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Streszczenie

Wprowadzenie. Na zakazenia gronkowcami koagulazoujemnymi (CNS) najbardziej s narazeni pacjenci
z wszczepionymi ciatami obcymi (cewnikami naczyniowymi, moczowymi, zastawkami serca, rozrusznikami, pro-
tezami stawowymi, przetokami osrodkowego uktadu nerwowego, rurkami intubacyjnymi). Najlepiej opisang ce-
chg chorobotworczg CNS jest adhezja do powierzchni syntetycznych. Nastepstwem wstgpnej odwracalnej adhezji
moze by¢ swoisty (nieodwracalny) mechanizm, uwarunkowany procesami polegajacymi na wigzaniu struktur na
komdree bakteryjnej (adhezyny, lektyny) z odpowiednimi biatkowymi ligandami (receptory komérkowe). Sciste
przyleganie cienkiej warstwy skupionych komorek bakteryjnych potgczonych sluzem do powierzchni objawia si¢
tworzeniem biofilmu. W procesie istotne znaczenie przypisuje si¢ Srédkomérkowemu antygenowi polisacharydo-
wemu (PIA — polisaccharide intercellular antigen). Jego wytwarzanie wigze si¢ z ekspresjg operonu, w sktad
ktérego wchodzg geny icaABCD. Badania wskazujg, ze kodowana przez gen icaA N-acetylotransferaza jest klu-
czowym enzymem biorgcym udzial w syntezie PIA.

Cel pracy. Charakterystyka wybranych mechanizméw warunkujacych przyleganie gronkowcéw koagulazoujem-
nych do biomaterialéw przez: badanie stopnia adherencji do cewnikow naczyniowych i zdolnosci wytwarzania $lu-
zu, oznaczenie obecnosci icaA i icaD oraz oceng hydrofobowosci.

Material i metody. Badania przeprowadzono na 17 szczepach CNS izolowanych od pacjentéw Kliniki Kardiochi-
rurgii. Zdolnos¢ wydzielania sluzu oceniano w tescie ptytkowym wedtug Christensena oraz oceniajgc wzrost na
Congo Red Agar. Stopien adhezji do cewnika zylnego z politetrafluoroetylenu in vitro oceniano wedtug metody
Richardsa. Izolacje genomowego DNA przeprowadzono wedtug de Bruijn et al. W celu detekcji gendw icaA i icaD
genomowe DNA analizowanych szczepéw amplifikowano metodg PCR. Po przeprowadzeniu tancuchowej reakcji
polimeryzacji probki poddawano elektroforezie analitycznej. Odmienng ruchliwos¢ elektroforetyczng produktéw
PCR okreslano na podstawie rozdziatu markera mas (100 bp Gene Ruler, Fermentans). Wtasciwosci hydrofobowe
komérek oceniano na podstawie agregacji zawiesiny bakterii w roztworach (NH,),SO,.

Wyniki. Wsréd 17 badanych szczepéw obiema metodami, ptytkowg i hodowli na CRA, 23,5% oznaczono jako
wytwarzajace Sluz. 23,5% szczepéw redukowato TTC na 4+, 29,5% na 2+ i 29,5% na 1+. Wsrdd analizowanych
szczepow 29,5% nie redukowato TTC. Oba geny icaA i icaD wykryto jedynie u S. epidermidis geny icaA u S. ca-
pitis i S. hominis, a gen icaD tylko u S. capitis, S. hominis i S. chromogenes

Whioski. Doktadne poznanie mechanizméw i czynnikéw warunkujgcych adhezj¢ u S. epidermidis i innych coraz
czesciej izolowanych gatunkéw CNS moze przyczyni¢ si¢ do zmniejszenia liczby zakazeri wywotywanych przez
te drobnoustroje (Adv Clin Exp Med 2005, 14, 2, 287-292).

Stowa kluczowe: gronkowce koagulazoujemne, zakazenia odcewnikowe, adhezja, Sluz.

Abstract

Background. The highest expose to CNS infections is observed in patients with artificial implants intravascular
catheters, prosthetic heart valves, prosthetic joints, cerebrospinal fluid shunts, artificial pacemakers, chronic ambu-
latory peritoneal dialysis catheters. The best characterized CNS pathogenic factors are ability to adhesion to the
synthetic surfaces. Adhesins whose structure and function is similar to the fimbrial one belong to other extracellu-
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lar formations. There are specific relations between structures from the bacterial cell surface (adhesions, lectins)
and protein ligands (host cell receptors). Those bacteria adherence to biomaterial surfaces is caused by thin layer
formation from the condensed bacteria and by the slime synthesis. Polisaccharide intercellular antigen (PIA) is
found to be very important for biofilm formation.

Objectives. Our research group will realize intended aims through the following studies: ability to adhesion and
slime production, detection of the icaA and icaD gene in CNS and characteristics of surface of bacterial cells.
Material and Methods. The research has been done on CNS strains isolated from cardiosurgical patients. Slime
production ability was evaluated using plate method according to Christensen and Congo Red Agar method.
Adherence of bacterial strains to intravenous catheter (polytetrafluoroethylene) in vitro was determined using the
method of Richards. Isolation of the genomic DNA was carried out according to de Bruijn et al. Hydrophobicity
of surface cells was determined on the basis of aggregation in (NH,),S0,.

Results. Out of the 17 strains 23.5% were labeled with the use of both methods as slime producing. 23.5% of ana-
lyzed strains were found to have TTC reduction of 4+, 29.5% of 2+ and 29.5 of 1+. Among these 29.5% of the
assesed strains did not reduce TTC. Both the icaA and icaD gene was determined only at S. epidermidis strains,
the icaA gene at S. capitis and S. hominis and only icaD gene at S. capitis, S. hominis, S. chromogenes.
Conclusions. A detailed study into the mechanism and adhesion factors of CNS staphylococci can help prevent

infections caused by these microorganism (Adv Clin Exp Med 2005, 14, 2, 287-292).

Key words: coagulase-negative staphylococci, adhesion, biofilm formation, slime production.

Zakazenia wywolane przez gronkowce koagu-
lazoujemne (CNS) pozostaja w Scistym zwigzku
z interwencja chirurgiczng, wprowadzaniem lub
wszczepianiem cial obcych, takich jak: cewniki
zylne, moczowe, zastawki naczyniowe, sztuczne
zastawki serca, dreny, protezy naczyniowe lub
ortopedyczne. Najczgsciej sg wynikiem kontami-
nacji biomaterialtu w momencie jego implantacji
lub nastepstwem przejSciowej bakteriemii [1, 2].
Objawy zakazen BAI (biomaterial-associated in-
fection) moga wystapi¢ w krétkim czasie po wy-
konaniu implantacji, ale zdarzaja si¢ réwniez po
uptywie kilku tygodni, miesigcy lub lat.

Adhezja gronkowcéw koagulazoujemnych do
powierzchni cewnikéw to pierwszy etap utrwala-
nia si¢ infekcji, zapoczatkowany najczesciej
w miejscu zetknigcia si¢ biomateriatu ze skora.
Optaszczanie polimeru przez skiadniki krwi gos-
podarza (adsorpcja wody, albumin, lipidéw, czg-
steczek zewnatrzkomoérkowej matrix, fibronekty-
ny, soli nieorganicznych) powoduje zmiany
w strukturze jego powierzchni [3, 4].

Wyrézniono dwa gtéwne etapy adhezji drob-
noustrojéw. Wstepny etap przylegania jest odwra-
calny i zachodzi z udzialem sit fizycznych. Na
ostateczny efekt tego procesu ma wpltyw wypad-
kowy rozktlad sit przyciaggania i odpychania. Nale-
zy pamigtac, ze oddzialywania elektrostatyczne
sprzyjaja odpychaniu, co wynika z ujemnego la-
dunku zgromadzonego na powierzchni komorki
[3]. Nieodwracalny etap przylegania zachodzi
dzieki obecnosci na komoérce bakteryjnej adhezyn
taczacych si¢ swoiscie z receptorami na po-
wierzchni biomateriatu [5, 6]. W wyniku tego pro-
cesu na powierzchni cewnika dochodzi do wy-
tworzenia biofilmu, czyli struktury zlozonej
z komorek gronkowcow koagulazoujemnych po-
faczonych zewnagtrzkomérkowym Sluzem [7-9].

Gléwng role w akumulacji agregatéow komorko-
wych odgrywa polisacharydowy antygen PIA
(PIA — polisaccharide intercellular antigen) zwig-
zany z trwalg i okresowg implantacjg, bedacy pro-
duktem ekspresji operonu icaADBC [10]. Ekspre-
sja gendw icaA, icaD oraz icaC jest absolutnie ko-
nieczna do syntezy PIA, icaA koduje enzym
N-acetyloglukozotransferaze, katalizujacy reakcje
tworzenia PIA [11].

Badania dotyczace adhezji CNS do biomate-
riatéw podjeto ze wzgledu na wyrazny wzrost cze-
stosci zakazen odcewnikowych oraz zwigzanych
ze stosowaniem biomateriatlow.

Celem pracy byta charakterystyka wybranych
mechanizméw warunkujacych przyleganie CNS
do biomaterialéw. W pracy analizowano: zdolnos¢
wytwarzania Sluzu dwiema metodami, stopien ad-
hezji szczepéw do cewnika zylnego, detekcje ge-
néw icaA i icaD odpowiedzialnych za wytwarza-
nie PIA oraz hydrofobowos¢ powierzchni komor-
ki bakteryjnej.

Material i metody

Badania przeprowadzono na 17 szczepach
CNS (S. epidermidis — 7, S. capitis — 4, S. haemo-
lyticus — 2, S. chromogenes — 2, S. hominis — 2)
izolowanych z powierzchni cewnikéw naczynio-
wych od pacjentéw hospitalizowanych w Klinice
Chirurgii Serca AM we Wroctawiu.

Zdolnos¢ wytwarzania §luzu oceniano w te-
Scie ptytkowym wedtug Christensena [6] z zasto-
sowaniem safraniny jako znacznika barwnego
oraz przez ocen¢ wzrostu na Congo Red Agar.

Stopien adhezji do cewnika zylnego z polite-
trafluoroetylenu in vitro oceniano wedtug metody
Richardsa [12]. W metodzie okreslano stopien re-
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dukcjii TTC do formazanu wedlug nastgpujacej
skali: 1+ — lekkie punktowe zar6zowienie bioma-
terialu; 2+ — zaczerwienienie calej powierzchni;
3+ — zaczerwienienie powierzchni i wnetrza cew-
nika; 4+ — zaczerwienienie calego biomateriatu,
zmetnienie i czerwona barwa podtoza.

Izolacje genomowego DNA przeprowadzono
wedlug de Bruijn et al. [13]. W celu detekcji ge-
néw icaA i icaD genomowe DNA analizowanych
szczepOw amplifikowano metoda PCR. Po prze-
prowadzeniu tafdcuchowej reakcji polimeryzacji
probki poddawano elektroforezie analityczne;.
Odmienng ruchliwos¢ elektroforetyczng produk-
tow PCR okreslano na podstawie rozdziatu marke-
ra mas (100 bp Gene Ruler, Fermentans).

Wiasciwosci hydrofobowe komérek oceniano
na podstawie agregacji zawiesiny bakterii w roz-
tworach (NH,),SO, [14]. Szczepy o bardzo silnie
hydrofobowej powierzchni komérki ulegaly agre-
gacji w 3% NaCl (autoagregacja), szczepy o silnie
hydrofobowej powierzchni agregowaty w stezeniu
soli 0,4-1,0 M, a szczepy o hydrofobowej po-
wierzchni agregowaty w stezeniu 1,2-1,6 M.
Szczepy o hydrofilowej powierzchni komdrki
agregowaty w stezeniu (NH,),SO, > 1,8 M.

Wyniki

Wsréd 17 zbadanych szczepéw (obiema meto-
dami, ptytkowg i hodowli na CRA), 23,5% ozna-
czono jako wytwarzajace Sluz. 23,5% szczepdw
redukowato TTC na 4+, 29,5% na 2+ 1 29,5% na
1+. Wsrdd analizowanych szczepéw 29,5% nie re-
dukowato TTC (ryc. 1). 47% analizowanych
szczepoéw ulegato autoagregacji, 29,5% szczepéw
wykazywalo wlasciwosci  hydrofobowe po-
wierzchni komérki, a 23,5% wiasciwosci hydrofi-
lowe (ryc. 2).

Oba geny icaA i icaD wykryto jedynie
u S. epidermidis, geny icaA u S. capitis i S. homi-
nis a gen icaD tylko u S. capitis, S. hominis
1S. chromogenes.

Zaleznos¢ migdzy stopniem adhezji, zdolno-

17,5% FEE—
23,5%

+

29,5% —-

29,5%

Ryc. 1. Adhezja CNS do powierzchni biomaterialu
Fig. 1. Adhesion of CNS to surface of biomaterial

Scig wydzielania sluzu, obecnoscig genéw i hydro-
fobowoscig powierzchni komoérki bakteryjnej
przedstawiono w tabeli 1.

Omowienie

Znaczny postep diagnostycznych i leczni-
czych technik medycznych spowodowat zwigk-
szenie czgstosci zakazeri odcewnikowych wywo-
tanych przez gronkowce koagulazoujemne (CNS).
Jednym z czynnikéw warunkujacych kolonizacje
cewnikéw naczyniowych jest zdolnos$¢ przylega-
nia bakterii do biomateriatéw [15-17].

Szczepy wyizolowane z powierzchni cewni-
kéw naczyniowych od pacjentéw hospitalizowa-
nych w Klinice Chirurgii Serca nalezg do 5 gatun-
kéw, przy czym na uwage zasluguje pojawienie si¢
az 4 szczepOw S. capitis. Réznorodnos¢ bada-
nych gatunkéw gronkowcow koagulazoujemnych
Swiadczy o heterogennosci tej populacji, co suge-
ruje odmienne pochodzenie badanych szczepdw.
Ich Zrédiem moze by¢ endogenna flora bakteryjna
pacjentéw lub flora wewnatrzszpitalna.

Adherencja do powierzchni z tworzyw sztucz-
nych stosowanych we wspodtczesnej medycynie
jest jednym z najwazniejszych mechanizméw zja-
dliwosci CNS [3].

Szczepy badane przez autoréw wykazywatly
r6zng sit¢ adherencji, przy czym gatunki S. epider-
midis 1 S. capitis odznaczaly si¢ najwyzszym stop-
niem przylegania (na 3+ i 4+). Badania kontrolne
(bez zawiesiny drobnoustrojow) potwierdzaja, iz
redukcja bezbarwnego TTC do czerwonego for-
mazanu jest wylacznie przeprowadzana przez zy-
we drobnoustroje w wyniku dziatania dehydroge-
nazy lub mitochondrialnego taricucha oddechowe-
go. Rodzaj materialu, z ktérego sa wykonane
cewniki, nie ma wplywu na przemiang TTC,
podobnie jak ksztalt lub kolor zastosowanych two-
rzyw sztucznych.

Hydrofobowos¢ powierzchni komérki bakte-
ryjnej ma ogromne znaczenie w jej pierwszym
kontakcie z powierzchnig biomateriatu, jest wigc

23,5%
hydrofilno$¢
hydrophilic

47,0%
agregacja
aggregation

29,5%
hydrofobowos¢
hydrophobic

Ryec. 2. Charakterystyka powierzchni komérek CNS
Fig. 2. Characteristics of CNS surface
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Tabela 1. Analiza stopnia adhezji, zdolnosci wytwarzania sluzu, obecnosci genéw i hydrofobowosci powierzchni komérki
bakteryjnej gronkowcéw koagulazoujemnych

Table 1. Analysis of adhesion, slime production ability, presence of gene and hydrophobicity of bacterial surface of coagu-
lase-negative staphylococci

Gatunek Wytwarzanie §luzu Stopien ad- Ekspresja genu Hydrofobowos¢
(Species) (Slime production) hezji do cew- | (Presence of gene) komérki
metoda metoda CRA | Mika zylnego icaA icaD (Hydrgphobicity of
plytkowa (CRA (Leyel of ad- bacterial surface)
(plate method)| method) hesmn to
intravenous
catheter)
S. epidermidis - - 3+ - - hydrofobowa
S. epidermidis - - - - - autoagregacja
S. epidermidis - - 2+ - - autoagregacja
S. epidermidis - - 1+ - - autoagregacja
S. epidermidis - - 1+ - - autoagregacja
S. epidermidis + + 4+ + + autoagregacja
S. epidermidis - - 2+ - - autoagregacja
S. capitis - - - - + hydrofilowa
S. capitis + + 4+ - - hydrofilowa
S. capitis + + 3+ - - hydrofilowa
S. capitis - + - + - hydrofilowa
S. chromogenes - - 2+ - - hydrofobowa
S. chromogenes + - 2+ - + hydrofobowa
S. haemolyticus - - 2+ - - autoagregacja
S. haemolyticus - - 1+ - - hydrofobowa
S. hominis - - 1+ - + autoagregacja
S. hominis - - 1+ + - autoagregacja

istotnym czynnikiem warunkujagcym adhezj¢
drobnoustrojow [14]. Wsréd badanych szczepéw
47% wykazywato bardzo silne wtasciwosci hydro-
fobowe powierzchni komoérki, ujawniajace si¢ ja-
ko zdolnos¢ do autoagregacji, wtasciwosci hydro-
fobowe — 29,5%, a wiasciwosci hydrofilne —
23,5% (ryc. 2). Badania wieloosrodkowe wykazu-
ja, ze wsrdd gronkowcedw koagulazoujemnych ko-
lonizujgcych biomaterialty medyczne przewazajg
szczepy o wlasciwosciach hydrofobowych. Po
zwigzaniu si¢ bakterii z biopolimerem rozpoczyna
si¢ wytwarzanie sluzu, czyli zewnatrzkomérkowe-
go materialu bedgcego mieszaning wielu sktadni-
koéw, takich jak: biatka powierzchniowe, kwasy
tejchojowe, lipotejchojowe, tejchuronowe i poli-
mery polisacharydowe [9]. Wydzielanie sluzu po-
maga drobnoustrojom w przezyciu w organizmie
gospodarza, stanowigc barier¢ przed czynnikami
srodowiska wewnetrznego, sktadnikami uktadu
odpornosciowego, bakteriofagami oraz przed le-
kami. Egzopolisacharyd spaja komoérki bakteryjne
ze sobg na powierzchni biomateriatow i umozliwia
tworzenie przez CNS agregatéw. Calkowita ges-
tos¢ tej struktury wzrasta, jesli zachodzi aktywny
podzial mikroorganizméw, a zewngtrzkomérkowe
komponenty wytworzone w wyniku bakteryjnych
interakcji z organicznymi i nieorganicznymi cza-
steczkami najblizszego Srodowiska zaczynaja two-
rzy¢ tzw. glikokaliks scisle przylegajacy do Scian

bakteryjnych [7]. Zaréwno w metodzie hodowli na
Congo Red Agar, jak i w metodzie probéwkowej
18% szczepéw odznaczato si¢ zdolnoscig do wy-
twarzania sluzu.

Sposréd badanych szczepéw 70% nie wytwa-
rzato §luzu w zadnej z metod. Szczepy produkuja-
ce Sluz (w obu metodach) oraz adherujgce stano-
wity 17,6%. Wyizolowane S. capitis adherowaty
W najwyzszym stopniu (4+) i wytwarzaty sluz wy-
krywalny obiema metodami.

Pojedyncze szczepy S. epidermidis 1 S. chro-
mogenes, przylegajace na 2+, oraz S. epidermidis
adherujgcy na 3+ nie wytwarzaly Sluzu zadng
z metod, powierzchnia ich komdrek miata nato-
miast charakter hydrofobowy.

Antygen polisacharydowy PIA, jeden z naj-
wazniejszych czynnikéw wirulencji CNS, jest pro-
duktem ekspresji operonu icaADBC. Odpowiada
za akumulacje agregatow komoérkowych na po-
wierzchni biomateriatu [10, 11] (ryc. 3).

Pod wzgledem struktury chemicznej PIA to
liniowy, [(-1,6-N-acetylo-D-glukozaminoglikan,
w 80% acetylowany [9]. W celu okreslenia czgsto-
Sci wystepowania genéw icaA i icaD wykonano
PCR z wykorzystaniem genomowego DNA po-
chodzacego z 17 szczepéw gronkowcdw koagula-
zoujemnych charakteryzujgcych si¢ oznaczonym
stopniem adherencji, zdolnoscig do wytwarzania
Sluzu i o okreslonej hydrofobowosci komoérki. Je-
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$luz (slime)
glikokaliks
(glycocalyxe)

Ryec. 3. Proces adhezji gronkowcéw koagulazoujem-
nych do cewnikéw zylnych: 1 — ,,faza taczenia”; 2 —
agregacja komorek bakteryjnych; 3 — koricowy etap
wytworzenia Sluzu

Fig. 3. Adhesion of coagulase-negative staphylococci
to intravenous catheter: 1 — ,,state phase”; 2 — bacterial
cell aggregation; 3 — slime production

den szczep S. epidermidis wykazywal obecnos¢
obu genéw. Dla pojedynczych szczepdw: S. capi-
tis 1 S. hominis wynik reakcji PCR byt dodatni tyl-
ko dla genu icaA, a dla S. chromogenes, S. capitis,
S. hominis stwierdzono tylko obecnos¢ genu icaD.

S. chromogenes, obok obecnosci genu icaD,

PiSsmiennictwo

wykazywal adherencje na 2+, wytwarzat §luz,
a powierzchnia jego komérki miata charakter hy-
drofobowy, co znacznie promuje adhezj¢. Wynik
reakcji PCR genéw icaA i icaD dla innych gatun-
kéw byt ujemny, co nasuwa przypuszczenie, iz ba-
dane szczepy nalezace do tych gatunkéw, podob-
nie jak udowodniono to juz u S. haemolyticus,
przypuszczalnie nie maja szukanych sekwencji.
Przeprowadzone badania oceny zdolnosci adhezji
do biomaterialéw oraz wydzielania Sluzu wskazu-
Ja, Ze u szczepow innych niz S. epidermidis w sek-
wencji operonu icaADBC wystapity mutacje unie-
mozliwiajgce otrzymanie poprawnych produktow
w zaprojektowanej reakcji PCR — ze wzgledu na
zbyt matg komplementarnos¢ primeréw. Prawdo-
podobne jest réwniez, ze szczepy te korzystaja
z innego operonu, ktérego produkt ma wtasnosci
zblizone do acetylotransferazy kodowanej przez
operon icaADBC. Istnieje réwniez przypuszcze-
nie, ze gatunek S. haemolyticus przeprowadza syn-
teze enzymu zblizonego budowa do acetylo-
transferazy albo nie wytwarza jej wcale, gdyz
w drodze ewolucji mogt wyksztalci¢ inne, sku-
teczniejsze niz u S. epidermidis, mechanizmy wa-
runkujace adhezje [18].

Poznanie i ocena czynnikéw warunkujgcych
zakazenia odcewnikowe wywotane przez gron-
kowce koagulazoujemne przyczyni si¢ do petniej-
szego okreslenia cech zjadliwosci tych szczepdw.
Wykrycie i udowodnienie roli tych czynnikéw
u szczepow S. epidermidis i innych gatunkow
CNS, coraz czgsciej izolowanych od pacjentow
z zakazeniami odcewnikowymi, moze przyspie-
szy¢ dziatlania umozliwiajace zapobieganie tego
typu infekcjom.
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