-y komorki endothelium naczyniowego [8, 105]. Stwierdzone zatem zwigkszone poziomy
IFN-y nie sa wystarczajgce do  skutecznej indukcji  funkcji  sekrecyjnej
monocytow/makrofagow, a zwlaszcza komorek epitelialnych. Wniosek ten czg¢§ciowo moga
wspiera¢ badania Minegishi i wsp. [75], dokumentujace stabg odpowiedz sekrecyjng komorek

epitelialnych wobec IFN-y. Ponadto, powyzej cytowani autorzy wykazali, ze efektywno$¢
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odpowiedzi keratynocytow i komorek nablonka oskrzelowego, wiaczajac sekrecje chemokin
I przeciwdrobnoustrojowych peptydow jest silnie zalezna od synergistycznego dziatania IL-17
i innych cytokin pro-zapalnych (TNF-a+ IL-1p + IFN-y).

Tak wiec, w zakazeniu S. aureus skory lub gormych drég oddechowych moze dochodzi¢ do
preferencyjnej indukcji i akumulacji komérek Th17/Thl, co przy niedostatecznej odpowiedzi
cytokinowej monocytow/makrofagow, a zwlaszcza keratynocytéw lub nabtonka
oskrzelowego, promuje rozwo6j przewlektego procesu zapalnego.

Wsrod izolowanych szczepow S. aureus, pochodzacych zaréwno od chorych
z przewlekla ropna chorobg skory, jak i z zapaleniem gérnych dréog oddechowych wykazano
istotng dominacj¢ grupy specyficznosci 1V agr, podczas gdy dystrybucja pozostatych grup
specyficznosci agr nie roznila si¢ statystycznie. Dominacja grupy specyficznosci IV agr
u szczepow izolowanych od chorych w Polsce, gtownie z zakazeniami ropnymi opisano takze
wczesniej [40]. Ponadto stwierdzono, ze szczepy grupy specyficznosci IV agr rzadko
wystepuja wsréd zdrowych nosicieli S. aureus [23, 40]. Opisano takze zwigzek szczepow
S. aureus nalezacych do grupy specyficznosci IV agr z produkcja toksyn epidermolitycznych
(exfoliatyn — ET) i filogenetyczng grupa AF1 w odroznieniu od AF2 zwigzanej ze szczepami
grupy | i Il agr, i AF3 zwigzanej ze szczepami grupy III agr [49]. Jednak, w tej pracy
u zadnego z badanych pacjentow nie rozpoznano uogoélnionej lub zlokalizowanej postaci
gronkowcowego zespotu oparzonej skory - staphylococcal scalded skin syndrome (SSSS)
wywotywanego ET [96]. Te dane kliniczne wskazujg zatem, ze izolowane od chorych
szczepy S. aureus nie produkowaty ET. Ponadto, w surowicach badanych chorych poziomy
IFN-y, IL-17A i IL-1B nie byly znacznie wysokie, a koncentracje TNF-a pozostawaty
w zakresie warto$ci prawidtowych. Dobrze juz wiadomo, ze toksyny uwalniane przez
S. aureus: enterotoksyny, toksyna-1 zespotu wstrzasu toksycznego (TSST-1) i ET wykazuja
aktywnos¢ superantygenéw w oddziatywaniu na uktad odpornosciowy [77]. Rezultatem tej
aktywnosci sg wiec niezwykle wysokie poziomy krazacych réznych cytokin wlaczajac TNF-o
[86].

Lekooporno$¢ u badanych szczepoéw pochodzacych od chorych z przewlektymi
ropnymi chorobami skory oraz od chorych z przewleklymi zakazeniami goérnych drog
oddechowych (typu rhinopharyngitis) charakteryzowata si¢ w wigkszosci metycylino-
wrazliwoscig z wyjatkiem 5 szczepow MRSA. Oporno$é na trimetoprim/ sulfametoksazol
stwierdzono tylko u 1 chorego z zakazeniem gornych drog oddechowych.

Analizujac wystgpowanie grup specyficzno$ci agr, wykazano dominacj¢ grupy IV

u izolowanych szczepow S. aureus. Wydaje si¢ wiec mozliwym, ze ten fenotyp agr jest
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szczegolnie powigzany z aktywacja ekspresji czynnikow wirulencji, co warunkuje jego
preferencyjny zwiazek z patogennos$cia S. aureus.

Tak wiec na podstawie uzyskanych w niniejszej pracy wynikow mozna wnioskowac,
ze u chorych z zakazeniami S. aureus, manifestujgcymi si¢ przewlekla ropng chorobg skory
lub przewlektym zapaleniem gérnych drég oddechowych wystgpuje odpowiedz cytokinowa
Th17/Thl, ktorej nie towarzyszy dostateczna odpowiedz pro-zapalna
monocytoéw/makrofagow 1 komorek epitelialnych. Mozliwym jest zatem, ze limfocyty
Th17/Thl  sa odpowiedzialne za promocj¢ przewleklego procesu zapalnego
S. aureus. Jednoczesnie wykazano, ze wsrdd chorych dominujg szczepy nalezace do klasy 1V

agr, co wskazuje na preferencyjny jej zwigzek z patogenno$cia S. aureus.

& o
©6

Th1/Th17 >Th2
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Ryc. 18. Schemat prezentujgcy odpowiedz cytokinowg u pacjentow z przewlektym zakazZeniem
S. aureus.
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W zakresie odpowiedzi cytokinowej uzyskano wzrost poziomu IFN-y i IL-17, co
oznacza wzrost przewagi limfocytow Thl i Th17 nad limfokinami Th2. Jednoczes$nie nie
dochodzi do odpowiedzi monocytow 1 makrofagdéw, poniewaz wartosci limfokin
prozapalnych nie ulegajg zwigkszeniu. Nastgpstwem moze by¢ brak zabijania

wewnatrzkomorkowego sfagocytowanych gronkowcow (Ryc. 18).
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V1. WNIOSKI

1. Szczepy S. aureus zwigzane z przewlekla ropng chorobg skory lub przewlekltym
zapaleniem gornych drog oddechowych najczesciej sa wrazliwe na metycyling (szczepy

MSSA) oraz trimetoprim/sulfametoksazol.

2. Dominujaca grupa specyficzno$ci genow regulatorowych agr wsrdéd izolowanych
szczepOw klinicznych S. aureus jest grupa agr-IV, co wskazuje na preferencyjny jej zwigzek

Z patogennoscig S. aureus.

3. W zakazeniach S. aureus, manifestujacych si¢ przewlekla chorobg skéry lub zapaleniem
gornych drég oddechowych, nie ulega zwickszeniu surowiczy poziom TGF-f1, czego

nastepstwem moze by¢ ograniczona indukcja odczynu zapalnego.

4. W zakazeniach S. aureus, manifestujacych si¢ przewlekta chorobg skory lub zapaleniem
gornych drog oddechowych, wystepuje odpowiedz cytokinowa Th1/Thl7, co wydaje si¢

determinowac przewlekly proces zapalny.
5. Rozwoj przewlektego zakazenia S. aureus, manifestujacego si¢ przewlekta chorobg skory

lub zapaleniem goérnych drég oddechowych, wydaje si¢ by¢é zwigzany z uposledzong

odpowiedzig cytokinowa monocytéw/makrofagow.
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VII. STRESZCZENIE
WSTEP

Staphylococcus aureus — gronkowiec zlocisty nalezy do najczestszych gatunkow
bakterii wywotujacych zakazenia szpitalne i pozaszpitalne u ludzi, ktore zwykle manifestuja
si¢ ropng chorobg skory lub zapaleniem goérnych drog oddechowych. Antybiotykoterapia tych
stanow zapalnych jest czesto nieskuteczna, wystepuje nawrotowos¢ choroby, zwigzana
z przetrwalym zakazeniem S. aureus. Rola reakcji odpornosciowej w patogenezie
przewleklych zakazen S. aureus nadal nie jest jasna. Z kolei, chorobotworczos¢ S. aureus jest
determinowana wytwarzaniem wielu czynnikéw wirulencji, ktore u tego patogenu podlegaja
kontroli przez system globalnej regulacji - Agr (accessory gene regulator). Na podstawie
polimorfizmu genoéw agr, wyrdznia si¢ 4 gldwne grupy specyficznosci: agr-1, agr-11, agr-I11
I agr-IV. Bioragc pod uwagg powyzsze, celem pracy bylo zanalizowanie wystgpowania grup
specyficznosci agr wsrdd szczepdéw S. aureus izolowanych od chorych z przewlekltymi

zakazeniami S. aureus w kontekscie odpowiedzi cytokinowe;.

Dla realizacji powyzszego celu przyjeto nastepujace zadania badawcze:
1. Dokonanie oceny lekowrazliwosci szczepow S. aureus izolowanych od pacjentow
z przewleklymi ropnymi chorobami skory oraz od chorych z przewlektymi zakazeniami
gornych drog oddechowych.
2. Dokonanie oceny wystepowania grup specyficznosci agr u szczepéw S. aureus
izolowanych od pacjentéw z przewleklymi ropnymi chorobami skory oraz od chorych

z przewlektymi zakazeniami gornych drég oddechowych.

3.0cena poziomoéw transformujacego czynnika wzrostu-B1 (TGF-B1) w surowicach badanych

chorych.

4. Ocena poziomow cytokin wytwarzanych przez limfocyty Th: IFN-y, IL-4, IL-10 i IL17A

w surowicach badanych chorych.
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5. Ocena poziomow cytokin prozapalnych wytwarzanych przez monocyty/makrofagi: TNF-a,

IL-1B i IL-12 w surowicach badanych chorych.

MATERIALY I METODY

Badania obejmowaly 3 grupy dorostych pacjentow: grupa 1 liczaca 50 pacjentow
z przewlekta ropng chorobg skory zwigzang z zakazeniem S. aureus, grupa 2 liczaca 40
pacjentow z przewlekltym zakazeniem gérnych drog oddechowych zwigzanym z zakazeniem

S. aureus oraz grupa 3 — kontrolna liczaca 25 zdrowych 0sob.

Metody badan: bakteriologiczne (izolacja i identyfikacja S. aureus oraz oznaczanie
lekowrazliwosci), molekularne (PCR) dla identyfikacji grup specyficznosci agr, oznaczanie

cytokin w surowicy krwi (technika ELISA — HS wysokiej czutosci).

WYNIKI

Od wszystkich chorych grupy 1 i 2 izolowano szczepy S. aureus. Jednocze$nie
szczepy te charakteryzowaly si¢ w wickszosci metycylinowrazliwoscig (szczepy MSSA)
z wyjatkiem 5 szczepow opornych. W niniejszej pracy stwierdzono 2,5 krotny wzrost
pozioméw krazacej IL-17A u badanych chorych, ktéra nie jest wystarczajaca do indukcji
adekwatnej odpowiedzi wobec zakazenia S. aureus, natomiast moze synergistycznie
z rébwnoczes$nie uwalnianym IFN-y rozwija¢ przewlektly proces zapalny. Ponadto, wykazano
u chorych 2-krotne zwigkszenie pozioméw krazacego IFN-y, ktoremu jednak nie towarzyszyt
wzrost krazacych pozioméw TNF-a i IL-12. Koncentracje TGF-B1, TNF-a, IL-4 oraz IL-10

pozostawaty w zakresie wartosci prawidtowych.

W grupach badanych pacjentéw wykazano istotng dominacje grupy specyficznosci IV
agr; wystepujaca u 58% szczepow S. aureus izolowanych od chorych z przewlekta chorobg
skory 1 65% szczepow S. aureus izolowanych od chorych z zapaleniem gérnych drog

oddechowych.

WNIOSKI
1. Szczepy S. aureus zwigzane z przewlekla ropnag chorobg skory lub przewlektym
zapaleniem goérnych drog oddechowych najczgsciej sa wrazliwe na metycyling (szczepy

MSSA) oraz trimetoprim/sulfametoksazol.
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2. Dominujaca grupa specyficzno$ci genow regulatorowych agr wsrdéd izolowanych
szczepOw klinicznych S. aureus jest grupa agr-1V, co wskazuje na preferencyjny jej zwigzek

Z patogennoscig S. aureus.

3. W zakazeniach S. aureus, manifestujacych si¢ przewlekla chorobg skory lub zapaleniem
gornych dréog oddechowych, nie ulega zwigkszeniu surowiczy poziom TGF-B1, czego

nastepstwem moze by¢ ograniczona indukcja odczynu zapalnego.

4. W zakazeniach S. aureus, manifestujgcych si¢ przewlekta chorobg skory lub zapaleniem
gornych drog oddechowych, wystepuje odpowiedz cytokinowa Th1/Thl7, co wydaje si¢

determinowac przewlekly proces zapalny.
5. Rozw¢j przewlektego zakazenia S. aureus, manifestujgcego si¢ przewlekla chorobg skory

lub zapaleniem goérnych drég oddechowych, wydaje si¢ by¢ zwigzany z uposledzong

odpowiedzig cytokinowg monocytow/makrofagow.
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ViIl. SUMMARY

“Evaluation of cytokine response in adults affected by chronic infections with

Staphylococcus aureus”

INTRODUCTION

Staphylococcus aureus belongs to the most frequent bacterial species which induce
hospital and extra-hospital infections In humans, usually manifested by a suppurative dermal
disease or infection in the upper respiratory tract. Antibiotic therapy of such inflammatory
conditions is frequently ineffective; relapses of the disease occur, associated with persisting
S. aureus infection. The role of immune reaction in pathogenesis of chronic S. aureus
infections remains unclear. In turn, pathogenicity of S. aureus is determined by production of
several virulence factors, which is his pathogen remain under control of the global regulator
system - Agr (accessory gene regulator). On the basis of agr gene polymorphism four main
groups of specificities are distinguished, including agr-1, agr-11, agr-111 and agr-1V. Taking
into account the above this study aimed at analysis of agr specificity groups manifestation
among strains of S. aureus isolated from patients with chronic S. aureus infections in the

context of host cytokine response.

The goal was implemented accepting the following investigative aims:

1. Determination of drug sensitivity of S. aureus strains isolated from patients with chronic

suppurative dermatitis and from patients with chronic infections in the upper respiratory tract.
2. Evaluation of agr specificity group manifestation in strains of S. aureus isolated from
patients with chronic suppurative dermatitis and from patients with chronic inflammations in

the upper respiratory tract.

3. Evaluation of levels manifested by transforming growth factor-f1 (TGF-B1) in sera of

studied patients.

4. Evaluation of cytokine levels produced by Th lymphocytes, including IFN-y, IL-4, I1L-10
and IL17A in sera of studied patients.
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5. Evaluation of pro-inflammatory cytokine levels produced by monocytes/macrophages,
including TNF-a, IL-1f and IL-12 in sera of studied patients.
MATERIALS AND METHODS

The studies included 3 groups of adult patients: group 1 of 50 patients with chronic
suppurative dermatitis linked to infection with S. aureus, group 2 of 40 patients with chronic
infection in the upper respiratory tract linked to infection with S. aureus and group 3,
the control group of 25 healthy individuals.

Methods of studies included bacteriological investigations (isolation and identification
of S. aureus and determination of its drug sensitivity), molecular studies (PCR) aimed at
identification of agr specificity groups, determination of cytokine levels in serum (ELISA —
HS technique of high sensitivity).

RESULTS

Strains of S. aureus were isolated from all patients of groups 1 and 2. Most of the
strains manifested methicillin sensitivity (MSSA strains) with the exception of 5 resistant
strains. In the studied patients 2.5-fold increase in levels of circulating IL-17A was
documented, which was not sufficient for induction of an adequate response to S. aureus
infection but which could develop chronic inflammation acting synergistically with the
released IFN-y. Moreover, the patients manifested a two-fold increase in levels of circulating
IFN-y, which, however, was not accompanied by increased levels of circulating TNF-a and

IL-12. Concentrations of TGF-1, TNF-a, IL-4 and IL-10 remained within the normal ranges.

In the groups of studied patients a significant dominance was documented of the 1V
agr specificity group, accounting for 58% S. aureus strains isolated from patients with chronic
dermatitis and 65% S. aureus strains isolated from patients with chronic inflammation in the

upper respiratory tract.

CONCLUSIONS

1. S. aureus strains linked to chronic dermatitis or chronic inflammation in the upper
respiratory tract are most frequently sensitive to methicillin (MSSA strains) and
to trimethoprim/sulfamethoxazole.
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2. Clinical isolates of S. aureus strains manifest prevalence of agr-1V group of agr regulatory
gene specificities, which points to its preferential link to pathogenicity of S. aureus.

3. Infections with S. aureus, manifested by chronic dermatitis or inflammation in the upper
respiratory tract are not accompanied by an increased serum levels of TGF-B1, possibly

resulting in a reduced induction of inflammatory reaction.

4. In S. aureus infections manifested by chronic dermatitis or inflammation in the upper
respiratory tract Th1/Th17 cytokine response develops, which seems to determine the chronic

inflammatory process.
5. Development of a chronic S. aureus infection, manifested by chronic dermatitis or

inflammation in the upper respiratory tract, seems to be linked to an impoverished cytokine

response of monocytes/macrophages.
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