Streszczenie

Bakterie z rodzaju Staphylococcus to liczna grupa mikroorganizméw, ktore z jednej strony sg
dobrze znanymi komensalami, a z drugiej moga powodowac rdéznego typu infekcje u zwierzat
towarzyszacych, gospodarskich i wolno zyjacych, a takze czlowieka. Koagulazododatnie
gatunki Staphylococcus (ang. coagulase-positive Staphylococcus CoPS), kolonizujg skore,
btony $luzowe, szczegdlnie gorny odcinek przewodu pokarmowego i drog oddechowych oraz

uktad moczowo-piciowy.

Szerokie stosowanie substancji przeciwbakteryjnych, zarébwno w terapii, metafilaktyce
I produkcji zwierzecej, znacznie zwickszylo ryzyko rozprzestrzeniania si¢ drobnoustrojow
lekoopornych, w tym bakterii z rodzaju Staphylococcus. Dlatego w ostatnich latach jednym z
najwigkszych problemow medycyny weterynaryjnej stala si¢ narastajagca lekoopornosé
mikroorganizméw, w tym koagulazododatnich gatunkéw Staphylococcus. Obecnie szczegdlng
uwage poswieca sie metycylioopornym izolatom Staphylococcus, u ktorych jednocze$nie
czesto wystepuje takze opornos¢ wielolekowa, tj. oporno$¢ na co najmniej trzy antybiotyki

nalezace do réznych klas $srodkoéw przeciwdrobnoustrojowych.

Celem badan przeprowadzonych w niniejszej pracy byla ocena wystgpowania
koagulazododatnich gronkowcow u zréznicowanych pod wzgledem gatunku, zakresu terapii 1
statusu zdrowotnego gospodarzy-zwierzat, w aspekcie analizy poréwnawczej oraz oceny
poziomu lekoopornosci tych drobnoustrojow, a takze czynnikéw wirulencji odpowiedzialnych
za wystepowanie infekcji na tle Staphylococcus. Obok oceny zagrozenia dla zdrowia
publicznego jakie moga stanowi¢ wielolekooporne i/lub metycylinooporne bakterie,
posiadajace dodatkowo szeroki panel czynnikdw wirulencji, badania miaty na celu okreslenie
w jakim stopniu poszczego6lne, istotne z epidemiologicznego punktu widzenia klony bakterii,
rozprzestrzeniaja si¢ pomiedzy roznymi gatunkami zwierzat. Koagulazododatnie bakterie z
rodzaju Staphylococcus ze wzgledu na powszechne wystepowanie u roznych gospodarzy jako
komensale, a jednocze$nie czynniki infekcyjne wielu chordb o zrdéznicowanym obrazie
klinicznym, stanowig niezwykle ciekawg i dynamiczng pod wzgledem zmienno$ci grupe
drobnoustrojow, ktora pomimo licznych badan, nadal dostarcza nowych wyzwan. Dlatego
réwniez jednym z celow badan byla proba wyjasnienia interakcji miedzy odpowiedzia
immunologiczng organizmu gospodarza na obecnos¢ tych bakterii poprzez analize ekspresji
gendw zaangazowanych w ten proces. W tym ostatnim przypadku docelowag grupa badawcza

byly mate przezuwacze, a celem badan byla analiza profilu ekspresji genow cytokin: IL-/a, IL-



1, TNF-a, IL-6 oraz genow bialek ostrej fazy SAA, Hp i Cp u dwoch grup zdrowych klinicznie
owiec: zwierzat nosicieli CoPS z uwzglednieniem ich czynnikéw wirulencji, oraz owiec, u

ktoérych nie wykazano obecnosci CoPS.

Catosciowa analiza profilu lekoopornosci wykazata, iz najwigcej szczepéw CoPS bylo
opornych na tetracykling (n=160), penicyling (n=141), klindamycyn¢ (n=128) oraz
erytromycyne (n=117). Profil opornosci fenotypowej na ogoét korelowat z obecnoscia genow,

glownie tetM oraz blaZ.

Zaobserwowano rowniez relatywnie wysoki odsetek opornosci na oksacyling i cefoksytyne, w
zaleznosci od gatunku CoPS, przede wszystkim u psow (n=4 S. aureus i n=17
S. psudintermedius) oraz owiec (n=5 S. aureus). W przypadku obu grup zwierzat szczepy
izolowano z réznych miejsc, gtownie blony $luzowej jamy ustnej. Ponadto trzy szczepy
S. aureus oporne na metycyling izolowane od owiec i pséw dodatkowo wykazaty opornos$¢ na

wankomycyng.

Przeprowadzone badania wykazaty rowniez bogaty profil gendéw wirulencji. Jednakze,
najwiecej szczepow S. aureus wyizolowanych od wszystkich grup zwierzat, w tym wolno
zyjacych, posiadato gen wirulencji SeB, kodujacy jedna z enterotoksyn (n=76) oraz LUKE-LUkD,
kodujacy leukotoksyne LUKE/LUKD (n=63). W przypadku gatunku S. pseudintermedius
najwiece] szczepow pochodzacych wytacznie od zwierzat towarzyszacych posiadato gen seL
(n=69) ale warto zauwazy¢, ze geny takie jak lukS- IUKF, kodujace komponenty leukocydyny,
icaA, icaD, kodujace komponenty biofilmu, siet, kodujacy toksyne eksfoliatywna oraz Sec canine
odpowiedzialny za kodowanie jednej z eneterotoksyn, wystepowaly niemalze roéwnie czesto
(po 68 szczepow posiadato wezesniej wspomiany gen wirulencji). Ponadto na postawie analizy
MLST zidentyfikowano nowe ST (typy sekwencyjne) u trzech szczepow MRSA
wyizolowanych od owiec (ST 9313, ST 9314 i ST 9315) oraz w dwoch izolatach MRSA od
psow (ST9311, ST9312) i czterech izolatach S. pseudintermedius: ST 2739, ST 2740, ST 2741,
ST 2742, réwniez pochdzacych od pséw. Ponadto szczepy wyizolowane od zwierzat
gospodarskich oraz szczepy wyizolowane od zwierzat towarzyszacych zostato
przeanalizowanych z wykorzystaniem metody ADSRRS-fingerprinting, w celu poréwnania ich
profili genomowych. Metoda ta okazata si¢ przydatna w przypadku szczepow izolowanych od
owiec, wskazujac na rozprzestrzenianie si¢ szczepéw o takim samym genotypie wsrod
zwierzat-gospodarzy nalezacych do tego samego stada. W przypadku matych przezuwaczy

przeprowadzono dodatkowe badania i porownano ekspresje czterech genéw cytokin i trzech



gendow biatek ostrej fazy w leukocytach owiec- nosicieli S. aureus i bez obecno$ci S. aureus
(kontrola): IL-/a, IL-18, IL-6, TNF-a, SAA, Hp i Cp. Zaobserwowano statystycznie istotny
wzrost zaréwno IL-6, jak i Hp w czasie cigzy w leukocytach owiec rasy Uhruska, u ktérych
wykazano nosicielstwo S. aureus. Podobne tendencje zaobserwowano u owiec rasy Swiniarka,

ale r6znice nie zostaty potwierdzone statystycznie.

Podsumowujac wyniki uzyskanych badan, wykazano, iz zwierzeta gospodarskie, towarzyszace
oraz wolno zyjace sg nadal waznym rezerwuarem koagulazododatnich szczepdw, tj. S.
pseudintermedius i S. aureus. Przeprowadzone analizy wykazaty rowniez, iz bez wzgledu na
gatunek zwierzgcia, najbardziej predylekcyjnym miejscem wystepowania CoPS jest btona
sluzowa jamy ustnej. Nalezy podkresli¢, iz w wielu przypadkach ten sam gospodarz moze by¢
nosicielem kilku zr6znicowanych pod wzgledem genomu, w tym profilu oporno$ci i wirulencji
oraz typu sekwencyjnego szczepéw CoPS, nalezacych do tego samego gatunku. Warto
wskazag, iz zwierzeta wolno zyjace pomimo teoretycznie niskiej presji selekcyjnej ze wzgledu
na brak stosowania celowanej terapii, rowniez stanowig zrodto lekoopornych i wirulentnych
szczepow CoPS. W przypadku zwierzat towarzyszacych i gospodarskich na szczegdlng uwage
zastuguje obecno$¢ szczepéw MRSA, MRSP, szczepéw wankomycynoopornych oraz
szczepOw wielolekoopornych, a biorgc pod uwage bliski kontakt z czlowiekiem, rezerwuary te
stanowig zrodto szczepdéw stanowigcych potencjalne zagrozenie dla zdrowia publicznego.
Ponadto bogaty profil genow wirulencji w przypadku obu gatunkow, szczeg6lnie manifestujacy
si¢ obecnoscia gendw kodujacych enterotoksyny, toksyny eksfoliatywne i toksyne szoku
toksycznego, majacych wlasciwosci superantygendw dodatkowo moze sprzyja¢ rozwojowi
infekcji o cigzkim przebiegu zarowno u samych gospodarzy jak 1 u czlowieka. Wykazanie
nowych typow sekwencyjnych (ST), szczeg6lnie wsrod szczepow MRSA 1 MRSP oraz
narastajagca dominacja ST, dotychczas majacych niewielkie znaczenie epidemiologiczne,
wskazuje na ciggla ewolucje oraz rozwijanie nowych mechanizméw adaptacyjnych szczepow
CoPS do nowych gospodarzy inowych Ssrodowisk, co przy bogatym panelu czynnikoéw
opornosci 1 wirulencji, czyni t¢ grupe bakterii wcigz niepoznanym w petni zagrozeniem dla
zdrowia publicznego. Co wigcej, pomimo potwierdzonego statusu komensala u zwierzat,
obecnos¢ gatunkéw CoPS nawet bez generowania objawow klinicznych infekcji aktywuje
uktad odpornosciowy gospodarza o czym $wiadczg statystycznie istotnie wyzsze poziomy IL-

6 1 Hp u nosicieli S. aureus, szczegdlnie u zwierzat w okresie cigzy.
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