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Koagulazes negativie stafilokoki (KONS) ir kluvusi par nozimigiem hospitalo infekciju
ierosinatajiem. Lai vartu diferencét komensalos mikroorganismu celmus no invaziviem
celmiem, ir jaizp&ta, kadi faktori veicina KONS virulences paaugstinasanos. Koagulazes
negativo stafilokoku identificéSanai tika lietota BBL™ Crystal™ identifikacijas sistéma
(Beckton, Dickinson and Company, ASV), KONS jutibas pret meticilinu noteik$anai tika
izmantota Bauer-Kirby metode. Metodes pamata ir pretmikrobu agenta, ar kuru piesatinats
papira disks, diftizija agara gela. Virulences faktoru noteikSanai bija lietotas molekularas
biologijas izmekléSanas metodes, detekt&jot aap un icad génu. Rezistence pret meticilinu tika
apstiprinata, nosakot mecA génu.

legitie rezultati liecindja, ka invazivie KONS celmi visbiezak ir rezistenti pret meticilinu.
Virulences faktoru — aap un icad géna — klatbiitne invazivajos paraugos bija novérojama
biezak neka kolonizgjoso KONS paraugos.

Atslegvardi: koagulazes negativie stafilokoki, meticilinrezistence, virulences faktori.

Ievads

Koagulazes negativie stafilokoki ir kluvusi par galvenajiem polimérasocieto
infekciju un bakterémiju ierosinatdjiem daudzas klinikas. Interesi ir izraistjusi
KONS grupas parstavji, kas spgj radit infekcijas novajinata organisma, piemé&ram,
pEcoperacijas briucu infekcijas, bakterémiju, endokarditu u. c. (6).

Klmisko manifestaciju dazadiba ir raksturiga galvenokart S. epidermidis grupas
parstavjiem. S. epidermidis sensu stricto visbiezak izraisa katetru un protezu
infekciju ar bakterémiju, briicu infekciju, peritonitu peritonealas dializes gadijuma un
osteomielitu. S. haemolyticus izraisa bakterémiju un endokarditus, briicu, locitavu,
kaulu infekcijas. Kliniski nozimigi piogéno infekciju ierosinataji ir ar S. hominis,
S. warneri, S. simulans, S. capitis u. c. (9, 16).

Lai gan koagulazes negativos stafilokokus pieskaita pie nosaciti patogéno
mikroorganismu grupas, daudzi hospitalie celmi ir ieguvusi izteiktas adhezivas
un invazivas IpaSibas un tiek uzskatiti par Istiem patogéniem. P&dgja laika Sie
mikroorganismi cirkulé ne tikai slimnicas, bet nereti sastopami arT sabiedriba (10).
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Koagulazes negativo stafilokoku rezistence pret antibakterialajiem lidzekliem ir
plasi izplatita. Nopietna probléma ir meticilinrezistence, kas nozimé rezistenci pret
visiem antibakterialajiem p-laktamu preparatiem. Vairak neka 80% no hospitalajiem
S. epidermidis celmiem ir rezistenti pret meticilinu. Meticilinrezistenci nosaka mecA4
géna iegiiSana ar ta integraciju baktérijas genoma (2). Pieradita ir meticilinrezistences
horizontala izplatiba, tas nozZimé — no rezistenta stafilokoku celma uz jutigu celmu.
S. epidermidis kaseti SCCmec spgj nodot arT citu sugu mikroorganismiem (10, 16).
Spé&ja veidot un parmantot rezistenci pret antibakterialas terapijas lidzekliem padara Sos
mikroorganismus seviski bistamus priekslaikus dzimusiem be&rniem un pieauguSiem
cilvékiem ar novajinatu iminsistemu (1). Meticilinrezistentie stafilokoki viegli iegtist
rezistenci arT pret citu grupu antibakterialajiem preparatiem un kliist polirezistenti. Ar
rezistentajiem mikroorganismiem infic€tas personas ir paklautas ilgakam hospitaliza-
cijas laikam. Turklat biezak ir nepiecieSama otras un tresas rindas antibiotiku lietoSana,
tacu tas ir dargakas. Jo augstaka ir rezistentu mikroorganismu izplatiba populacija, jo
lielaks ir iesp&jamais risks infic€ties ar rezistentu celmu (2, 14).

Tiek uzskatits, ka S. epidermidis un pargjiem koagulazes negativiem stafilokokiem
svarigakais virulences faktors ir sp&ja koloniz&t uz implantgto biomaterialu virsmas:
uz katetriem, protézém, maksligiem sirds varstuliem un izveidot biofilmu. Viens no
svarigakajiem biofilmu stabilizgjoSiem adheziniem ir PIA (polisaharidu intercelulars
adhezins). Tas ir homoglikans, 2-deoksi-2 amino-D glikopiranozila homopolimérs,
kas satur nedaudz fosfatu un sukcinata. To tagad uzliko par vienu no galvenajiem
S. epidermidis virulences faktoriem, un parasti tas ir saistits ar meticilinrezistenci
(4, 12). PIA produkciju nosaka ica ADBC operons, tas kode virkni biosintgtisku
enzimu, kuru darbibas rezultata veidojas PIA. Icad gens kode transmembranu
protetna N-acetilglikozaminila transferazes producé€Sanu. Ica operons ir reti
sastopams stafilokoku celmos, kas izdaliti arpus kliniskas apriipes iestadém, tatad
eventuali tas ir saistits ar nozokomialam infekcijam. Visbiezak icaADBC operons
atrodams celmos, kuri izdaliti ar intravaskularajiem katetriem saistito bakterémiju un
septiceémiju gadijumos (5, 7).

Baktgriju apvienosanos biofilma veicina Aap proteins, kuru kode aap géns.

Ar akumulaciju asoci€tais Aap proteins novietots mikroorganisma $iinas siena un
piedalas biofilmas veido$ana. Eksperimenti rada, ka Aap ir vairak izteikts kltniskiem
izolatiem neka komensaliem mikroorganismiem. Proteinu kodgjosais aap gens,
lidzigi ka ica operona icad geéns, ir biezak konstat€jams nozokomialos izolatos,
seviski bakterémijas izraisitajos (4, 11). Biofilmu veidojoSie celmi ir rezistentaki
pret antibiotikam, tie ir arT pasargati no organisma aizsargspékiem — fagocitiem
un antivielam. Biofilma esoSie mikroorganismi maina savas TpaSibas, samazinot
augSanas atrumu un génu ekspresiju, lidz ar to fenotipiski atSkiras no planktoniskam
bakterijam (6).

Aap un ica géna detektesana biezi tiek izmantota stafilokoku virulences faktoru
pétijumos. lesp&jams, genétiski lidzigiem celmiem ir jabut ica/aap pozitiviem un
biezak sastopamiem starp invaziviem izolatiem, pateicoties to ica un aap faktoru
priekSrocibam. P&tfjumos ir aprakstits, ka, izmantojot ica4ADBC operonu un proteinu
Aap kodg€joso genu aap ka genétisko markieri, ir iespgjams diferencét S. epidermidis
komensalos celmus no invaziviem celmiem (13).
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Materiali un metodes

Koagulazes negativo stafilokoku celmi iegtti, sadarbojoties ar P. Stradina
Klinisko universitates slimnicu, RAKUS kliniku ,,Gailezers” un Traumatologijas
un ortopédijas slimnicas bakteriologiskajam laboratorijam. DNS izdali§ana, PCR
un sekojosas analizes tika veiktas LU Bioanalitisko metozu laboratorija un Latvijas
Infektologijas centra Mikobakteriologijas nodalas laboratorija. Invazivo paraugu
grupa ieklauti stafilokoku celmi, kas izoléti no operaciju un briicu, ka arT asins
bakteriologiskajiem uzsgjumiem. Kontroles grupas celmi tika iegiiti, nemot iztriepes
no deguna veseliem cilvékiem.

Mikroorganismu identifikacijas testi

Koagulazes negativo stafilokoku identificé$anai tika lietota BBL™ Crystal™
identifikacijas sistema (Beckton, Dickinson and Company, ASV). Mikroorganismi
tika izol&ti no Triptona sojas agara (Oxoid CM0131) ar 5% asins piedevu saskana
ar standarta mikrobiologisko tehnologiju. Identifikacijas sistémas tika izmantoti
standartiz€ti un miniaturizeéti fermentativi testi, ka arT speciali adapteta datubaze.
BBL™ Crystal™ ir miniaturiz&ta 18 stundu identifikacijas metode, kura tiek lietoti
fluorogénie un hromogenie substrati. Reakciju interpretacijai izmantoja krasu karti,
lai varétu izveidot profila skaitli. Tegato profila skaitli un §tnu morfologijas datus
ievadija datora, kura instaléta BBL Crystal ID sisttmas elektroniska datubaze, lai
varétu identificét izdalito stafilokoku sugu.

Mikroorganismu antibiotiskas jutibas noteikSana

Izmantota Bauer-Kirby metode, kas ir aprakstita ASV Nacionalas komitejas
klinisko laboratoriju standarta (3). Metodes pamata ir pretmikrobu agenta, ar kuru
piesatinats papira disks, diftizija agara gela. TesteSanai tika lietots Mueller-Hinton
agars.

Disku difuzijas tests

Baktgriju suspensiju tika gatavota tiesi no kolonijas fiziologiskaja §kiduma. Sim
nolikam izmanto kolonijas, kas augusas 18 lidz 24 stundas uz neselektiva agara
plates. Suspensijas blivums tiek merits vai salidzinats ar 0,5 McFarland standartu.
Lai standartiz€tu jutibas testam nepiecieSama inokulata blivumu, tiek lietotas
automatiskas ierices, kas paredzetas bakteriju blivuma noteik§anai mégené ar $kidru
vidi. legtita blivuma rezultats ir izteikts McFarland vienibas.

Diski 6 mm diametra, kas piesiicinati ar antibakterialo vielu — cefoksitinu
(30 ng), tika novietoti uz Mueller Hinton agara platém. Agara plates tika inokul&tas
ar izol&to mikroorganismu tirkultiram. Inokul&$anai tika izmantota mikroorganismu
suspensija, dulkainiba atbilstosi 0,5 McFarland standarta vienibam. Plates tika
inkubétas 24 stundas 36 °C temperatiira.

P&c inkubgsanas tika mérita inhibicijas zona. Zona mérama milimetros, par zonas
robezu uzskata neparprotami redzamo inhibicijas joslas malu. Inhibicijas zonas tika
novertetas atbilstosi interpretacijas kriterijiem.
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DNS izdaliSana

No iegiitajam stafilokoku tirkultiram nativa genomiska DNS tika izoléta ar
standartprocediiru (izmantojot lizocimu, proteinazi K un N-cetil-N,N,N,-trimetil
amonija bromidu) un izgulsnéta ar izopropanolu. Nativas DNS paraugi uzglabati
saldétava — 80 °C temperatiira.

aap un icaA geéna noteikSana ar polimerazes kédes reakciju

Polimerazes k&des reakcija (PCR) aap génam tika veikta ar Sadiem praimeriem:
aapl (5’- ATA CAA CTG GTG CAG ATG GTT G-3’) un aap2 (5’-GTA GCC GTC
CAA GTT TTA CCA G-3").

icaA tika lietoti praimeri: ical (5’-CAC GTG CTC TAT GCT GGA TG-3’) un
ica2 (CCG TTG GAT ATT GCC TCT GT 3°).

PCR produktu: aap géna 399-bp un icad — 502 bp fragmentu klatbiitne tika
analizéta elektroforétiski 1,5% agarozes gela. Katra PCR tika ieklauta pozitiva
S. epidermidis ATCC 35984 un negativa S. epidermidis ATCC 12228 kontrole.

mecA géna noteikSana ar polimerazes kédes reakciju

mecA-PCR tika veikta ar $adiem praimeriem: mecAl (5’-GTA GAA ATG
ACT GAA CGT CCG ATA A) un mecA2 (5’-CCA ATT CCA CAT TGT TTC GGT
CTA A). Standarta PCR maistjumam uz 50 pl tika pievienota 20-50 ng DNS un
veikta reakcija ar 30 amplifikacijas cikliem, mecA géna 310-bp fragmenta klatbitni
analizgja elektroforetiski 1,5% agarozes gela. Vizualai analizei agarozes gels tika
krasots ar etidija bromidu 10—15 miniites. Lai parliecinatos par metodes ticamibu,
katrs paraugs tika analizgts divreiz.

Rezultati un diskusija

P&ttjuma perioda tika ievakti 65 paraugi, no kuriem 41 bija invazivais paraugs,
24 kontroles paraugi no veseliem pacientiem.

No izdalitajiem 65 KONS paraugiem S. epidermidis suga tika identificéta
33 izolatos, S. haemolyticus 22, S. warneri 4, S. capitis 1, S. hominis 5 izolatos.
Izdalito celmu mikroorganismi raksturoti fenotipiski, izmantojot mikrobiologiskas
test€Sanas BBL™ Crystal™ identifikacijas sistemas. Visiem izdalitajiem stafilokoku
celmiem noteikta jutiba pret meticilinu, lietojot cefoksitina disku.

No invazivajiem paraugiem izdalita 41 celma rezistence pret meticilinu konstatéta
34 KONS celmiem (82,9%). Tacu, izmantojot PCR un nosakot mecA génu, viena
gadijuma meticilina jutigajam KONS celmam konstatéts mecd géns. lesp&jams,
tadgjadi izpauzas stafilokokiem raksturiga heterorezistence, kuru griiti identificet ar
fenotipiskam metodém, bet var skaidri atskirt ar genotipiskam metodém.

Invazivajos paraugos abi aap un ica géni detektéti 18 paraugos (43,9%),
rezistence pret meticilinu konstatéta 16 paraugos, divi celmi bija meticilinjutigi.

Virulences géni netika atrasti seSos KONS paraugos (14,6%), meticilinrezistence
bija noteikta piecos gadijumos, un viens stafilokoku celms identificéts ka
meticilinjutigs.
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Identificétas KONS sugas

O S. epidermidis
B S. haemolyticus
50% O S. warneri

I S. capitis

B S. hominis

1. art. Petijuma identificeétas KONS sugas
Fig. 1. Species of CONS identified in this study

Viens no virulences géniem — icad vai aap — tika noteikts: icad se$os paraugos
(14,6%), aap detektets 11 paraugos (26,8%).

Aap 11 pozitivajiem paraugiem, nosakot rezistenci pret meticilinu, konstatéts, ka
meticilinrezistenti ir devini un meticilinjutigi ir divi stafilokoku celmi.

Icad pozitivajiem paraugiem meticilina rezistence noteikta pieciem celmiem,
meticilina jutigs bija viens KONS celms.

Kontroles grupa abi géni aapl/icad noteikti trijos paraugos (12,5%), Sajos
paraugos rezistence pret meticilinu konstatéta visiem KONS celmiem. Kontroles
grupa aap geéns detektets piecos paraugos (20,8%). Virulences icad géns noteikts
pieciem stafilokoku celmiem (20,8%).

Pieciem aap pozitivajiem paraugiem, nosakot rezistenci pret meticilinu, tika
konstatgts, ka tris stafilokoku celmi bija meticilinrezistenti un divi meticilinjutigi.

Pieciem icad pozitivajiem kontroles paraugiem meticilinrezistence konstateta
divos KONS celmos, bet tris celmi bija meticilinjutigi.

1. tabula. Atrasto aap un ica génu salidzinajums starp meticilinjutigiem un
meticilinrezistentiem KONS izolatiem

Table 1. Comparison of aap and ica genes between methicillin-sensitive and
methicillin-resistant CONS isolates

. _ . | Jutigie invazivie Rezistentie Jutigie kontroles Rezistentie
Virulences géni . . . . . .
celmi invazivie celmi celmi kontroles celmi
aapt/icat 2 16 0 3
aap+t 2 9 2 3
icat 1 5 3 2
aap-/ica- 1 5 9 2
Kopa: 6 35 14 10
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18
16
14 O jutigie invazivie
:% 12 celmi
5 B rezistentie invazivie
g 10 celmi
3 3 O jutigie kontroles
c/oJ celmi
% 6 H rezistentie kontroles
< 4 celmi
2
0- aap+/ica+ aap+ ica+ aap-/ica-
virulences géni

2. att. KONS paraugos noteikto aap un ica génu dominéSana starp meticilina
rezisteniem paraugiem

Fig. 2. Prevalence of aap, ica genes determined in methicillin resistant CoNS

P&tijumos par KONS virulences faktoriem tika paradits (13), ka visaugstaka icaAd
géna un biofilmas markiera Aap proteina prevalence ir kolonizgjoSos izolatos, lai
gan divas treSdalas paraugu, kuri iegiiti, nemot iztriepes no adas, a1 sastopams viens
no Siem géniem. P&tijumos par S. epidermidis celmiem, kuri izdaliti bakterémiju un
septicémiju gadijumos, paradits, ka visbiezak invazivajos paraugos atrasti abi aap un
icaA geni kopa.

Vairakos pétijumos konstatéts, ka nepatogénajiem celmiem atSkiriba no
patog€najiem nav icad genu.

Apkopojot zinatnisko publikaciju informaciju, jasecina, ka rezultati ne vienmer
ir liecinajusi par virulences génu klatbiitnes specifiskumu un klinisko nozimigumu.

Secinajumi

Analizgjot pétijuma rezultatus, var secinat, ka virulences faktoru — aap un
icad géna — klatblitne invazivajos paraugos ir biezaka. Abu aap/ica génu esamiba
meticilina jutigajos kontroles grupas celmos netika konstatéta. Parbaudot jutibu pret
meticilinu, var secinat, ka invazivie celmi visbiezak ir rezistenti pret meticilinu, un
to apstiprina ari citu pétijjumu rezultati. Invaziviem KONS paraugiem ir raksturiga
polirezistence, un preciza identificéSana klinikas ir loti nozimiga.

Koagulazes negativo stafilokoku virulences pétijumi Latvija ir sakumstadija, un
iesaktais darbs tiks turpinats, lai izp@titu, kadi faktori veicina KONS sp&ju veidot
biofilmas un to saistibu ar rezistences Ipasibam. Turpmakiem p&tfjumiem bis ieklauti
papildus S. epidermidis paraugi, kuri tiks izdaliti ar katetru un citu invazivo iericu
lietosanu saistito infekciju gadijumos. No veseliem cilvékiem iegiitic KONS paraugi
tiks analiz€ti, lai var€tu izprast situaciju par virulento un rezistento stafilokoku
nésasanu sabiedriba. Ir svarigi noteikt krit€rijus, kas lautu atSkirt kolonizgjoSos
celmus no kliniski nozimigiem virulentiem KONS celmiem.
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Summary

Coagulase negative Staphylococci (CoNS), particularly the S. epidermidis and
S. haemolyticus, have emerged as important cause of nosocomial infections in recent
twenty years. CoNS are the opportunistic pathogens which colonize and infect both
hospitalized patients with decreased host response and healthy, immuno-competent
people in the community. The pathogenity of CoNS, which have been regarded for a long
time as relatively innocuous inhabitants of the human skin, is mainly due to ability to
form biofilms on indwelling medical devices. Up to now, the molecular basis of virulence
in CoNS is not well understood. This study reveals that two genes, namely aap and icaA,
involved in formation of quorum-sensing system, are mostly prevalent in invasive CoNS
(43,9%), than in control group (12,5%). Our preliminary data indicates for potential role
for combination of two gene icaA/aap for predicting invasiveness of CONS strains. We
suppose that detection of colonization by icaA+/aap+ strains could help to evaluate the
potential risk of infection by CoNS.

Keywords: Coagulase negative staphylococci, virulence factors, methicillin resistance.



