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Anotacija

Koagulazes negativie stafilokoki ir kluvus$i par nozimigiem hospitalo infekciju
ierosinatajiem. Izplatitakais §1s grupas parstavis ir Staphylococcus epidermidis, par
kura svarigako virulences faktoru tiek uzskatita sp€ja veidot biofilmu. Lai diferencétu
komensalos celmus no koloniz€joSiem un invaziviem celmiem, pétijuma tika izmantotas
gan fenotipiskas metodes, nosakot biofilmas veidosanu, antibiogrammu, biokimiskas 1pa-
Sibas, gan arT molekularas biologijas izmekléSanas metodes, nosakot potencialos viru-
lences markierus - génus aap/icaA un mecA. S.epidermidis celmu tipeSanai tika pie-
lietota MLST (multilokusu sekvencu tipé€Sana) metode.

Promocijas darba pétijuma rezultati liecina, ka biofilmu veidoSana vairak rak-
sturiga kliiskajiem izolatiem, statistiski ticami biezak géni aap/icaA bija noteikti kli-
niskajos S.epidermidis celmos. No veseliem cilveékiem izdalito S.epidermidis rezis-
tence pret meticilinu konstatéta 12,5% no analizétajiem izolatiem, klmiskie celmi
visbiezak bija rezistenti pret meticilinu (97,8%). Kontaktlécas, ka biomaterials, ir lie-
lisks in vitro modelis, lai pétitu bakteriju biofilmu veidoSanos. Apkopojot pétijjuma
rezultatus, var secinat, ka uz silikonhidrogéla materiala stafilokoki adherg&jas labak ka
uz hidroggla 1écam. Lietojot S.epidermidis icaA(+) celmu, adh&zijas apjoms uz daza-
du materialu kontaktlécu virsmas biitiski pieauga, salidzinot ar adhézijas apjomu, iz-
mantojot S.epidermidis icaA(-) celmu.

MLST ir genotipéSanas metode, kas lauj noteikt epidemiologisku saikni starp
baktériju celmiem un izpétit to mikroevoliiciju. Pe&tljjuma genotipéSana tika veikta
S.epidermidis celmiem ar mérki noteikt genotipu un ta izmainas atkariba no lokaliza-
cijas un cilvéka atrasanas ilguma stacionara. Kopuma tika analizétas 12 S.epidermidis
tirkultiiras un to 168 DNS sekvences, tika noteikti 9 dazadi sekvences tipi (ST). Ne-
viens no atrastiem ST nepiederéja pie ST2 vai STS grupas, ko veido nozokomialie
S.epidermidis celmi. P&€tljuma rezultati lauj secinat par S.epidermidis genotipisko da-
zadibu uz cilveéka adas un sp€ju iegiit meticilinrezistenci 1sa laika perioda, cilvekam
atrodoties hospitalaja vide. Sis ir pirmais S.epidermidis genotipesanas pielietojums
Latvija, un ta rezultati norada uz nepiecieSamibu péc talakiem molekulari epidemi-

ologiskiem petfjumiem slimnicas un sabiedriba.

Atslegvardi: S.epidermidis, meticilinrezistence, virulences faktori, genotipéSana



Abstract

Coagulase-negative staphylococci (CONS) have emerged as an important
pathogens causing nosocomial infections. Staphylococcus epidermidis 1s the most
common and leading species of CONS. The most important virulence factor is
biofilm formation. In order to differentiate commensal strains from colonizing and
invasive strains, phenotypical methods such as antibiogram and biochemical
characteristics, molecular biology methods were used to detect potential virulence
markers: genes aap/icad and mecA. MLST (multilocus sequence typing) was used for
genotyping S.epidermidis strains.

The present thesis results indicate that biofilm formation is more common in
clinical isolates, the prevalence of both genes aap/icad was significantly higher
among clinical strains. S.epidermidis resistance to methicillin in isolates from healthy
persons was (12.5%), however clinical isolates were more resistant (97.8%). As a
biomaterial contact lenses are excellent model for in-vitro studying of S.epidermidis
biofilm formation. Summarizing results of biofilm formation the following conclusion
can be made: S.epidermidis adhere better on siliconhydrogel material than hydrogel
lenses. Adhesion volume on surface increased significantly using S.epidermidis
icaA(+) strain, compared to adhesion by using S.epidermidis icaA(-) strain.

In this study, MLST was used mostly on contaminating and colonizing strains
of S.epidermidis with the aim to determine changes in strain genotypes depending on
the localization and hospitalization time. From 12 S. epidermidis cultures and the cor-
responding 168 DNA sequences we revealed 9 different STs. None of the STs were
related to the globally known clonal complexes of ST 2 or of ST 5 of nosocomial S.
epidermidis. Results of the study are showing the genetic polymorphism of
S.epidermidis on human skin and the ability to gain methicillin resistance after admis-
sion to hospital. This is a first attempt of S. epidermidis genotyping in Latvia, pointing
at urgent need for further studies of S. epidermidis epidemiology in hospitals and

community.

Key words: staphylococci, methicillin resistance, virulence factors, genotyping



DARBA LIETOTIE SAISINAJUMI

Aae - bifunkcionals autolizins un adhezins

Aap - ar akumulaciju asociétais proteins

ACME - arginina kataboliskais mobilais elements

AFLP - amplificéto fragmento garuma polimorfisms

AIDS - iegiits imiindeficita sindroms

AMPs — antimikrobiali peptidi

ATCC- American Type Culture Collection- references kultturu kolekcija
Bap — ar biofilmu asocigtais proteins

CA-MRSA — sabiedriba iegiits meticilinrezistentais Staphylococcus aureus
CC — klonalais komplekss

CNS - centrala nervu sist€éma

DDT — disku diftizijas tests

DLV — divkarsa lokusa varianti

DNS — dezoksiribonukleinskabe

e- DNS — ekstracellulara dezoksiribonukleinskabe

HA-MRSA — ar veselibas apriipi asoci€tais meticilinrezistentais S. aureus
HIV — cilvéka imtindeficita viruss

IS — insercijas sekvence

ITN — intensivas terapijas nodala

KONS - koagulazes negativie stafilokoki

kvv — koloniju veidojosas vienibas

McF — Mac Farland standarts

MGESs — mobilie genétiskie elementi

MLST — daudzlokusu sekvenéSanas tipéSana

MLVA - daudzlokusu variablo tandéma atkartojumu analize

MRSA - meticilinrezistentie Staphylococcus aureus

MRSE - meticilinrezistentie Staphylococcus epidermidis

MSSE — meticilinjutigie Staphylococcus epidermidis

MSCRAMM - mikrobu virsmas komponentu atpazisto$as adh€zijas matriksa

molekulas



PBP2 - penicilinu saistoSais proteins 2

PCR — polimerazes kédes reakcija

PFGE — pulsg€josa lauka gela elektroforéze

PIA — intercelulars polisaharidu adhezins

PNAG — poli — N- acetilglukozamins

PSMs — fenola Skistosi modulini

RAPD - nejausi amplificétas polimorfiskas DNS analizes
rep-PCR - uz atkartotam sekvencém balstita polimerazes k&des reakcija
RFLP - restrikcijas fragmentu garuma polimorfisms
SCCmec — stafilokoku hromosomala kasete mec

SdrF — kolagénu saistoSais virsmas proteins

SdrG — fibrinogénu saistoSais virsmas proteins

SLV — viena lokusa variants

ST — sekvences tips

TAE - Tris/Acetate/EDTA buferis

UCI — urincelu infekcijas

UV — ultravioletais starojums

TSA- triptikazes sojas agars

TSB - triptikazes sojas buljons

VRSA - vankomicina rezistentais Staphylococcus aureus
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Ievads

Koagulazes negativie stafilokoki (KONS) ir cilvéka normalas mikrofloras par-
stavji, tacu tiem piemit sp&ja izraisit oportiiniskas infekcijas. Misdienu medicinas
progress ir radijis pieaugosu pacientu skaitu ar novajinatu imunitati, kuri savukart ir
loti uznémigi pret oportiinisko patogénu izraisitajam infekcijam. Ari medicina izman-
tojamas ierices, kas tiek plasi izmantotas, veido baktérijam piemérotu vidi virsmu ko-
lonizacijai un sekojoSai biofilmu veidoSanai. Biofilmas esoSie mikroorganismi ir pa-
sargati no antibakterialajiem preparatiem un ar1 no cilvéka organisma aizsargspékiem
- fagocitiem un antivielam. Pamatojoties uz vairaku pétijjumu apkopotajiem datiem,
var secinat, ka peédéjo gadu laika aizvien vairdk pieaug to nozokomialo infekciju
skaits, kuras ierosina KONS (Piette and Verschraegen, 2009). Stafilokoku 1patniba ir
ta, ka tie labi adher€jas pie dazadu poliméru virsmam un veido biofilmas, ar to arT ir
izskaidrojama So bakt€riju sp€ja ierosinat polimérasocietas infekcijas (O’Gara and
Humphreys, 2001, Jain and Agarwal, 2009, Arciola et al., 2012).

Staphylococcus epidermidis ir vadoSais un izplatitakais KONS grupas parsta-
vis. Siem mikroorganismiem ir loti raksturiga klinisko manifestaciju dazadi-
ba.Visbiezak S. epidermidis izraisa katetru un protéZu infekcijas, bakterémiju, ka art
briicu infekcijas un endoftalmitu (Hall Stoodley et al., 2004).

Laika gaita S. epidermidis ir izveidojusSies virulenti celmi, kuri izplatas slimni-
cas. Svarigs iemesls ir antibakterialo lidzeklu un dezinfektantu plasais pielietojums
klinikas, kas veicina augstu selektivo spiedienu, ka rezultata selekcion€jas aizvien
jauni, biezi vien multirezistenti bakteriju celmi. Aptuveni 90% klinisko S. epidermidis
celmu ir rezistenti pret meticilinu un ir rezistenti pret vairaku grupu antimikrobiala-
jiem lidzekliem. Ta rezultata ir apgriitinata pacientu arst€Sana, ir ilgaks hospitalizaci-
jas laiks un palielinas arstéSanas izmaksas (Lim and Webb, 2005).

Koagulazes negativo stafilokoku virulences pétijumi ir iesakti, tacu Iidz Sim
nav Tsti formuléti krit€riji, kas lautu atskirt komensalos no kliniski svarigiem virulen-
tiem celmiem ar koloniz€jo§am un invazivam ipasibam. Virulences faktoru izp&te un
attiecigo virulences génu noteikSana ir viens no veidiem, ka varétu diferencét Sos in-
fekcijas izraisoSos stafilokoku celmus (Vandecasteele et al., 2003).

Pasaulé zinatniskie petijumi tiek veikti, izmantojot gan fenotipiskas, gan geno-
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tipiskas KONS pazimes.

No fenotipiskajam pasibam visvairak tiek pétitas ekstracelularo polisaharidu produk-
cija, hemolitiska sp&ja, lecitinazes, lipazes un citu eksofermentu aktivitate. Tacu iegii-
tie rezultati nav devusi parliecinoSu informaciju par krit€riju specifitati.

Misdienas plasi tiek lietotas arm molekularas tipe€Sanas metodes, kuru pamata
tiek analizéts baktériju genétiskais polimorfisms. Tas Jauj labak izprast mikroorganis-
mu evoliiciju un populaciju izplatiSanos. S. epidermidis molekularajai izpétei tiek lie-
tota daudzlokusu sekvencu tipe€Sana (MLST) un ar1 puls€josa lauka géla elektrofore-
zes metode (PFGE). Ar MLST var noteikt izoléto mikroorganismu celmu epidemiolo-
gisko saistibu un raksturot tos péc noteikta (ST) sekvencu tipa (Miragaia et al., 2008).

S. epidermidis virulences potenciala izpéte palidz izprast iesp€jami patogeno
celmu izplatibu slimnicas un sabiedriba, ka ari dod iesp&ju prognozet, vai normalas
mikrofloras baktérijas var€tu izraisit nopietnas infekcijas pacientam hospitalizacijas
gadijuma.

Promocijas darba aktualitate balstita apsvéruma, ka pétijumi Latvija Saja
joma ir sakti nesen un informacija par S.epidermidis celmu virulences potencialu ir

lerobezota.

Darba hipotéze

No kliniskajiem paraugiem izol€tajos S.epidermidis celmos ir konstat&jami
virulences  faktori un  tos  kodgoSie  géni, kas nav  sastopami
S.epidermidis celmos, kas izoléti no vesela cilveka organisma. So virulences
faktoru fenotipiska un genotipiska noteikSana, var€tu atvieglot infekciju ierosinataju

diferencéSanu no kontaminantajiem celmiem.
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Pétijuma merkis
Noteikt un raksturot fenotipiskos un genotipiskos faktorus, kas diference

kliniskos S.epidermidis celmus no kontroles grupas stafilokoku celmiem, kas izdaliti

no vesela cilvéka organisma..

Pétijjuma uzdevumi

1.Izmantojot BBL™ Crystal™ bakteriju identifikacijas sist€ému, noteikt kliniski
prevalgjosas KONS sugas
2.Noteikt kontaminanto un klinisko S.epidermidis celmu fenotipiskas pazimes:
- enzimatisko aktivitati
- hemolitisko aktivitati dazados asins agaros
- biofilmu veidoSanas sp€ju in vitro, izmantojot mikrotitru plates metodi
- izdalito KONS jutibu pret antibakterialajiem preparatiem, lietojot Bauer-
Kirby metodi
3.Noteikt kontaminanto un kliisko S.epidermidis celmu genotipiskas pazimes:
- apstiprinat stafilokoku meticilina rezistenci, nosakot mecA génu
- noteikt stafilokoku virulences faktoru génus — aap un icad
- raksturot celmus, lietojot multilokusu sekvencu tipeSanas metodi
4. Noteikt icaA(+) un icaA(-) S. epidermidis celmu sp&ju adheréties pie polimériem,

izmantojot ka modeli acs kontaktlecas

12



Darba zinatniska novitate

Promocijas darba ietvaros attistitas Sadas novitates:

Izstradatas piecas genotip€Sanas un virulences faktoru mekléSanas metodes
S.epidermidis pé€tijjumiem, kuri [idz Sim Latvija netika veikti.

Ieviesta MLST metode S.epidermidis genotipéSanai.

Izmantojot PCR tehnologijas, noteikti virulences faktori, - géni aap, icaA un
meticilina (beta-laktamu) rezistences géns mecA

Izmantojot modificeto mikrotitru plates metodi, noteikta biofilmas veidoSanas
kliniskajiem un kontroles grupas S.epidermidis celmiem.

Izstradata metode S.epidermidis adh&zijas sp€ju noteikSanai uz kontaktlécu
virsmas, izmantojot icaA (+) un icaA (-) S.epidermidis celmus.

Izveidota koagulazes negativo stafilokoku izolatu kolekcija un atbilstosa datu

baze, ieskaitot celmu jutibu pret antibakterialajiem lidzekliem.
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1.Literaturas apskats

1.1. Stafilokoku visparéjs raksturojums

Stafilokoki ir nekustigi, fakultativi anaerobi, katalazes pozitivi un sporas
neveidojosi mikroorganismi. Stafilokoki ir sfériskas formas Siinas, kuru diametrs ir
0,5-1,5 um, tie dalas vairakas plakn€s un no kliniska materiala sagatavota iztriep€
novietojas pa vienai, paros vai grupas, kas atgadina vinogu kekaru (Bannerman and
Peacock, 2004).

Aleksandrs Ogstons bija pirmais, kurs, petot strutas no abscesa, 1881. gada ap-
rakstija kekarus veidojoSos mikroorganismus. VipsS arl noradija uz to patogenitati,
demonstréjot bakteriju izraisitos abscesus pelém un jirasciicinam. F.J.Rosenbahs
1884. gada ieviesa Staphylococcus gints nosaukumu un diferencéja stafilokoku sugas,
pamatojoties uz koloniju krasu. Oranzi dzeltenigie stafilokoki tika nosaukti
Staphylococcus aureus, bet stafilokoki, kuri veidoja baltas krasas kolonijas, tika no-
saukti Staphylococcus albus, velak tos pardev€ja par Staphylococcus epidermidis.
1960.gada stafilokoki tika iedaliti 6 apakSgrupas (biotipos), pamatojoties uz koagula-
zes testu un sp€ju fermenteét oglhidratus (Kloos and Schleifer 1975, Madigan and
Martinko 2006). Stafilokoki ir toleranti pret palielinatu sals koncentraciju un var
augt, ja NaCl koncentracija barotn€ ir 10% un lielaka. AugSanas temperatiiras inter-
vals svarstas no 10°C lidz 45°C. Stafilokokiem ir augsta biokimiska aktivitate. Tiem
piemit saharolitiskas ipasibas — mikroorganismi Skel laktozi, maltozi, glikozi, saharozi
u.c., ka art proteolitiskas 1pasibas — tie Skidrina Zelatinu, sarecina pienu, reducé nitra-

tus nitritos. (Tortora et al., 1989).

Stafilokoku Siinas sienas galvena sastavdala ir peptidoglikans. Peptidoglikans
tiek uzskatits par endotoksinu, kur§ stimulé endogéno pirogénu sintézi, aktivé kom-
plementa un interleikinu I1-1 sint€zi makrofagos, ka ar1 veicina polimorfonuklearo
leikocitu agregaciju. Peptidoglikana slani penetré teihojskabes, tas ir fosfatus saturosi

poliméri, kas regulé katjonu koncentraciju Stnas siena. Teihojskabju brivie gali Stinas
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virsma darbojas ka receptori un saistas pie glotadu fibronektina (Prescott et al.,1999).
Staphylococcus spp. produce penicilinu saistoSos proteinus - PBP, kuri nodroSina pep-
tidoglikana slana veidosanos So dabisko penicilinu saistogo proteinu biologiska akti-
vitate ir lidziga serinproteazém. Penicilinu saistoSos proteinus var iedalit divos tipos:
peéc molekulara lieluma un péc aminoskabju secibu salidzinajuma. Zema molekulara
svara PBP, kas katalizé D-alanina karboksipeptidazes un endopeptidazes reakcijas, un
augsta molekulara svara PBP, kas nosaka glikotransferazes un transpeptidazes aktivi-
tati. Bifunkcionals ir proteins PBP2, kas papildus transpeptidazes aktivitatei darbojas
ar1 ka transglikozilaze (Labischinski, 1997).

Penicilins un citi beta-laktamu antibakterialie Iidzekli ir specifiski
transpeptidazes un D-alanina karboksipeptidazes reakciju inhibitori, jo to struktiira ir
lidziga bakteriju dabiskajiem substratiem — §tinu peptidiem. Beta-laktami, izveidojot
kovalentu kompleksu ar serinu, kas atrodas transpepidazes doména enzimatiskaja
dala, partrauc peptidoglikana saiSu veidoSanos starp peptidu kédém, kas noved pie
Stinas bojaejas.

Virs §tinas sienas izvietots polisaharidus saturoSs glotu slanis, kas in vivo var
veidot mikrokapsulu un ir nozimigs virulences faktors ar antifagocitaro aktivitati.
S.epidermidis ir pieraditi vismaz tris atSkirigi kapsularie polisaharidu tipi, turprett
S.aureus mikroorganismiem ir novérojamas 11 dazadu serologisko tipu polisaharidu
kapsulas. Visbiezak infekcijas ir saistitas ar 5. un 8. kapsularo tipu, bet mazak ar 3. un

6. kapsularo tipu (Gillespie and Hawkey, 2006).

12. Koagulazes negativie stafilokoki (KONS)

Stafilokoki tiek iedaliti divas grupas, pamatojoties uz to sp&ju producét koagu-
lazi. Koagulaze ir enzims, kuru stafilokoki producé eksponencialaja augSanas faze.
Koagulazes producéSana tiek uzskatita par vienu no stafilokoku virulences faktoriem.
S.aureus un S. intermedius ir vienigie koagulazes pozitivo stafilokoku sugu parstavji,
kas ir svarigi cilvéka patologija (Cucarella C. et al., 2001).

Koagulazes negativo stafilokoku (KONS) grupa ir ietvertas vairak ka 40 sugas,
no kuram apméram 20 sastopamas cilvékiem. KONS daudzums uz adas var biit da-
7ads, sakot no 10° lidz 10° cm?, tom@r vairak to ir mitrajas vietas — nasis, aksillas, pe-

rineja (Vuong and Otto, 2002).
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KONS pieder pie cilvéka normalas mikrofloras parstavjiem. Tie kolonizé adu
un glotadas . Starp cilveku un KONS pastav komensalas jeb labveligi neitralas attie-
cibas, Saja gadijuma cilveks labveligi ietekmé bakterijas, nodroSinot tai mitnes vietu
uz adas virsmas, tacu pats cilvéks no §im attiecibam labumu negtist. Tapec Sos celmus
sauc par komensaliem (Finch 1997, Ziebuhr et al., 2006).

KONS savstarpéji tiek diferencéti péc jutibas pret novobiocinu. Novobiocins ir
hinolonu grupas antibakterialais lidzeklis, kas grampozitivajas baktérijas bloké topo-
izomerazes IV darbibu. Topoizomeraze IV ir ferments, kas atbild par bakteriju DNS
replikaciju, rekombinaciju un reparaciju. Rezistence pret novobiocinu ir skaidrojama
gan ar mutacijam strukturalos génos, kas produc€ izmainitu enzimu, gan ar mutacijam
regulatorajos gé€nos, ka rezultata samazinas Siinapvalka caurlaidiba un arT tiek veici-
nata antibakterialo lidzeklu izvade no bakterijas.

Pret novobiocinu rezistenti ir S. epidermidis un citas radniecigas KONS sugu
jeb t.s. S. epidermidis grupa. Ja tiek runats par visu grupu, tad médz lietot terminu S.
epidermidis sensu lato.
Nozimigakie pret novobiocinu jutigie koagulazes negativie stafilokoki jeb
S.epidermidis grupa:
e Staphylococcus epidermidis (sensu stricto);
e Staphylococcus haemolyticus,
e Staphylococcus hominis,
e Staphylococcus lugdunensis,
e Staphylococcus schlefieri.
Pret novobiocinu rezistentie koagulazes negativie stafilokoki:
e Staphylococcus saprophyticus;
e Staphylococcus xylosus
Neskatoties uz to, ka no cilvéka adas ir izolétas apmeram 20 stafilokoku sugas,
Staphylococcus epidermidis sastada vairak ka pusi no rezidentiem stafilokokiem ar
plasu izplatibu uz visas kermena adas virsmas. (Ingraham and Ingraham, 1995).
S. epidermidis ir domingjoSs starp kliniskajiem izolatiem un var biit vairak ka
75% no identificétajiem KONS celmiem. Tas var@tu but saistits ar sugas plaso
izplatibu uz adas virsmas un ar7 iesp&jamiem virulences faktoriem, kuru nav citiem
KONS. No citam kliniski nozimigam sugam ir jaatzimeé S. saprophyticus, kuri izraisa

urincelu infekcijas jaunam sievietém, ka ari S. hominis, S. haemolyticus, S. warneri un
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S. simulans, kas gan ka patogéni tiek daudz retak izolgti.
S. lugdunensis ir sastopams ka invazivo infekciju izraisitaji, tie izraisa endokarditu,

osteomielitu un sepsi (Eiff et al., 2001, Gad, 2009 Barros et al., 2012).

1.3. Virulences faktori

Atskirtba no S.aureus KONS neproducé daudz toksinu vai degrad€joSu
eksoenzimu. Dazi no S.epidermidis virulences faktoriem ir tikai nesen raksturoti.
S.epidermidis 6-toksins ir vienigais toksins ar hemolitisku aktivitati. Ta sintézi nosaka
hed gens, kas ir lokalizéts agr lokusa. S.epidermidis d-toksins ir 24-aminoskabju
peptids, kur§ no S. aureus homologa atSkiras tikai ar vienu aminoskabes poziciju.
Zinatniskaja literatira ir aprakstiti gadijumi par S.epidermidis 0-toksina izraisitu
nekrotiz€joSu enterokolitu jaundzimusSajiem. Fenola S$kistoSie modulini (PSM)
darbojas ka pirmsiekaisuma citolizini. S. epidermidis bakterijas atrastie alfa un beta
tipt ir daudz mazak citolitiski par S. aureus bakterijas atrastajiem citoliziniem (Otto
2009, David and Daum 2010).

Ir zinami dazi ar virulenci saistiti S. epidermidis mobilie genétiskie elementi
(MGE). Pieméram: arginina kataboliskais mobilais elements (ACME). Pirmo reizi
ACME tika aprakstits pret meticilinu rezistentajam S.aureus (MRSA) celmam
USA300 (King et al., 2006).

ACME ir inkorporéts stafilokoku genoma tada pasa lokalizacija ka SCC mec
un tiek medi€ts ar tam paSam rekombinazém. Pe&tfjumos ir bijis aprakstits, ka no
S.epidermidis $ie genétiskie elementi tieck nodoti S. aureus baktérijam. Ir maz zinams
par ACME funkciongSanu S.epidermidis, tacu ir skaidrs, ka So elementu klatbiitne
paaugstina S.epidermidis celmu koloniz€josas 1pasibas un ari sp&jas izdzivot uz adas
un glotadam. ((Widerstrom et al., 2012).

Tadi S.epidermidis enzimi, ka ekstracelulara metaloproteaze un cisteina
proteaze, kam abam piemit elastazes aktivitate, Skel dazadus saimnieka organisma
proteinus: IgA, IgM, séruma albuminu, fibrinogénu, fibronektinu. Lipazes un enzimi,
kas modifice taukskabes, sekmé adas kolonizaciju Lipazes kodgjosie géni geshC un
gehSE1, izdaliti no celmiem S.epidermidis 9 un RP62A, ir sekvenéti un tie uzrada
augstu similaritati. (Longshaw 2000, Chou and Shaw, 2001).

Tiek uzskatits, ka galvenais S. epidermidis virulences faktors ir sp€ja veidot biofilmas.

Biofilmai izveidojoties, tas iekSien€ esosas bakt€riju Stnas tiek pasargatas no
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antibakterialo lidzeklu un ar1 imiinsist€mas darbibas (Vuong and Otto, 2002, Presterl

et al., 2007). Tabula ir atteloti svarigakie un paslaik izpétitie virulences faktori.

1. tabula. 8. epidermidis virulences faktori (ar izmainam no Otto, 2009)

Virulences faktors

Gens

Funkcijas

Biofilmas veidoSanas: primara saistiSanas ar abiotiskam virsmam

AtlIE atlE Bifunkcionals autolizins un adhezins, kas
ietekmé virmas hidrofobas 1pasibas
Aae aae Bifunkcionals autolizins un adhezins

Biofilmas veidoSanas: primara saistiSanas ar matriksa

proteiniem

SdrF sdrF SaistiSanas ar protemiem

SdrG sdrG SaistiSanas ar fibrionogénu

SdrH sdrH Iesp&jama saistiSanas funkcija

AtlE un Aae atlE un aae Saistas ar vairakiem matriksa proteiniem

Intercelulara agregacija

PNAG (jeb PIA) icad, icaD, icaB, Intercelulars polisaharidu adhezins
icaC
Bap (ar biofilmu bap (bhp) Intercelulars proteinu adhezins
asocitais proteins)
Aap (ar akumulaciju Aap Intercelulara proteina adhezina priekstecis,

asociétais proteins)

vajadziga  proteolitiska  apstradi  ta

aktivéSanai

Teihojskabes

Vairaki biosintézes géni

Biofilmas komponenti

Protektivie eksopolimeri

PNAG icad, icaD, icaB, Aizsarga no IgG, AMPs, fagocitozes un no
icaC komplementa

PGA capA, capB, capC, Aizsarga no AMPs un no fagocitozes
capD

Rezistence pret AMPS

SepA proteaze sepA Iesaistits AMP degradacija

Aps sistéma apsR, apsX Uzrada AMPs un reguleé AMP rezistences

mehanismus

Toksini
PSMs Psma, psmo, psme, Citolizini
hid, psmp1, psmfi2
Par S.epidermidis virulences faktoru ari tiek uzskatita lantibiotiku
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producésana. Lantibiotikas ir bakteriocini, kurus producé S.epidermidis un citas
grampozitivas bakte€rijas, tadas ka Bacillus subtilis un Lactobacillus spp.
Lantibiotikas, tadas ka: epidermins, Pep5, epilancins K7 un epicidins 280 ir peptidu
antibakterialas vielas, kas satur retas tio€tera aminoskabes lantioninu vai arl
metilalantiontnu. Lantibiotiku producéSanai ir bitiska nozime baktériju izplatibai uz
adas un glotadam, iznicinot konkurgjoSos mikroorganismus, visbiezak tas izpauzas
pret citam grampozitivam bakterijam, kas ir jutigas pret lantibiotiku baktericido

iedarbibu (Gotz et al., 2014).

1.4. Meticilinrezistence

Rezistence pret antibakterialajiem preparatiem starp KONS celmiem ir plasi
izplatita. Meticilinrezistence hospitalajiem S.epidermidis celmiem ir pieaugusi no
30 % Iidz pat 90% laika posma no 1980. gada lidz misdienam. Starp veseliem
cilvekiem sabiedriba cirkuleé apméram 12% pret meticilinu rezistento S.epidermidis
(MRSE) celmu (Tracevska, tezes LU, 2012).

KONS analize pierada, ka biezak meticilinrezistence ir sastopama .
epidermidis, ka ar1 S.haemolyticus celmos. S.haemolyticus ir salidzino$i biezi
sastopams bakterémiju ierosinatajs, §is sugas bakterijas visvieglak no visiem KONS
legiist rezistenci pret vankomicinu (Barros et al., 2012). Pret meticilinu rezistentajiem
KONS ir tadas pasas heterotipiskas izpausmes, ka pret meticilinu rezistentajiem
S.aureus (Balode, 2011).

Kliniski visbiitiskaka meticilina rezistences forma ir saistita ar penicilinu sais-
to§a proteina PBP2a producésanu. So proteinu sintézi kodé mecA géns. PBP2a ir rak-
sturiga zema afinitate pret B-laktamu antibakterialjiem lidzekliem (Hartman and To-
masz 1984 ).

Tatad, meticilinrezistento stafilokoku galvena atskiriba ir to rezistence pret
visiem klasiskajiem beta laktamu antibakterialajiem Iidzekliem. IpaSi biezi pret
meticilinu rezistenti ir izolati ar ST2 sekvences tipu, kur§ noteikts, izmantojot
multilokusu sekvencu tipéSanas metodi (MLST). S.epidermidis celmi ar ST2 viegli

genoma var integrét kaseti SCCmec (Katayama et al., 2000, Ibrahem et al., 2008).

1.4.1. SCC mec kasetes molekulara uzbiive
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SCC mec kasete ir mobils genétiskais elements, tas lielums varié 21-67kb, kas
satur mecA génu un regulatoros génus. SCCmec kasete var saturét ari tadas genétiskas
struktiras ka Tn554, pUBI10, pT181, kas kode€ rezistenci pret citiem
antibakterialajiem lidzekliem, tadejadi izraisot bakteriju multirezistenci( Monsen et
al., 2005).

Tiek izdaliti strukturali atSkirigi astoni SCCmec tipi (SCCmec 1-VIII) un
apakstipi SCCmec tipiem ir kopigas iezimes, ieklaujot mecA génu un ta regulatora
regiona dalas, ccrd un ccrB génus. Géni mecRI un mecl kodé mecA regulatoros
proteinus, MecR1 ir signalproteins ar penicilinsaistoSu doménu un transmembranu
doménu, Mecl ir géna mecA represorais proteins. Gé€ni ccrdA un ccrB kodé
rekombinazes CcrA un CcrB. Sie fermenti ir atbildigi par saita un orientacijas

specifisku SCCmec integraciju un izgrieSanu (Okuma et al, 2002, Teruyo et al., 2009).
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1.attéls. SCC mec kasesu tipi (ar izmainam no Teruyo et al., 2009)

Tris salidzinosi lieli SCCmec elementi (tipi I, 11, III) ir raksturigi izolatiem,
kas iegiiti no hospitaliz€tiem pacientiem. Pirma tipa SCCmec kaset€ mecA géns ir
vienigais, kas nosaka rezistenci pret antibakterialajiem lidzekliem Mazakais, SCCmec
IV kasetes tips, pirmo reizi tika identific€ts sabiedriba iegiitajos MRS A izolatos (CA-
MRSA) Cikaga un vélak konstatéts ari citos MRSA izolatos, citos geografiskos regi-
onos. Ar1 S. epidermidis ir raksturigs SCCmec IV tipa kasete un relativi mazo izméru

del, bakterijas to var viegli nodot viena otrai (Barbier et al., 2010).
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1.5. Biofilmas veido$anas mehanisms

Bakterijas, piesaistoties pie kadas virsmas un ar1 savstarpgji saistoties, veido
biofilmas. Mikroorganismi, kas ir apvienojusies biofilma, uzvedas ka daudzSiinu
organisms. Saja sakopojuma tiek novérota ari mikroorganismu savstarpgja
komunikacija. Biofilma ietvertajam bakt€rijam samazinas augSanas atrums un ari
génu transkripcija (Costerton et al., 1999, ).

Biofilmas veidoSanas procesu var iedalit ¢etros etapos: primara adhézija,
agregacija un akumulacija, nobrieSana un atdaliSanas (2.attels). Visos $ajos etapos ir
iesaistiti proteini, ka ar1 neproteinu dabas poliméri u.c. (Heilmann et al., 1997, Otto

2009).

Milroorganismu atrauganis
MNohriesana Q

Piestiprina$anis pie ohjekia virsmas uhnt;ﬁe]}u&lmi?fwn]a L
Saistlgnis ar saimniekorganisma

“ J
) proteiniem ; .
{b \ ™ ll I : G
9D 0 RIDDA — 3

Hidrofohi miii SdrF, SdrG, Emhp, AtIE, Aae Bap, PSM?
R e miedarma, R Pabaia Proteszes?

Mature Reviews | Microbiology
2.attels. Biofilmas veidoSanas process (ar izmainam no Otto, 2009)

Parasti S.epidermidis biofilma nesatur citu bakteriju sugu kolonijas, tas ir
tapec, ka S.epidermidis sp€j producét bakteriocinus, kas inhib€ citu bakteriju sugu
augSanu.

Biofilmas veidoSanos raksturo ka daudzpakapju procesu, kas sakas ar
mikroorganismu migraciju un piestiprinasanos pie virsmas, kuru sekmé nespecifiski

speki — elektrostatiska mijiedarbiba, van der Vaalsa speki, poliméru fizikali kimiskas
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ipaSibas (virsmas hidrofobisms), ka ar1 mikroorganismu virsmas hidrofobisms,
nespecifiski adhezii, pili, fimbrijas un glikokalikss (Donlan 2001, Fey et al., 2010).

Biofilmas veidoSanas procesa planktoniskas bakterijas vispirms saistas pie
sveSkermena virsmas. Adh&zija var notikt pie biotiskas (cilveéka audi) un ar abiotiskas
virsmas (asinsvadu katetri, protézes, maksligas sirds varstules u.c.). Adhézija tiek
nodros$inata ar elektrostatisko un hidrofobo mijiedarbibu, un ar1 ar bakteriju virsmas
adheziniem, ka pieméram: teihojskabeém, Bhp, AtIE un Aae adheziniem (Heilmann et
al., 2003, Lasa and Penades 2006 ).

Adhéziju pie poliméru virsmas iedala divos etapos: primara adhézija , ta ir
saistiSanas tiesi pie poliméru virsmas un sekundara adhézija — saistiSanas pie cilveka
proteiniem, kas noklajusi poliméru virsmas. Tiek uzskatits, ka sekundara adhézija
notiek atrak neka primara adhézija, jo péc poliméra materialu ievadiSanas cilvéka
organisma, to uzreiz parklaj proteini (Davis et al., 2001, Sadovskaya et al., 2005).

Stafilokokiem ir ar1 dazadi sekretétie un uz virsmas fiksétie proteini, ar kuru
palidzibu mikroorganismi saistas ar saimniekorganisma ekstracelulara matriksa un
plazmas komponentiem. MSCRAMM (mikrobu virsmas komponentu atpazisto$as
adh€zijas matriksa molekulas) adhezini parasti ir kovalenti saistiti ar Siinu sienas
peptidoglikana slani. Kad poliméru ierici parkla; saimniekorganisma proteini,
pieméram: kolageéns, fibrinogéns, fibronektins, uz tiem sak iedarboties S. epidermidis
virsmas receptori. Svariga funkcija $aja etapa ir ar1 SdrG, kas saistas pie fibrinogéna.
SdrG ir sastopams praktiski visos S. epidermidis celmos. Antivielas pret SdrG var
blokét adhéziju pie biomaterialu virsmam parklatam ar fibrinogénu, kas norada uz $1
faktora svarigu funkciju adhézijas procesa (McCrea et al., 2000, , Hussain et al., 2001,
Bowden et al. 2002, Williams et al. 2002, Nayak et al., 2011).

Polisaharidu intercelularais adhezins (PIA) ir viens no svarigakajiem biofilmu
stabiliz€joSiem adheziniem. Zinatniskas literatliras avotos aprakstits arT ar nosaukumu
PNAG (poli-N-acetilglikozamins). PIA ir linears N-acetilglikozamina homopolimérs,
kas saistits ar B-1,6-glikozidisko saiti. PIA produkciju kodé icaADBC operons.
IcaADBC operons galvenokart ir sastopams kliiskajos S. epidermidis celmos, un tas
tiek saistits ar nozokomialo infekciju izraisoSajiem celmiem (Mack et al., 1996,
Rogers et al., 2008).

Regulatorais icaR gens, kas iesaistits ica ekspresijas reguleésana, atrodas blakus ica-

ADBC operonam. Icad géns kodé glikozaminil-transferazes produkciju. Sis enzims
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parnes glikozamina atlikumus no UDP-glikozamina uz augoSo pre-PIA kédi. Ja ir
ekspres€ts vienigi icad géns, enzima aktivitate var biit loti zema. Enzima pilnigai ak-
tivitatei ir nepiecieSama icad un icaD génu koekspresija. IcaA un IcaD proteini ir lo-
kalizeti Sinas membrana. TreSais membranu proteins IcaC transporté augoSo pre-PIA
arpus Stnas. Pre-PIA N-deacetiléSanu veic IcaB enzims jeb N-deacetilaze (Stevens et
al., 2004, Sadykov et al., 2008). Korelacija starp PIA produkciju un biofilmu veidosa-
nos klmiskajos S. epidermidis izolatos tika noskaidrota jau 1996. gada uzreiz pec PIA
poliméra atklaSanas. Nesen ir atklati S. epidermidis celmi, kuri in vivo un in vitro var
veidot biofilmas bez PIA starpniecibas. Sajos baktériju celmos PIA funkciju veic pro-
teini. Viens no Sie proteiniem, kas var veikt PIA stabiliz€joSo funkciju ir Bap (Bhp)
jeb ar biofilmu saistitais proteins, kas ir iesaistits adh€zijas un akumulacijas procesos.
Tormo et al. 2005. gada aprakstija bap pozitivus stafilokoku celmus bez icaABCD
operona, kuri in vitro veidoja biofilmas. Tacu ir pieradits, ka biofilmas, kuras stabilize
PIA, ir daudz noturigakas neka proteinu stabilizeétas biofilmas (Heilmann et al., 1996,
Knobloch et al., 2004, Otto et al., 2009). Zinatniskaja literatiira minéts, ka mikroorga-
nismi, kas producé nedeacetilétu PIA, nespgj saistities ar citiem mikroorganismiem un
ar1 neveido stabilu daudzslanu sakopojumu. PIA ir arT citas funkcijas, pieméram, tas
palidz bakterijai izvairities no saimniekorganisma iminmehanismiem. PIA spg€j inhi-
bét dabigo pretmikrobu peptidu un ar1 neitrofilu aktivitati (Ziebuhr et al., 2006, Che-
ung et al., 2010).
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3.attels. PIA sintézes modelis ( ar izmainam no Otto, 2009)

1997. gada Hussain et al. aprakstija 140 kDa ekstracelularu ar akumulaciju
saistTtu proteinu Aap, kas piedalas biofilmas akumulacijas procesa. Proteins atrodas
epidermidis Sinas virmas veido protenu fibrillas, kas pastiprina intercelularo
adhéziju (Hussain et al., 1997). Zinatiskajos pétijumos ir noskaidrots, ka Aap ar savu
A doménu var piesaistities karneocitiem, tadejadi tiek uzlabota bakteriju saistiSanas
sp€jas pie cilveéka adas. Kad biofilma ir nobriedusi, atseviskas baktérijas vai baktériju
sakopojumi sak atdalities no biofilmas. Pats process atgadina metastaze€Sanos, jo
baktérijas var parvietoties no izveidotas biofilmas uz cilvéka kermena dalam un
organiem. AtSkiriba no agregacijas un akumulacijas procesiem, biofilmas atdaliSanas
ir mazak izpétits process (Rohde et al., 2006).

Biofilmas atdaliSanas process ir saistits ar quorum-sensing Agr sist€mas
aktivitati, kas, savukart kontrole fenola S$kistoSo modulinu (PSM) un proteazu
ekspresiju.  Proteazes, pieméram, metaloproteaze (SepA) un cisteina proteaze,
piedalas proteinu stabiliz€to biofilmu atdaliSanas procesa. SepA tapat ka PIA spgj
inhibét dabigo pretmikrobu peptidu aktivitati. Lidz Sim netika atklati enzimi, kas
varétu hidrolizét PIA stabilizétas biofilmas. Tomér ir zinamas molekulas, kas spgj
sagraut nekovalentas saites starp PIA un poliméra virsmu, to veic PSM, ka piem&ram:

delta toksins (Donlan et al., 2014).
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1.6. Biofilmas veidoSanas procesu regulacija

1.6.1. Quorum sensing process

Bakteérijam piemit globalas reguléjosas sistémas, kas pielago virulences génu
ekspresiju mainigajiem vides apstakliem

QS jeb kvoruma sajiita ir process, kura bakterijas savstarp&ji komunicg,
tadejadi nodroSinot no baktériju blivuma atkarigu génu regulaciju. Savstarpgja
komunikacija notiek gan vienas sugas, gan ari dazadu sugu ietvaros, izmantojot
specialas signalmolekulas — autoinduktorus (Al). Zinami vairaku veidu Al, visvairak
petiti ir Al-1 un AI-2. Al-1 (acileti homoserina laktoni) ir vairak raksturigi
gramnegativam bakterijam, bet AI-2 (polipeptidi) raksturigi ka gamnegativam
bakterijam, ta ari grampozitivam bakterijam, lidz ar to AI-2 uzskata par universalu
signalmolekulu. L1dz $im S. epidermidis ir aprakstitas divas QS, tas ir: agr sist€ma un
luxS/A1-2 sisteéma (Kong et al. 2006, Hon et al 2006, Min L. et al., 2008).

Agr sistéma ir viena no visvairak pétitajam QS sist€tmam. Agr regule vairak ka
150 dazadu génu darbibu, kuri nodroSina gan primaras, gan sekundaras adhézijas re-
ceptoru producesanu. Agr lokuss sastav no diviem atSkirigiem promoteriem P2 and P3
P2 promoters kontrole agrB, agrD, agrC un agrA ekspresiju (Xu et al. 2006).

SarA geéna proteins pieder pie DNS saistoSiem proteiniem un ir sastopams ne ti-
kai koagulazes negativos stafilokokos, bet arT koagulazes pozitivajos S.aureus, kur tas
atbild par virulences faktoru sint€zes regulaciju. SarA géna proteins KONS bakterijas
ir homologs (84 %) ar S.aureus sarA géna proteinu, lidz ar to var pienemt, ka to fun-
kcijas varétu but diezgan Iidzigas. Pirmkart, tas pozitivi induc€ ica operona transkrip-
ciju, saistoties pie icad g€na promotera. Otrkart, sar4 génam piemit ar1 represoras
ipasibas, jo samazina agr sist€émas darbibu, kas atbild par tadu virulences faktoru ka
PSM, dazadu proteazu un lipazu produceéSanu. Sar4 géna kontroleétie PSM virulences
faktori (PSMa, PSMB, PSMy, PSMo) ir multifunkcionali polipeptidi, un tiem piemit
iekaisumu veicinoSas paSibas. Tie sp€j destabilizét biofilmu tas veidoSanas procesa,
traucgjot bakteriju saistiSanos sava starpa (Yarwood and Schlievert 2003, Tormo et
al., 2005).

P&étijumos ir noskaidrots, ka izveidotaja biofilma samazinas génu ekspresija, tai
skaita agr sisteémas darbiba, kas producé PSM. lesp&jams, ka tada veida baktérijas,

pirmkart, maina savu fiziologisko stavokli no agresivas uz neagresivu uzvedibu, otr-
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kart, samazina iminsist€mas aktivitati jeb paaugstina evazijas ipasibas. PSM piemit
ar1 antibakterialas 1pasibas, tas ietekmé citus mikroorganismus, ka ar1 papildus stimulé
organisma iminsistémas makrofagus (Vuong et al., 2001, Mack et al., 2007).

Pedgja laika daudz tiek pieminéts cits Sar sist€mas géns: sarZ, kas regule aptu-
veni 80 génu darbibu, tacu visvairak tas ietekmé tiesi tos génus, kas nosaka bakteriju
virulences faktoru darbibu. Eksperimentalos modelos tika noskaidrots, ka
S.epidermidis celmos ar defektivu sarZ génu strauji samazinajas virulences génu eks-
presija, tai skaita arT PIA produkcija. Tas autoriem lika secinat, ka sarZ géns varétu
biit viens no svarigakajiem faktoriem, kas atbild par koagulazes negativo stafilokoku
virulenci (Wang et al., 2008).

2006. gada tika wuzsakta [uxS/AI-2 quorum-sensing sist€mas izp€te

S.epidermidis bakterijas, kuru veica Xu Lin kopa ar saviem kolégiem (Xu L. et al.,

2006). LuxS/AI-2-quorum-sensing sist€mai ir svariga loma S.epidermidis bio-
filmas veidoSanas procesa. Tomér joprojam nav vienota viedokla par [uxS/A1-2
quorum-sensing sist€mas biofilmas veidoSanas regulacijas molekularajiem mehanis-
miem. lesp&jams, ka $§1 sist€ma negativi regulé icaADBC operona darbibu transkripci-

onala [imen1 (Keersmaecker et al., 2006, Everett et al., 2010).

1.6.2. Vides faktoru ietekme

Ir pieradits, ka S.epidermidis biofilmas veidoSanos in vitro var ietekmét
vides faktori, pieméram, skabeklis (0O.), glikoze, NaCl, etanols, antibiotiku
stress, Mg2 +, temperatiiras un EDTA, kas var darboties, izmantojot regul€joso prote-
nu, piemeram: Agr, sigB un starpsiinu adhézijas regulatoru /caR (Lim et al., 2004,
Fitzpatrick et al., 2005, Sadykov and Olson, 2008).

SigB ir DNS saistosais proteins, kas negativi regulé icaR géna darbibu, saisto-
ties ar ta promotera rajonu. Stress, ka arT noteiktu vielu klatbiitne (glikoze, etanols,
NaCl) vidé var ietekmét Rsb — UVW faktoru kaskadi, kas aktivé sigB darbibu, pie
tam sigB faktors tieSi nereagé uz stresa apstakliem. Rsb-U faktors ir specifiska Rsb-V
fosfataze, kas aktivé Rsb-V faktoru. Normalos vides apstaklos sigB faktors ir saistits
ar anti-sigma faktoru Rsb-W. Tacu aktivétais Rsb-V faktors konkur€joSi saistas ar
Rsb-W faktora aktivo centru, tada veida blok&jot sp&ju saistit sigB faktoru, kas augsta

koncentracija inhib€ icaR génu, bet aktiveé icaADBC transkripciju (Fitzpatrick F et al.,
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2002, Knobloch et al., 2004). Petijumos aprakstits ar1, ka sigB darbiba ir mazak svari-
ga augstas skabekla koncentracijas apstaklos, neka, ja skabekla koncentracija ir zema

(Cotter et al. 2009).

1.7. KONS fenotipiska un genétiska mainiba

Stafilokoki ir pazistami ar savu spilgti izteikto fenotipisko un genétisko
mainibu. Heterogenitates izpausme ir noveérota kliniskajos S.aureus un S.epidermidis
celmos un tiek piepemts, ka Sada sp€ja kalpo ka prieksrociba stafilokoku adaptacijai
mainigajos vides apstaklos. Mehanismi, kas ir iesaistiti Saja fenomena, ir maz zinami.
Tie ietver gan regulgjosos mehanismus, ka atbildi uz vides signaliem, gan genétiskas
variacijas. Svariga nozime ir insercijas sekvences (IS) elementu klatbttne.

IS ir mazi, mobili, autonomi DNS elementi, kas atrodami gandriz visu dzivo
organismu genomos. Bakterijas tie izpilda svarigas funkcijas genoma organiz€sana. IS
var inaktivét génus ar insercijas mutacijas palidzibu, tacu tie var tikt iesaistiti ar1 tados
rekombinacijas notikumos, ka hromosomu delécija vai parkartoSanas. Ir pieradits, ka
S. epidermidis kliniskie un komensalie celmi atSkiras ne tikai ar biofilmu veidoSanos,
bet arT ar noteiktu IS elementu klatbiitni to genomos. P&tijumos aprakstits, ka ST2 un
ica pozitivie kloni, kas izraisa nozokomialas infekcijas, parnes daudzas insercijas
secibas elementa [S256 kopijas, kamer citas tipiskas stafilokoku insercijas secibas,
pieméram, IS257 un 1S1272, lidzigi sadalas starp komensalajiem un kliniskajiem
izolatiem (Ziebuhr et al., 1999, Arciola et al., 2004).

IS256 ir dala no transpozona Tn4001, kas pieskir stafilokokiem un
enterokokiem rezistenci pret aminoglikozidiem. IS256 piemit sp&ja regulét blakus
esosa géna izpausmi ar ieks$€jo promoteru struktiiru palidzibu. P&tijjumos ir aprakstita
[S256 ietekme uz teikoplanina rezistenci S.aureus bakterijas, veicot icaR regul€josa
g€na inaktivéSanu (O’Gara 2007).

Petijumi par IS256 patogeéno stafilokoku celmu genoma norada, ka, no vienas
puses, daudzkartigas IS kopijas genoma paatrina homologos rekombinacijas
notikumus, tadéjadi veicot ieguldijumu genétiska materiala plastiskuma un
parkartoSanas procesa. No otras puses, aktiva IS transpongSana dod ieguldijumu

heterogéna izpausme ar génu mutaciju vai aktivéSanas palidzibu. So procesu rezultata
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rodas nebijusi genotipiski un fenotipiski varianti, kas bakterijam lauj pielagoties
mainigajiem argjiem apstakliem un ari iekarot jaunas ekologiskas nisas (Conlon K.M.
et al.,, 2004). Daudzkartigu 1S256 kopiju klatbiitne S.epidermidis ST2 genoma un
attiecigajos sekvenCu tipos veicina adapt€Sanas procesu. Tapéc ar biofilmu
veidosanos, rezistenci pret antibakterialajiem lidzekliem un augstu genétisko mainibu
var izskaidrot, kapec S.epidermidis ir domin€josi nozokomialo infekciju izraisitaji
(Maureen, 2008).

P&tot S.epidermidis  genétisko daudzveidibu un izmantojot izolatu
daudzlokusu sekvencu tipeSanu (MLST), ir noteikti 74 mikroorganisma sekvencu tipi
(ST). Lielaka dala So izolatu ietilpst klonalaja kompleksa (CC2), pie kura pieder
visbiezak sastopamais sekvences tips ST2. Plasu ST2 izplatibu varétu skaidrot ar to,
ka visiem ST2 izolatiem konstat€ ica génus un IS256 inserciju. Ir noskaidrots, ka ica
geni un IS256 ir faktori, kuri raksturigi tieSi invazivajiem S. epidermidis celmiem.

ST2 izolatiem piemit sp€ja in vitro veidot biofilmas (Ziebuhr 1999, Mack 2006).

1.8. KONS patogenitate

Vel pagajusa gadsimta 50. gados KONS uzliikkoja par nepatogéniem adas ko-
mensaliem, bet, ja tie izdaliti no kliniska materiala, par nekaitigiem kontaminantiem.
Uzskati maintjas pagajusa gadsimta 80. gadu beigas, 90. gadu sakuma, kad loti spilgti
tika pieradita KONS loma nozokomialo infekciju izcelsmé. Bija apkopoti dati par to,
ka KONS spgj ierosinat dazadus piogé€nos procesus, no kuriem biezak sastopamie ir
bakterémija, endokardits (tas var skart gan maksligas, gan dabigas varstules), septisks
artrits, peritonits, mediastinits, Suntu un katetru, operaciju briicu infekcijas,
osteomielits, prostatits, urincelu infekcijas u. c. (Chu et al.,, 2008, McCarty 2014
Gemmell and Lang 2015).

Petijumos aprakstiti vairaki iemesli, kas veicinajusi KONS izveidoSanos par
oportiiniskiem patogéniem. Medicinas progress rada arvien pieaugosu pacientu skaitu
ar novajinatu imunitati, kuri savukart ir loti uznémigi pret oportiinisko patogénu
izraisitajam infekcijam Ar1 medicina izmantojamas ierices, kas tiek plasi izmantotas,
rada baktérijam piemeérotu vidi virsmu kolonizacijai un biofilmu veidoSanai. Svarigs
iemesls ir antibakterialo Iidzeklu un dezinfektantu plasais pielietojums klinikas, kas

veicina augstu selektivo spiedienu baktérijam, Iidz ar to var selekcionéties aizvien
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jauni, biezi vien rezistenti pret antibakterialajam vielam, mikroorganismu celmi
((Ziebuhr W. et al., 2006, John J.F., Harvin A.M., 2007, Laverty G. et al., 2015).
S.epidermidis ir salidzino$i mazak agresivi neka S.aureus, jo neproducé daudz
tokstnu vai degradéjosu eksoenzimu.Gan S.epidermidis, gan S. aureus producé fenola
SkistoSus modulius (PSM). Tie sekmé izvairiSanos no imiinsistémas darbibas, liz&jot
neitrofilos leikocttus. (Cheung et al., 2010, Otto M., 2009) Cilveéka imiinsistémai var
biit griitibas atbrivoties no ilgstosam S.epidermidis infekcijam, neskatoties uz to, ka
tiek producetas antivielas pret S.epidermidis baktériju proteiniem (Rohde et al., 2005,

Presterl et al., 2007).

1.8.1. Nozokomialas infekcijas

Nozokomialas infekcijas tiek uzskatitas par vienu no lielakajam probléemam
veselibas apriip€. Nozokomialajam infekcijam teorétiski var biit paklauti visi
stacionétie pacienti, taCu infekciju attistibu sekmé predispongjoSie jeb riska faktori.
Anamnétiskie riska faktori no pacienta puses var biit sekojoSi: veci un loti jauni
organismi, slikts visparigais veselibas stavoklis, liekais svars, smé&keSana,
kardiovaskularas un onkologiskas saslimsanas, diab&ts, smagas operacijas u.c.

Lai infekcija attistitos, nozime ir ari biologiskajai videi klinika, ka ari sanitari
higi€niska rezima ieveroSanai (Zileviéa, 2004, Suleman, 2014).

Infekciozi agenti, kas izraisa nozokomialas infekcijas var rasties vai nu no
endogéniem avotiem vai eksogéniem avotiem. Endogénie avoti ir kermena vietas, kas
normali ir apdzivotas ar mikroorganismiem, pieméram, nazofarings,
gastrointestinalais trakts vai urogenitalais trakts. Eksogénie avoti ir apmekl&taji,
medicinas personals, aparatiira un veselibas apripes vide. Endogénas infekcijas
gadfjuma procesu izraisa paSa cilveka normalas mikrofloras parstavji. Visbiezak
celoni ir sekojosi.

1. Mikroorganisms maina savu lokalizaciju. Tikai dabigas eksistences vidé sava
biotopa mikroorganismi ir pilnigi nekaitigi. Nokltstot citur, tie var radit iekai-
suma procesus.

2. Ja organisma ieklist svesSkermenis, pieméram: protéze, tiek izmainita normala
audu vide. Tadi mikroorganismi, ka, piemeéram: S. epidermidis, kam ir liela

afinitate pret polimériem, migré sveskermena virziena un var radit iekaisumu.
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3. Jebkur$ mikrofloras mikroorganisms ir potenciali patogéns. Tikai vesela orga-
nisma mikroflora ir viennozimigi pozitiva. Samazinoties organisma sp&jai
kontrolét homeostazi, jebkur$ no mikrofloras parstavjiem var ierosinat patolo-
gisku procesu.

4. llgstoSas un intensivas antibakterialas terapijas gadijuma var izveidoties disbi-
oze.

Ar nozokomialajam infekcijam saslimst apméram 5-15% hospitaliz€to pa-
cientu. Ir publicéti aprékini, ka Eiropas Savieniba ik gadus ar §Tm infekcijam saslimst
aptuveni 4,1 miljoni cilvéku, starp intensivas terapijas nodalu pacientiem nozokomi-
alo infekciju biezums var sasniegt pat 37%. Biezakas nozokomialas infekcijas ir urin-
celu infekcijas, elpcelu infekcijas, briicu infekcijas un ar asinsvadu katetru lietoSanu
saistitas bakterémijas. Nozokomialas infekcijas ir izplatitas visa pasaulé. Infekcijas,
kas saistitas ar veselibas apriipi, ir viens no galvenajiem naves c€loniem un pieaugo-
Sais saslimstibai starp hospitaliz€tiem pacientiem. Tas ir apgritinajums gan pacien-
tam, gan sabiedribas veselibai. Infekciju izplatibas petijums, kas bija veikts PVO aiz-
bildniba 55 slimnicas 14 valstis, kas parstav ¢etrus PVO regionus (Eiropa, Austrumu
Vidusjiras regions, Dienvidaustrumu Azija un Rietumu Klusais Okeans) tika konsta-
tets, ka apmeéram 8,7 % no hospitaliz€tiem pacientiem bija nozokomiala infekcija.
Vislielakais nozokomialo infekciju biezums konstatéts Austrumu Vidusjiras regiona
un Dienvidaustrumu Azijas regiona slimnicas (11,8% un 10,0%), salidzinot ar Eiropas
un Rietumu Klusa Okeana regioniem, kur prevalence bija 7,7 un 9,0 % (WHO 2009,
ES 2012).

ECDC zinojumos biezak sastopamas nozokomialas infekcijas ir urincelu in-
fekcijas (27%), elpcelu infekcijas, ieskaitot pneimoniju (24%), kirurgisko briicu in-
fekcijas (17%) un ar asinsriti parnestas infekcijas (10,5%). Citas nozokomialas infek-
cijas ir apmeram 19,3% un Seit ietvertas gastrointestinalas infekcijas, parsvara Clos-
tridium difficile izraisitas, ka ar1 adas un miksto audu infekcijas, centralas nervu sis-
temas infekcijas (ECDC 2011).

Nozokomialas infekcijas ir polietiologiskas, to ierosinataji pieder pie dazadam
taksonomiskam grupam, pieméram: bakterijas, virusi, s€nes un viensSuni. Escherichia
coli un Staphylococcus aureus ir visbiezakie infekciju izraisitaji, seko Pseudomonas

aeruginosa, Enterococcus spp. un koagulazes negativie stafilokoki, Candida spp., un
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citi Enterobacteriaceae dzimtas parstavji, tadi ka, Klebsiella spp. un Enterobacter
spp. (Rogers et al. 2009, ECDC 2011).

Stafilokoki ir ierindoti starp vadoSajiem nozokomialo infekciju izraisitajiem,
un S. aureus iesaistiti gandriz visas nozokomialas infekcijas, gan ar katetru lietoSanu
saistitas urincelu infekcijas, gan nozokomialu pneimoniju vidi. Visbiezak stafilokoki
ir saistiti ar kirurgisko brucu infekcijam. Koagulazes negativie stafilokoki, kaut ari
netiek uzskatiti par patogéniem mikroorganismiem, tomer iepem svarigu vietu
nozokomialo infekciju, 1pasi bakterémiju izraisitaju vida. Vairak ka 50% gadijumos
KONS ir identificéti ka nozokomialo infekciju ierosinataji jaundzimuSo intensivas
terapijas nodalas. Bérniem ar katetru lietoSanu saistito infekciju gadijumos
S.epidermidis ir bijis izolets 34% gadijumos, bet jaundzimusSajiem pat 51% gadijumos
(Garcia et al. 2004, Hira et al. 2007, Suleman et al. 2014, Peerayeh et al. 2014).

Ar katru gadu Latvijas slimnicas pieaug nozokomialo infekciju skaits. Vid€ja
sastopamiba nozokomialajam infekcijam Latvijas slimnicas ir 3,6%. Dazas Latvijas
slimnicas So infekciju sastopamiba parsniedz 6%. Augstaka vid€ja sastopamiba tiek
noveérota lielakajas daudznozaru klinikas 4,5% un pediatriskajas slimnicas 4,0% (3,4-
4,5%). Visbiezak novérotas nozokomialas infekcijas ir dzilo elpcelu infekcijas 23,1%
(20,3-30,0%) un kirurgiskas infekcijas 26,5% (19,1-32,0%), nozokomialas urincelu
infekcijas sastopamas (9%), zarnu trakta infekcijas (4%) un asinsrites sist€mas
infekcijas (7%) gadjumu (Dimina et al., 2009). Latvija tika veikts nozokomialo
infekciju izplatibas pétjums P.Stradipa Kliniskas universitates slimnica un
Traumatologijas un ortopédijas slimnica, tomér ieghtos datus grati visparinat valsts
meéroga, galvenokart tadel, ka vairakus gadus nozokomialo infekciju problémas Sajas
kliikas risina augsta Iimena profesionali infektologi un epidemiologi (Dumpis et al.,
2003).

Nozokomialas infekcijas palielina ne tikai pacientu hospitalizacijas laiku, bet
ar1 palielina ekonomiskas izmaksas slimnicai un veselibas apriipes sist€mai kopuma.
BieZi nozokomialas infekcijas norit smagi un ar augstu mirstibu, kas ik gadus prasa

tukstoSiem cilveku dzivibu.
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1.8.2.  Ar katetru lietoSanu saistitas infekcijas

Aizvien plaSaka invazivo procediru un intravaskularo katetru lietoSana ir
viens no bakterémiju gadijuma skaita pieauguma c€loniem. Viens no stafilokoku
izraisitas bakterémijas primarajiem avotiem ir intravaskularie katetri. Ir definéts, ka
bakterémijas gadijuma ir viens pozitivs asins uzs€jums ar zindmu patogénu un
pacientam ir vismaz viena no sekojoSajam kliskajam izpausmém: drudzis
(temperatiira virs 38°C), drebuli vai hipotensija. Tapat par bakter€miju runa, ja
pacientam ir konstatéti vismaz divi pozitivi asins uzs€jumi un ir izdalitas adas
normalas mikrofloras baktérijas, ka pieméram, S.epidermidis, kas identific€ts no
diviem atseviskiem asins uzs€jumu paraugiem (ECDC, 2011, Martinez et al., 2007).

Par nozokomialu bakterémiju uzskata tadu infekciju, kad pozitivais asins uzse-
jums tika panemts vairak ka 48 stundas p€c hospitalizacijas sakuma. Nozokomialu
bakterémiju defin€ arT gadijuma, ja pacients pédéja ménesa laika ir sanemis veselibas
apriipes pakalpojumus majas. Lai diagnostic€tu ar katetru lietoSanu saistito bakterémi-
ju (KLSB), ir nepiecieSama gan asins paraugu panemsana (hemokultiira), gan katetra
iznpems$ana un nositiSana uz laboratoriju mikrobiologiskajai izmekléSanai. Ar katetru
lietoSanu saistita infekcijas diagnoze tiek uzstadita, ja viens un tas pats mikroorga-
nisms tiek izdalits gan no asins uzs€juma, gan no katetra gala uzséjuma ((Friedman et
al., 2002, Petti et al., 2003, Garcia et al., 2004, Bouza E. 2005).

Koagulazes negativos stafilokokus biezi izolé ka viltus pozitivu kultiiru jeb
kontaminantu pie asinsrites sistémas infekcijam, to klinisko nozimi tados gadijumos ir
griiti interpretét (Costa et al., 2004). Ja pacientam, kuram ir ievietots centralais veno-
zais katetrs un paradas drudzis, ka ar1 laboratoriski konstatéts pozitivs asins uzs€jums,
arstam vienmer jaizverte, vai pozitivais asins uzs€jums liecina par bakterémiju un nav
saistits ar pacienta adas mikrofloras kontaminaciju vai katetra iek$€jo limenu koloni-
zaciju. (Raad et al., 2000, Zing et al., 2008).

ASV gada tiek izlietoti apmeéram 180mlj. periféro vénu katetru un 7mlj. cen-
tralo vénu katetru. Zinojumos tiek aprakstiti no 2-25% ar katetru lietoSanu saistito
infekciju gadijumi dazadas klinikas. (Eggimann et al.2004). S. epidermidis ir bijis in-
fekcijas izraisitajs 50-70% gadijumu. Katru gadu ASV tiek registréti vairak ka 250000

katetru infekciju gadijumi, kam seko bakterémija.
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Katetru un Suntu infekcijas gadijumos 20 - 65% ka izraisitaji ir identific€ti

koagulazes negativie stafilokoki (CDC, 2011).

Catheter-related infections
(% of all HAIs)

1 <4

1 4to <6

[ 6to <8

N 8to <12
 >=12

[ Not included

Non-visible countries
3 Liechtenstein

3 Luxembourg g
[ Malta ),

4.attels. Ar katetru lietoSanu saistito infekciju sastopamiba, attéloti (% ) no
visam nozokomialajam infekcijam (adaptéts no ECDC, 2011-2012)

1.8.3. Protezu infekcijas

Protézu infekcijas KONS izraisa 30 - 40% no visiem gadijumiem. Infekcija
biezak attistas pacientiem ar autoimiinam slimibam, gados vecakiem cilvékiem, ka ar1
pacientiem, kuri lieto hormonalos preparatus.

2009. gada Zviedrija tika veiktas apméram 16.000 primaras gizas locitavas
aizvietoSanas un 13.000 celu locitavu artroplastiju, savukart ASV un Anglija ap
800.000 giizas un 130.000 cela locitavu artroplastiju. Tiek planots, ka ASV lidz 2030.
gadam giizu un celu artroplastiju gadijumi paaugstinasies attiecigi par 174% un 673%
Lidz ar to palielinasies ar1 So locitavu protézu infekciju gadijumi (Arciola et al.,
2005).

Zviedrija ap 0,8% artroplastiju gadijumos péc diviem gadiem tiek veikta
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revizija, sakara ar maksligas locitavas infekciju. Lidzigs gadijumu skaits tiek zinots
art no citam Ziemeleiropas valstim, ASV So gadijumu ir vel vairak (1,5 -2.5%). Péc
revizijas, ar vai bez proté€zes nomainu, apmeéram 20% gadijumos pacientiem attistas
atkartota infekcija. Etiologiskie agenti visbiezak ir S.aureus un KONS (Galdbart et.al.,
2000).

Latvija, péc Traumatologijas un ortopédijas slimnicas Mikrobiologiskas
laboratorijas (vaditaja: LU prof. A.Zilevi¢a) apkopotajiem datiem, 2009. gada
pacientiem, kuriem pirmreiz€ji tika konstatéta locitavu ieks€jas proté€zes infekcija un
kuriem veikta revizijas operacija, mikrobiologiskajos izmeklgjumos visbiezak izdaliti
bija stafilokoki. No 99 uzs€jumiem, no kuriem izdaliti mikroorganismi, 76,8%
gadijumu identificétas grampozitivas bakterijas. S.aureus identificéti 3 1paraugos, bet
KONS tika noteikti 39 paraugos, no tiem S.epidermidis identificéti 17 uzseéjumu
paraugos. Jaatzimé, ka meticilinrezistence (MRSE) konstatéta 9 (52,9%) gadijumos
(nepublicets zinojums, 2009).

Dabisko sirds varstulu infekcijas stafilokoki neizraisa biezi, tie biezak izraisa
maksligo sirds varstulu infekcijas. Dabisko sirds varstulu endokardita gadijuma
S.epidermidis ir bijis izraisitajs 5-8% gadijumu. Sirds maksligo varstulu endokardita
gadijumos 15-50% ir bijis izdalits S.epidermidis (Tegnell et al., 2002, Rohde et al.
20006).

Anselmino ef al. pétjumos veica no inficEtiem implant€jamiem sirds
defibrilatoriem un kardiostimulatoriem izoleto baktériju identifikaciju un rezistences
noteikSanu, apkopojot rezultatus, tika konstatéts, ka visbiezak izoletais infekciju
izraisitajs (37.7%) ir bijis tiesi S. epidermidis (Anselmino et al., 2004, Gordon R., et
al., 2012).

1.8.4. Ar kontaktlecu lietoSanu saistitas acs infekcijas

Acs mikroflora ir loti vienkarSa un parasti sastav no ne vairak ka divam
mikroorganismu sugam. Divas domingjosas baktériju grupas, kas tiek izdalitas no
konjunktivas ir koagulazes negativie stafilokoki ( > 90% gadijumu) un difteoridi ( >
80% gadijumu). Visiezak sastopami ir Staphylococcus epidermidis, Corynebacterium
xerosis un Propionibacterium acnes. Retak tiek identific€ti Peptostreptococcus spp. ,

Staphylococcus aureus, Streptococcus, Micrococcus, Lactobacillus spp., un gram-
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negativas nijjinas. Osato et al. petijjumos apkopoti rezultati no 496 individu acu kon-
junktivam. P&tfjumos tika salidzinatas mikrofloras atSkiribas atkariba no individu ve-
cuma. Diagramma var redzet, ka dazados cilvéka vecuma periodos biitisku prevalenci
uzrada koagulazes negativo stafilokoku parstavis Staphylococcus epidermidis. Tas,
var€tu but skaidrojams ar faktu, ka arT cilvéka adas mikrofloras lielako dalu veido tiesi
§1s sugas bakterijas. Vecakiem cilvékiem biezak tiek identific€tas difteoridu sugas,
vecuma grupa virs 70 gadiem Sie mikroorganismi tika identific€ti 45% gadijumu

(Osato et al., 2010).

Age (years)
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S5.attels. Konjunktivas mikroflora dazados vecuma periodos
(ar izmainam no Osato, 2010)

Palielinoties kontaktlécu lietotaju skaitam, palielinas ari to pacientu skaits,
kuri cie§ no dazadam acu infekcijam. Kontaktlecas var uzskatit par sveSkermeni, pret
kuru Iidzigi ka citiem medicina lietotajiem poliméru materialiem, mikroorganismiem
ir izteiktas kolonizacijas un adh&zijas sp&jas (Dutta et al., 2014).

Visbiezaka infekcija kontaktlecu lietotaju vidi ir bakterialais keratits. Lai
attistitos infekcija, mikroorganismiem ir jaieklist acs audos, kas visbiezak notiek
radzenes traumas dél, kontamin€tu kontaktlecu lietoSanas gadijuma, vai ari

kontaktlécas raditas mikrotraumas dél. Vairaku p€tijumu dati liecina, ka jaunattistibas

36



valstis ir aptuveni 1,5 1idz 2 miljoni radzenes ¢iilu gadijumu katru gadu. Infekcijas
biezums ir katram 11 no 100 000 personam ASV. Pamatoti tiek uzskatits, ka
bakterialais keratits ir loti nopietna sabiedribas veselibas probléma (Seal and Pleyer
2007).

Visbiezakais acs infekciju izraisitajs ir S.epidermidis. Rossetti et.al. petijjumos
tiek aprakstits, ka p&c kataraktas operacijam, endoftalmita gadijuma S.epidermidis
bija visbiezak izoleétie mikroorganismi. Peétijjuma tiek noradits, ka 75% no
S.epidermidis celmiem, kas izoléti no pacientiem, kuriem bija attistijies endoftalmits,
tika atrasti virulences géni icad, icaD un ar1 tika noteikts meticilinrezistences géns
mecA. Saprofitiskajiem izolatiem Sie virulences markieri tika noteikti tikai septinos

procentos gadijumu (Rossetti et.al., 2012).

1.9. S.epidermidis tipésanas metodes

1.9.1. FenotipéSanas metodes

KONS sugu noteikSana pagajusa gadsimta astondesmitajos gados galvenokart
tika balstita uz biokimiskas test€Sanas profiliem. Kloos un Schleifer 1975. gada
ieteiktaja identifikacijas shéma tika izmantoti noteikti biokimiskie markieri, tai skaita
rezistence pret novobiocinu; saharozes, fruktozes, galaktozes, ribozes, laktozes,
turanozes, melicitozes, ksilozes, mannozes, trehalozes, mannita, ksilita un maltozes
fermentaciju, fosfatazes, nitratu reduc€Sana un arginina izmantoSana (Kloos and
Schleifer, 1975).

Citas identifikacijas metodes ietver antibakterialo Iidzeklu jutibas profilu no-
teikSanu un ar Stinu taukskabju analizi (Birnbaum et al, 1991). Sakara ar laika un re-
sursu ietilpigo darbu, kas tika ieguldits Sajas agrinajas sugu identific€Sanas shémas,
un ari tapeéc, ka tika pienemts, ka KONS grupai ir raksturiga zema virulence, lielaka
dala izolatu ar grampozitivo koku morfologiju, katalazes producésanu, bet bez koagu-
lazes producéSanas, tika vienkarSi identificéti ka koagulazes negativie stafilokoki
(KONS). Tacu diskusijas par KONS sugu identifikacijas klimisko lietderibu, kluva
skaidrs, ka dazas KONS sugas var biit saistitas ar loti nopietnam infekcijam. Tadejadi
aktualizgjas jautajums par koagulazes negativo stafilokoku sugu identifikacijas nepie-

cieSamibu (Kloos un Bannerman, 1994).
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Fenotipiski stafilokoku izolatus var salidzinat péc to jutibas pret dazadiem
antibakterialajiem lidzekliem, izmantojot disku diftizijas metodi un arT komercialas
sistémas, ka pieméram: minid Pl (BioMerieux). Tacu §im fenotipiskajam metodém ir
maza izSkirtsp&ja un ari pastav iesp€ja, ka vienadas antibiogrammas var bt neradnie-
cigiem bakteriju celmiem. Antibiogrammu salidzinaSanu var lietot ka skrininga meto-
di infekciju uzliesmojuma laika, kad rezistences profilu pret antibakterialajiem lidzek-
liem iesp€jams izmantot, lai atSkirtu jaunu celmu no klinika jau eksist€joSiem bakteri-

ju celmiem (Lourdes et al., 2004).

1.9.2. Genotipésanas metodes

Par izvéles metodém bakteériju celmu tipeSanai kluvuSas metodes, kuras tiek
izmantotas dazadas molekularas izmekléSanas tehnikas. Molekularas epidemiologijas
petijumiem izmantotas metodes galvenokart ir balstitas uz diviem principiem: DNS
joslu analizi un DNS sekvenésanu.

Restrikcijas fragmentu garuma polimorfisms (RFLP)
RFLP metodes pamata ir atSkirtba homologas DNS sekvenc€s, kuru var noteikt péc
DNS parauga skelSanas ar restriktazes enzimu, kad veidojas dazada garuma un skaita
fragmenti. Lielaka dala RFLP markieru ir lokusu specifiski un ar loti augstu
iz8kirtsp&ju. KONS tipéSanai metode tiek lietota reti, baktériju bieza genctiska
polimorfisma del (Widerstrom ef al., 2011).
Nejausi amplificétas polimorfiskas DNS analizes (RAPD).
RAPD izmanto praimerus, lai brivi piestiprinatu genoma DNS pie vairakiem
lokusiem, talak seko géla elektroforéze un vizualizacijas process. RAPD ir mazaka
1z8kirtsp€ja, salidzinot ar puls€josa lauka g€la elektroforézi, bet $1 metode ir daudz
atraka un ar1 vieglak izpildama (Tyler et al., 1997, Cassey et al., 2006).
rep- PCR uz atkartotam sekvencém balstita polimerazes kédes reakcija
Rep- PCR metodes pamata praimeri saistas ar daudzam atkartotam sekvenceém. Daza-
da garuma fragmenti tiek pagarinati. Fragmentus talak ir iespg&jams sadalit p€c masas,
pielietojot elektroforézes metodi. Sekojosi tiek izveidots unikals rep-PCR DNS profils
ar vairakam joslam katram paraugam (Deplano et al., 2000).
Amplificéto fragmento garuma polimorfisma (AFLP) analize
AFLP lieto restrikcijas enzimus, lai saskeltu genoma DNS, tam seko adaptoru pievie-

noSana restrikciju fragmentu lipigajiem galiem. 1zSkirtsp€ja tiek palielinata izmantojot
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ar fluorescenci markétus praimerus. AFLP biezak lietota S. aureus petjjumiem, koagu-
lazes negativajiem stafilokiem §1 metode ir ierobezota (Vos et al., 1995., Widerstrom

et al., 2011).

Daudzlokusu variablo tandéma atkartojumu analize (MLVA)

Lietojot MLVA, tiek atpaziti kod€joSo un nekod€joso geénu isu tandémisku
atkartojumu mainiba skaitlos. Noteiktie celmi tiek iedaliti péc katra p&tama lokusa
atkartojumu skaita. Metode tiek uzskatita par zelta standartu Bacillus anthracis,
Francisella tularensis, Yersinia pestis, Mycobacterium tuberculosis un KONS
epidemiologiskajai izpétei (Li et al.,2009).

Pulséjosa lauka géla elektroforéze (PGFE)

PFGE sakotngji tika izstradats hromosomu un zemako eikariotu
elektroforétiskai sadaliSanai. PFGE ir RFLP Iidziga makroresktrikcijas analizes
forma, kura baktériju genoms tick saskelts ar restrikcijas enzimiem. Sie enzimi
salidzinoS8i maz sagriez genoma DNS, tadgjadi veidojot mazu skaitu DNS fragmentu (
10-20 joslas). So fragmentu lielums varié no 20 kb lidz 10 000 kb un tos sadala ar
specialam elektroforézes tehnikam, radot lidzstravas impulsus daZados virzienos.
At8kiribas restrikcijas profilos tiek lietotas lai varétu veikt genétiskos salidzinajumus
starp izolatiem (Felix et al., 2012).

Neskatoties uz faktu, ka §1 metode ir mérk&ta uz specifiska enzima atpaziSanas
vietam genoma, PGFE sp€j noteikt arT lielas izmainas genoma, pieméram: insercijas,
delécijas un tranzicijas.

PFGE ka tipeSanas metodei ir bitiski trikumi . Pirmkart, ta ir laikietilpiga un
darbietilpiga, ka arT tehniski saméra griiti izpildama metode. Otrkart, KONS
baktérijam raksturigas neliclas genétiskas izmainas, kuras veidojas salidzino$i 1sa
evoliicijas laika un tas var biitiski ietekmét rezultatu. Tadgjadi ir piesardzigi jaizmekle
izolati, kuri iegiiti dazados laikos un vietas, it 1pa$i, ja ir nelielas atSkiribas joslu
modelos. Tadeé]l §1 metode nav izvéles metode ilgstoSiem baktériju populacijas
genétiskiem pétijumiem. Griitibas sagada PFGE veidotie DNS profili no dazadam
laboratorijam, jo metode ir jutiga pret nelielam izmainam tehniskas procediiras laika.

Daudzlokusu sekvencu tipésana (MLST)
ST metode tika izstradata 1998. gada. Metodes pamata ir DNS sekvengsana, lai par-

bauditu allélu dazadibu virknei génu. Sie t.s. ,,iousekeeping” géni nosaka svarigu pro-
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teTnu sintézi, kuri nav saistiti ar bakteriju virulenci vai rezistenci pret antibakteriala-

jiem lidzekliem (Maiden et al. 2008). Septini génu lokusi, kas tiek izmantoti MLST

metodei, apkopoti 2.tabula.

2.tabula. ,,Housekeeping” géni un to kodeétie fermenti

(ar izmainam no Feil, 2004)

Géni un to funkcija

Amplikona izmeérs, ko lieto allelu

pieskirSanai

Karbamata kinaze (arcC)

465bp
Sikimata dehidrogenaze
(aroE) 420bp
ABC transporters (gtr)

438bp
DNS sintézes klidas labojoSais proteins
(mutS) 412bp
Pirimidina sint€zes operona regul€josais
proteins (pyrR) 428bp
Triosefosfata izomerazes (¢piA)

424bp
Acetil KoA
acetiltransferaze (yqil) 416bp

Dazadas sekvences katra lokusa tiek apzimétas ar dazadiem al€lu skaitliem.

Katru celmu nosaka péc alelem, to septiniem lokusiem (al€liskais profils). Katram

unikalajam al€liskajam profilam (vai genotipam) tiek pieskirts sekvences tips (ST),
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kas tiek izmantots, ka €rts bakteriala celma raksturotajs (Miragaia et al., 2002, Feil et
al., 2004).

Tiek uzskatits, ka iev€rojama dala populacijas pieder ierobezotam kopu
skaitam vai tuvu radniecigiem genotipiem, pétfjumos tie tiek apziméti ka klonalie
kompleksi (CC). Klonalie kompleksi parasti sastav no viena domingjoSa genotipa ar
vairakiem mazak radniecigiem genotipiem. Vienkarsakais klonalo kompleksu modelis
veidojas, pieaugot genotipa biezumam populacija. Peéc MLST ainas pécteci sakotnéji
aleliskaja profila paliks nemainigi, bet laika gaita var izveidoties varianti, mainoties
vismaz vienai no septinam alélém (punktveida mutaciju vai ar1 rekombinaciju dél).
Genotipus, kuriem al€liskais profils atSkiras no priekstecu profila viena no septiniem
MLST lokusiem, sauc par viena lokusa variantiem (SLV). SLV arvien vairak
mainoties, veidojas varianti, kuri atSkirsies jau ar diviem (DLV) no septinpiem
lokusiem. Divi celmi, kuri ir tuvu radniecigi var uzradit arT atSkirigas fenotipiskas
1pasibas (Cooper and Feil, 2008, Van Belkum et al., 2007) .

MLST ir salidzino$i darga mikroorganismu izolatu genotipéSanas metode. Tas
prieksSrocibas ir tadas, ka ta sniedz informaciju ari par baktériju filogenézi un ari
ciltskoka evoliiciju. MLST metodei ir pilnigi standartiz€ta shéma, lidz ar to ir
iespejama starplaboratoriju rezultatu salidzinasana. Visi iesititie rezultati tiek
apkopoti starptautiskaja datubaze. Lai palielinatu S. epidermidis MLST metodes
1z8kirtsp&ju, to kombin€ arT ar génu analizi. Ka papildus metode tiek lietota ar1
jutibas pret antibakterialajiem Iidzekliem profila noteikSana (Urwin and Maiden,
2003, Monk and Archer 2007, Miragaia, et al., 2008) .

Pilna genoma sekvenéSana

Metode sniedz plasu informaciju par bakteriju genomu, dodot plasaku iesp&ju tala-
kiem p&tfjumiem. Sobrid ir sekvenéti cetri KONS celmi: S. epidermidis ATCC12228,
S. epidermidis RP62a, S. haemolyticus JCSC1435 un S. saprophyticus. (Widerstrom et
al, 2011).
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3.tabula. Biezak lietoto S. epidermidis molekularo tipéSanas
metoZu salidzinajums (ar izmainam no Widerstrom et al, 2011)

Metode

Merkis

PrieksSrocibas

Trokumi

Pulsgjosa lauka

Visas bakterialas

Ir augsta izskirtsp€ja

Tehniski sarezgita

gela elektroforéze hromosomas Vertiga, lai izveértétu | un laikietilpiga
restrikcijas istermina metode.
polimorfisms epidemiologiju, Ierobezota
nelielus starplaboratoriju
uzliesmojumus salidzinasana.
Nav pilnigas
standartizacijas
Daudzlokusu ,2Housekeeping” Starplaboratoriju Ierobezota
sekvences tipé€Sana génu alélisko datu salidzinasana 1zSkirtspé€ja.
(MLST) variantu sekvenésana Veértiga metode Darga metode
ilgtermina evoliicijas
analizém
Daudzlokusu Hromosomalo Atri izpildama Nav pilnigas
variablo tandéma elementu MLVA metode standartizacijas.
atkarotjumu skaita polimorfisms Augsta caurlaidiba Nav apstiprinati
analize (MLVA) interpretacijas
kriteriji
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2.Materiali un metodes

2.1.Petijjuma apraksts

Promocijas darba eksperimentala dala tika izstradata LU BF Bioanalitisko un
biodozimetrisko metozu laboratorija ,,Kapacitates stiprinaSana starpnozaru petijumos
biodrosiba”  2009/0224/1DP/1.1.1.2.0/09/APIA/VIAAA/055 projekta ietvaros.
Petjuma izpildes laika tika sapemts LU Eksperimentalas un kliniskas medicinas
institlita zinatniskas izpetes €tikas komisijas atzinums, paraugu ievaksSanai projekta
mérkim no veseliem cilvékiem un pacientiem (1.08.2011. priekSsédetajs prof. J.
A.Sipols, 1. pielikuma).

Kopuma, laika perioda no 2010. gada pavasara lidz 2012. gada pavasarim, tika
ievakti 305 S.epidermidis paraugi. Stafilokoku celmi iegiiti, sadarbojoties ar
mikrobiologiskajam laboratorijam no:

P. Stradina kliniskas universitates slimnicas

Rigas Austrumu kliniskas universitates slimnicas, stacionara Gailezers

Traumatologijas un Ortop&dijas slimnicas

Ventspils slimnicas

Daugavpils slimnicas

Klmisko paraugu grupa tika ieklauti stafilokoku celmi, kas izoléti no
operaciju bricém, kas bija ar iekaisuma pazimém un bez citu mikroorganismu
klatbiitnes mikrobiologiskajos uzs€éjumos, ka ari S. epidermidis celmi no asinim
(hemokultiira) un intravenozo katetru galu uzs€jumiem. Mikroorganismu paraugi no
hemokultiiras tika 1izoléti, ieverojot rekomendacijas, par patiesi pozitivam
hemokultiram, ja ir bijuSas identificétas normalas mikrofloras bakterijas. Par
izmantojamam pétjjuma tika atzitas tas, kuras bija savaktas 48 stundu laika, un
vismaz divos asins uzs€jumos izauga S.epidermidis, ka ar1 §is baktérijas bija ar
vienadu koloniju morfologiju un ar vienadu jutibas pret antibakterialajiem lidzekliem
profilu. Stafilokoku izdaliSana no katetru galu uzs€jumiem tika veikta, lietojot
puskvantitativo uzs€jumu metodi, pirms tam veicot sonikaciju. Izoletas bakterijas péc
identifikacijas tika uzglabatas stobrinos, kas piemeroti ilgstoSai uzglabaSanai
saldetava (Cryobank).

Kontroles (komensalo) grupa bija ieklauti stafilokoku celmi, kas izol€ti no

veseliem studentiem, vecuma no 19-24 gadiem, kuri nav bijusi nodarbinati ar
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veselibas apriipi saistitas iestades. No katra studenta tika nemts uzséjums no nasim un
talakiem pé€tijumiem tika izmantots viens S.epidermidis izolats.

Promocijas darba ietvaros, pirmo reizi Latvija tika izmantota MLST metode
S.epidermidis genotipéSanai. Tika analizeti S. epidermidis izolati no praktiski vesela
cilvéka un diviem hospitaliz€tiem pacientiem, kuri arstgjas intensivas terapijas nodala.
Ka ar1 tika analizeti divi S.epidermidis izolati no hemokultiiras un no periféro vénu
katetra gala uzséjuma.

Japiezime, ka, lai iegiitu ticamus rezultatus, uzs€juma no katras vietas tika
identificetas tris kolonijas, tas tika salidzinatas fenotipiski un tika iegiti rezultati ar1
par jutibu pret antibakterialajiem Ilidzekliem, izmantojot Bauer-Kirby metodi. Talak ar
MLST genotipéSanas metodi tika analizéts tikai viens S. epidermidis celms. Ka
kontroles tika izmantoti S.epidermidis standartcelmi ATCC 35984 (biofilmu
veidojosais) un ATCC 12228 (biofilmu neveidojosais).

2.2. S.epidermidis izolatu kolekcijas un datu bazes veidoSana

Pirmreizgji izdalitas S.epidermidis 1zolatu tirkultiiras péc identifikacijas tika
ievietotas stobrinos (Cryobank), ilgstosai uzglabaSanai saldétava —70°C temperatiira.
Pacienta parauga identifikacijas dati tika ievaditi elektroniskaja datu bazes Excell
faila, kura ievadita informacija par parauga panemsSanas datumu, vietu, pacienta
diagnozi, pacienta personas dati netika ieklauti. PEtijuma laika tika izmantotas speciali
izveidotas anketas, kuras tika ieklauta anonima informacija par katru paraugu.

(5.pielikuma).

2.3. Mikrobiologiskas barotnes

Mikroorganismu kultivéSanai tika izmantots triptikazes sojas agars (TSA)
(Oxoid CM0131) ar 5% aitas asins piedevu.
Kvalitates kontrolei tika izmantots S. aureus ATCC 25923 celms un  S. epidermidis
ATCC 12228 celms.
Lai noteiktu bakteriju jutibu pret antibakterialajiem lidzekliem tika izmantots Mueller-

Hinton agars (Scharlau, 01-136).
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2.4. Fenotipiskas izmekléSanas metodes

2.4.1. Mikroorganismu identifikacijas tests

Stafilokoku identific€Sanai tika lietota BBL™ Crystal™ identifikacijas sistema
(Beckton, Dickinson and Company, ASV). Mikroorganismi tiek izoleti no triptikazes
sojas agara (Oxoid CMO131) ar 5% asins piedevu, saskana ar standarta
mikrobiologisko tehnologiju. Identifikacijai tika nemtas 1-2 kolonijas, tika
sagatavotas suspensijas ar turbiditates ekvivalentu 0,5 McFarland, mérot ar
densitometru.

Identifikacijas sist€émas tiek izmantoti standartiz€ti un miniaturizeti
fermentativi testi, ka ar7 speciali adaptétu datu baze. BBL™ Crystal™ ir miniaturizéta
18 stundu identifikacijas metode, kura tiek izmantoti fluorogénie un hromogénie
substrati. Reakciju interpretacijai izmantoja krasu karti, lai varétu izveidot profila
skaitli. Iegtto profila skaitli un S$tinu morfologijas datus  ievadija datora, kura
instaléta BBL Crystal ID sist€mas elektroniska datu baze, lai varétu identificeét izdalito
stafilokoku sugu.

Identifikacijas sisteémas rezultati ar1 tika lietoti, lai analiz€tu stafilokoku
fermentativo aktivitati un sekojosSi salidzinatu kliniskas un kontroles grupu izolatu

datus.

2.4.2. Antibakterialas jutibas noteikSana

Tika izmantota Bauer-Kirby metode, kura ir aprakstita ASV Nacionalas
Komitejas klinisko laboratoriju standarta (CLSI M100-S24, 2014) . Metodes pamata
ir pretmikrobu agenta, ar kuru piesatinats papira disks, diftizija agara ggla.

Baktgriju suspensiju tika gatavota tieSi no kolonijas fiziologiskaja skiduma.
Sim nolikam izmanto 18 lidz 24 stundas uz neselektiva agara plates augusas
kolonijas. Suspensijas blivums tiek mérits vai salidzinats ar 0,5 McFarland standartu.

Diski 6 mm diametra, kas piesticinati ar antibakterialo Iidzekli, tika novietoti
uz Mueller-Hinton agara platéem. Agara plates tika inokulétas ar izoleto
mikroorganismu tirkultiram. InokuléSanai izmantoja mikroorganismu suspensiju,
dulkainiba atbilstoSi 0,5McFarland standarta vienibam. Plates tika inkub@tas 24

stundas 36°C temperatiira.
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Peéc inkubgSanas tika meérita inhibicijas zona. Zona mérama milimetros, par zonas
robezu uzskata neparprotami redzamo inhibicijas joslas malu. Inhibicijas zonas
noverteja atbilstosi interpretacijas kriterijiem (CLSI M100-24,2014). Petijjuma

izmantoto antibakterialo vielu diski un to koncentracijas apkopoti tabula.

4.tabula. Pétijjuma izmantotie antibakterialo vielu diski

N.p.k. | Antibakteriala viela Koncentracija
diska

1. Cefoksitins (FOX) 30 ug

2. Gentamicins (GN) 10 ug

3. Klindamicins (CC) 2ug

4. Eritromicins (ER) 15 ng

5. Ciprofloksacins (CIP) 5ug

6. Vankomicins (VA) 30 pug

2.4.3. Hemolitiskas aktivitates noteikSana

Identificétie S.epidermidis izolati tika kultivéti triptikazes sojas buljona
(TSB), péc kultivésanas termostatd 37°C temperatiira 24 stundas, paraugi tika parséti
uz triptikazes sojas agara ar 5 % aitas (TSA-A) un salidzinajumam ar1 5 % cilvéka
asins (TSA-C) agara platém. Plates ar paraugiem tika ievietotas termostatd 37°C uz
24 stundam. P&c tam tika analizta S.epidermidis paraugu hemolitiska aktivitate un
salidzinata starp paraugiem, kuri uzséti uz TSA-A un paraléli uz TSA-C agara platem.

Kontrolei tika izmantoti references celmi S. epidermidis ATCC 12228, un no

kliniska materiala izol€tais Staphyloccocus epidermidis ATCC 35984 (RP62A).
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2.4.4. Biofilmas veidoSanas noteiksana

Tika lietota modificéta Christensen metode (Christensen et al.,1987)

200 pL bakeériju
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6. attels. Metodes shematisks attelojums

No bakt&riju suspensijas, kura 24st pie 37°C kultivéta triptikazes sojas buljona
(Oxoid CM 1065), tiek gatavots atSkaidijums 1:100. 200 §1 atSkaidijuma tiek inokuléti
trijos laucinos (200 pl x3), izmantojot sterilu 96 laucigu polistiréna mikrotitru plati
(Sarstedt, Inc,Newton, USA), pec att€la shemas. Ka negativa kontrole tika lietota ste-
rils triptikazes sojas buljons bez bakteriju suspensijas. Plates tika inkubgtas 24st pie
37°C, p&c tam suspensija tika nolieta un plates divreiz skalotas ar 0,9% NaCl un 7a-
vétas 45 min. pie 55°C. P&c nozavé$anas mikrotitru plates laucini tika krasoti 10min,
izmantojot 0,5% safranina Skidumu. P&c nokrasoSanas plate skalota ar 0,9% NacCl .
Talak katra laucina tika pievienots 100ul 0,9% NaCl un izmantojot ELISA datu nola-
sitaju (Biochrom Asys Expert Plus pie 490nm, tika noteikts optiskais blivums. Par bio-

filmas veidoSanos liecina optiskais blivums sakot no 0,120 (relat. skaitlis). Katra tes-
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teSanas reiz€ tika izmantoti references celmi S. epidermidis ATCC 12228, ka biofilmu
neveidojosais celms un Staphyloccocus epidermidis ATCC 35984 (RP62A) biofilmu

veidojosais celms, izdalits no kliniska materiala.

2.4.5. S.epidermidis adheézijas spéju noteikSana

Lai novertétu S. epidermidis adh€zijas sp€jas, tika péetita mijiedarbiba starp
bakterijam un dazada materiala mikstajam kontaktlecam. Darba tika izmantotas ne
tikai bakteriologiskas, bet ari histologiskas metodes, kas tika izstradatas,
sadarbojoties ar RAKUS Patologijas centra patologu Dr. med. Sergeju Isajevu.

Peétijuma tika izverté€ta mijiedarbiba starp S.epidermidis un dazada materiala
mikstajam kontaktlécam, nosakot gan S.epidermidis adh&zijas sp€jas, gan arl
biofilmas veidoSanos uz kontaktlecam. P&tijjuma tika izmantotas divu dazadu
materialu lietotas un jaunas mikstas kontaktlecas.

Silikonhidroggla materiala I€cas: Lotrafilcon B (Air Optix Aqua (O2 Optix) no
CibaVision),
Senofilcon A (Acuve Oasys no Johnson&Johnson),
Enfilcon A (Avaira no Cooper Vision),
Hidrogela materiala [ecas: MethafilconA (Frequency55 Aspheric Cooper Vison),
Hilafilcon B (SofLens 59 Bausch&Lomb).

Lietotas kontaktlecas tika iegilitas no pastavigiem kontaktlécu lietotajiem, pec
tam, kad bija beidzies to ne€sasanas termins, jeb péc 30 dienam. Kontaktlécas bija
koptas péc piepemtajiem standartiem, izmantojot daudzfunkcionalo kontaktlécu
Skidumu, katru dienu tas mehaniski tirot. Kontaktlécu lietotajiem nebija acs infekcijas
pazimju, tatad nepastaveja iesp&jamiba, ka kontaktl€cas tiktu lietotas pie esoSam acu
infekcijam. Svarigi, ka noteikta materiala kontaktlécas bija ievaktas no viena cilvéka,
nodrosinot to, ka viena materiala kontaktleécas bija ar vienadu optisko stiprumu, kas
struktur€ja metodiku, lai apstakli biitu pec iesp€jas lidzigi. Petijjuma tika lietota
standarta S. epidermidis kultira ATCC 12228 icaA(-) un no kliniska materiala izdalita
biofilmu veidojosa S.epidermidis icaA(+) kultiira.

Tika pagatavota Staphylococcus epidermidis suspensija, péc McFarland ar

dulkojumu 0,5McF, tas ir 1,5x10°kvv/ml. P&c noteikta ekspozicijas laika (48h),
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kontaktlécas tika iznemtas no mikroorganismu suspensijam un skalotas fiziologiskaja
Skiduma, lai nepielautu mikroorganismu nonaksSanu sekojosa eksperimenta posma.
Secigi kontaktlecas ar skalpela palidzibu tika grieztas garengriezuma ik pa 0.5cm, no
katras Iécas tika sagatavoti vismaz 10 paraugu griezumi. Histologiska materiala
pagatavosSanai attiecigie lecas audi tika fikséti 48 stundas 10% formalina un péc tam
attidenoti un talak iestradati parafina kasetes jeb blokos.

Lai biitu iesp€jams kontaktlecas un mikroorganismu ainu vizualizet
mikroskopiski, preparati tika krasoti ar hematoksilinu-eozinu péc Gimzas krasoSanas
metodes. Baktériju kolonijas tika novertetas un saskaititas mikroskopiski redzeslauka
pie 10x100 palielinajuma. Tika izmantots digitalais Carl Zeiss mikroskops. Vienam
paraugam tika izpétiti 10 redzes lauki, kas tika summeti viena parauga ietvaros.
Rezultati tika izteikti, ka vid@jais baktériju koloniju skaits kvv/1mm? audu parauga.

Lai noskaidrotu, vai baktérijas ar ge€na icaAd(+) klatbiitni uzradis lielaku
afinitati pret polimériem, tika gatavotas mikroorganismu suspensijas, ieklaujot tajas
icaA(+) un ar1 biofilmu veidojosu S.epidermidis celmu.

Petijuma tika veikti sekojosi baktériju adh€zijas noteikSanas testi :

kontaktlecu mijiedarbiba ar icaA(-) S.epidermidis suspensiju koncen-
tracya 1:10

kontaktlecu mijiedarbiba ar icaA(-) S.epidermidis suspensiju koncen-
tracija 0,5 (McF)

kontaktlécu mijiedarbiba ar icaA(+) S.epidermidis suspensiju koncen-
tracya 1:10

kontaktlécu miejiedarbiba ar icaA(+) S.epidermidis suspensiju koncen-

tracija 0,5(McF)

2.5. Genotipiskas izmekléSanas metodes

2.5.1. S.epidermidis DNS izdalisana

DNS tika izdalita no S.epidermidis tirkultiiras. Vispirms ar cilpu tika nonemtas
stafilokoku kolonijas un suspendétas 200 ul TE buferi. P&c tam stobrini likti karseties
termobloka pie 80°C uz 20 miniitém. Kad stobrini tika iznemti no termobloka, tie
atdzeseti lidz istabas temperatiirai. Talak tika pievienots 50 pl lizocima Skiduma

tident. Tad stobrini tika likti termostata un inkubéti 37°C temperatiira 1 - 2 stundas.
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P&c inkubéSanas katram paraugam tika pievienots 75 pl 20 mg/mL proteinkinazes K
un 10% SDS maistjums. Vélak tie tika likti karséties termobloka pie 65°C uz 10
minttém. Katram paraugam pievienots 100 pul SM natrija hlorida skidums un 75 pl
CTAB. Tad tika léni samaisits ar vorteksa palidzibu un atkal stobrini likti termobloka
uz 10 miniitéem. Katram paraugam tika pievienots 750 pl hloroforma un izoamilspirta
maistjums. P&c riipigas samaisiSanas stobrini centrifugéti 30 miniites pie 14 000
apgr/min. P& tam augs$€ja faze parnesta jauna stobrind, un katram paraugam
pievienots izopropanols 3/5 dalas no eso$a apjoma. Talak seko centrifugé€Sana 30
minttes pie 14 000 apgr./min. Tad tiek noliets virs€jais slanis un nogulsnes mazgatas
ar 500 pl etanola. Pe&c 30 min. centrifugé€Sanas noliets virs€jais slanis, un nogulsnes
tiek zavetas istabas temperatiira. Talak katram stobrinam pievienots 50 pl TE buferis.

Izskidusa DNS tika izmantota polimerazes kédes reakcijam.

2.5.2. Polimerazes kédes reakcija

DNS koncentracija un tiriba tika parbaudita ar spektrofotometru NanoDrop.
Nativas DNS atskaiditas, lai nukleinskabju koncentracija parauga bitu robezas no 15
lidz 100 ng/ul. Vienam paraugam tika pagatavots 24 pl maistjums, kas satur:

e 12,5 ul PCR master mix;
e 0,5 ulical vaiaapl praimera;
e 0,5 ulica2 vai aap?2 praimera;
e 10,5 uludens.
Tiek pievienota 1 ul DNS, lai kopgjais tilpums biitu 25 pl.

P€1juma tika izmantoti attiecigie praimeri (/nvitrogen):

ical (5>-CAC GTG CTC TAT GCT GGA TG-3")
ica2 (5°-CCG TTG GAT ATT GCC TCT GT-3")

aapl (5°- ATA CAA CTG GTG CAG ATG GTT G-3°)

aap2 (5°-GTA GCC GTC CAA GTT TTA CCA G-3°)
mecAl (5-GTA GAA ATG ACT GAA CGT CCG ATA A)
mecA2 (5'- CCA ATT CCA CAT TGT TTC GGT CTA A).
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Amplifikacija tika veikta programméjama termocikleri (Applied Biosystems), lietojot
sekojoSu PCR reakciju rezimu: 95°C 5 min, 35 cikli 94°C 30 sek, 60°C 30 sek, 72°C
30 sek; 72°C 5 min.

Katra PCR tika ieklauta gan pozitiva S. epidermidis ATCC 35984 / RP62A ,
gan negativa S. epidermidis ATCC 12228 kontrole. Pozitivas kontroles ATCC 35984
celms satur gan icad, gan aap génus un ir ar1 biofilmu veidotajs. Negativas kontroles
celms ATCC 12228 nesatur icad un aap ge€nus un nespgj veidot biofilmu. PCR

reakcijas produkti tika analiz&ti, izmantojot agarozes g€la elektroforézes metodi.

2.5.3. PCR produktu kvalitativa noteiksana ar agarozes géla elektroforezi

Pagatavots 1,5 % agarozes gé€ls, izmantojot agarozi (Top Vision LE GQ
Agarose) un 1x TAE (Tris/Acetate/EDTA) buferi. Gela bedriteé uznesti 7 pl DNS
paraugi (5 pl DNS paraugs + 2 pl krasvielas (6x DNA Loading Dye, Fermentas).
Izmantots markieris (MassRuler™ Express LR Reverse DNA Ladder, Fermentas).
Stravas uzstadijumi: 10 min - 80 V, 20 min — 100 V. P&c elektroforézes pabeigSanas
g€ls tika krasots ar etidija bromida Skidumu. Géls tika novietots uz transiluminatora

un PCR produkti apliikoti UV gaisma.

2.5.4. Rezultatu interpretacija

Rezultats tiek uzskatits par pozitivu, ja ir konstatéti ica géna - 502bp un aap
gena - 399bp fragmenti, un tie atbilst pozitivas kontroles signalam. Negativai un

tidens kontrolei visos gadijumos jabt negativai.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

502 bp

399 bp

7.attels. icaA un aap génu fragmentu noteik§ana ar PCR un vizualizacija 1,5%
agarozes gela

A -icaA géna noteikSana

B - aap géna noteikSana

M — DNS garuma markieris
1 - 10 analiz&tie paraugi

11 - pozitiva kontrole

12 - negativa kontrole

13 - reakcijas Gdens kontrole

2.5.5. Rezultatu statistiskas apstrades metodes

legiito rezultatu analize veikta, izmantojot MS Excel 2010 “un GraphPad Prism
version 5.01 programmas. Ticamibas pieradiSanai pielietots FiSera tests (Fisher’s
exact test). Statistiskas atSkirtbas novertétas ar ticamibas veértibu p<0,05, ka arT tika

noverteta OR jeb izredzu attieciba pie 95% ticamibas intervala (TI) .
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2.5.6. MLST metode

MLST (multilokusu sekvencu tip€Sanas metode) ir genotipé€Sanas metode
ar kuras palidzibu var noteikt epidemiologisko saikni starp baktériju celmiem, ka ari
veikt filogenétiskos pétijumus. Promocijas darba pétijumu laika MLST tiek veikta,
izmantojot polimerazes k€des reakcijas, kas balstas uz septinu noteiktu S.epidermidis
Lhousekeeping” génu — arcC, aroE, gtr, mutS, pyrR, tpi, yqiL specifisku amplifikaciju.
Promocijas darba ietvaros tika analizeéti S. epidermidis i1zolati no praktiski vesela
cilvéka un no diviem hospitalizétiem pacientiem. Kopuma tika analiz€ti un veiktas
sekvenéSanas reakcijas 12 paraugiem. Tiem tika izdalita DNS, un katram paraugam
veiktas 7 PCR un 14 sekvenéSanas reakcijas, tadejadi iegtstot 168 génu fragmentu
sekvences MLST analizei.

Uzs€jumi tika nemti no adas (komensalie stafilokoki) veselai 20 gadus vecai
sievietei: no labas un kreisas nass, ka art no cirkSna un spranda apvidus.

No pacienta ar laboratoriski apstiprinatu bakteremiju tika analizeti
S.epidermidis izolati (invazivie/koloniz€joSie) no hemokultiras un perifeéro vénu
katetra gala uzséjuma.

No pacienta, kur§ atradas intensivas terapijas nodala (ITN) tika panemti
uzséjumi no rokas adas un no jugularas vénas katetra insercijas vietas: pirmaja, treSaja
un sestaja [TN arstéSanas diena. No S.epidermidis paraugu tirkultiiras tika iegiiti dati
arl par jutibu pret antibakterialajiem lidzekliem, izmantojot Bauer-Kirby metodi,
lietojot CLSI interpretacijas kriterijus. Sekvencu analize tika veikta Biomedicinas
P&étijumu un Studiju Centra. Septinu lokusu sekvencu polimorfisma analizi un ST tipa
noteikSanu veica Dr. biol. Tatjana Tracevska, izmantojot datorprogrammas: BioEdit un
Vector NTI advance. legiitie sekvenCu dati tika ievaditi un salidzinati ar MLST datu
bazé esoSajiem datiem (www.mlst.net) un noteikts analiz€ta stafilokoku izolata

sekvences tips.
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AtbilstoSo génu praimeru sekvences (5'-3'):

arcC
arcC-F TGTGATGAGCACGCTACCGTTAG

arcC-R TCCAAGTAAACCCATCGGTCTG

aroE
aroE-F CATTGGATTACCTCTTTGTTCAGC

aroE-R CAAGCGAAATCTGTTGGGG

gtr
gtr-F CAGCCAATTCTTTTATGACTTTT

gtr-R GTGATTAAAGGTATTGATTTGAAT

mutS
mutS-F3 GATATAAGAATAAGGGTTGTGAA

mutS-R3 GTAATCGTCTCAGTTATCATGTT
pyrR

pyr-F2 GTTACTAATACTTTTGCTGTGTTT
pyr-R4 GTAGAATGTAAAGAGACTAAAATGAA

tpid
tpi-F2 ATCCAATTAGACGCTTTAGTAAC

tpi-R2 TTAATGATGCGCCACCTACA

yqiL
yqiL-F2 CACGCATAGTATTAGCTGAAG

yqiL-R2 CTAATGCCTTCATCTTGAGAAATAA

PresekvenéSanas PCR maistjums:

PCR Master Mix 2x (Fermentas Lietuva) 12,5 pl

Praimeru maisijums (P1+P2) 1 ul
DNS 1 ul
H>O 10,5 ul

24 ul PCR maistjumam pievieno 1pl DNS.
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PCR reakcijas apstakli:

395°C 3min, 34 cikli 95°C 30s, 50°C 1min, 72°C 1min un 72°C 7min

AttiriSana péc PCR:

Katram paraugam pievieno 2 pul SAP un 0,5 pl Exol (Fermentas Lietuva). Inkubé 40
min pie 37°C un 20 min pie 95°C. Talak 2 pl lieto sekvenéSanas reakcijai, lietojot Big

Dye Terminator kit (Applied Biosystems USA)

Sekvenésanas reakcijas maisjjums:
PCR produkts- 2 pl

Praimeris (+ vai-) 1 ul (10pmol/ul)
H>O - 5,2l

Big Dye — 1ul

AtskaidiSanas buferis — 0,8 ul
Programma amplifikatora:

40 cikli 10s 96°C, 5s 50°C, 4min 60°C

2.5.7. Rezultatu apstrade

legiita sekvence tika apstradata péc vajadziga fragmenta garuma un ievadita
BioEdit datorprogramma. Talak veikta salidzinaSanu ar standartu, izveidojot péc
garuma analogu fragmentu. Péc tam sekoja talaka analize, izmantojot Vector NTI
advance 11.5.1. datorprogrammu. Programma sekvences tika savstarp€ji salidzinatas
un tam tika noteiktas mutacijas vai rekombinacijas. Péc tam sekvences ievadija MLST
datu baze (http://sepidermidis.mlst.net) un tika iegtti dati par S. epidermidis celmu
epidemiologisko saistibu, raksturojot tos péc noteikta sekvencu tipa (ST). Visi
petjuma laika Latvija iegttie ST tipi un arl jaunas sekvencu kombinacijas tika
iesiititas datu bazes moderatoram (Dr. Marija Miragaija), kura tos ievadija datu baze
un jaunajiem celmiem tika pieskirts ST numurs. Attéla Nr.8 ir paradita ieglto datu

analizes seciba, lietojot BioEdit un Vector NTI datorprogrammas.
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Sekvencu dati tiek ievaditi
BioEdit datorprogramma

10 1 w 3 W 1 160 m i It m
ST GAATTAGGT 6T TAAATAT GTAGT CATTGGTCACT CAGAGTGTCOTCACTATTTCCACGALACTGACGAAGAACTAAMCAALARAGCGCATGCTATCTTCAAT CACGE

!

sty

PR

Alglu salidzinasana tika
veikta, lietojotVector NTI
datorprogrammu

Sekvencu tipa noteiksana,
ievadot datus MLST
datubaze

Péc eBURST algoritma tiek
izveidota diagramma
(piemérs)

I502: MLST identification

= | () [

File View Window

Entry ISO2: MLST identification
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fumC:
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8.attels. GenotipéSanas datu apstrade ar BioEdit un Vector NTI

datorprogrammam
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3.Rezultati

3.1. Koagulazes negativo stafilokoku identifikacija

Promocijas darba p&tijuma laika ievakti 305 S.epidermidis paraugi, no kuriem
185 bija paraugi no klmiskajiem materialiem, tadiem ka asinis (hemokultiira),
operaciju bri¢u un asinsvadu katetru uzséjumi un 120 kontroles paraugi, kas izdaliti
no veseliem cilvékiem.

Petjuma sakuma ievaktajiem 144 no klmiskajiem materialiem izdalitiem
KONS paraugiem tika veikta mikroorganismu identifikacija Iidz sugai.
Mikroorganismi tika identific€ti, izmantojot BBL™ Crystal™ (Beckton, Dickinson
and Company, ASV) identifikacijas sistemu. Domingjosa suga starp identificEtajiem
KONS bija Staphylococcus epidermidis 102(71%), no citam KONS sugam tika
noteikti S.haemolyticus 25(17%), S.capitis 7(5%), S.simulans 6(4%), S.hominis 4(3%)

Staphylococcus spp.

= S.epidermidis

u S.haemolyticus

u S.hominis
S.capitis

= S.simulans

9.attéels. Identificétas KONS sugas
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Veicot So paraugu atlasi un sekojoSu identifikaciju, tika noteikts, ka
domingjosa KONS suga ir S.epidermidis 71%. Nemot veéra, ka stafilokoki ir
fenotipiski un genotipiski mainigi mikroorganismi, petjjumiem tika izmantoti tikai S.

epidermidis sugas izolati.

3.2. Fermentativa aktivitate

Stafilokokiem ir raksturigs izteikts fenotipisks nepastavigums. P€tjjuma
ietvaros tika salidzinatas klinisko un kontroles grupu S. epidermidis celmu variablas
un daZas konstantas biokimiskas ipasibas. P&c zinatniskaja literatlira minétiem datiem,
par variablam biokimiskam 1paSibam tiek uzskatita Sadu fermentu darbiba: sarmaina
fosfataze (PHA), beta-glikozidaze (LAC), arginina dehidrolaze (ARG), par stabilam
biokimiskam ipasibam: ureazes (URE), maltozidazes (PAM), N-acetilglutamskabes
hidrolazes (FPY), N-acetilglikozaminhidrolazes (FGA) aktivitate.

S.epidermidis izolatu biokimiska aktivitate tika noteikta 183 izolatiem, no
kuriem 83 bija kontroles grupas un 100 bija kliniskas grupas S.epidermidis celmi.
Tika izmantota identifikacijas testsistéma BBL™ Crystal™ (Beckton, Dickinson and

Company, ASV).
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S.tabula. S. epidermidis fermentativa aktivitates salidzinajums starp kontroles un

kliniskas grupas celmiem.

Kontroles grupa Klmiska grupa
(n - 83) (n-100)
Fermenti
Pozitiva Negativa Pozitiva Negativa  p-vertiba
reakcija reakcija reakcija reakcija
Sarmaina  fosfotaze
40 (48,0%) 43 (52,0%) | 50 (50,0%) 50 (50,0%) 0.88
(PHO) ’

Ureaze (URE)

77 (93,0%) 6 (7,0%) 73 (73,0%) | 27(27,0%) | 0,0005

Arginina dehidrolaze 0,66

80 (96,4%) 3 (3,6%) 98 (98,0%) | 2 (2,0%)
(ARG)
0,85
18 (22,0%) 65 (78,0%) 20 (20,0%) | 80 (80,0%)
Maltozidaze (PAM)
N-acetilglutamskabes 0,501
0 (0%) 83 (100%) | 2 (2,0%) 98 (98,0%)
hidrolaze (FGA)

N- 0,252
acetilglutamskabes 0 (0%) 83 (100%) | 3 (3,0%) 97 (97,0%)
hidrolaze (FPY)

Beta-glikozidaze 1,000
(LAC) 78 (94,0%) 5 (6,0%) 93 (93,0%) 7 (7,0%)

Ka redzams no tabulas datiem, kontroles un kliniskas grupas mikroorganismu

biokimisko 1pasibu analize un salidzinajums statistiski nozimigus rezultatus vairuma

gadijumu nedeva.

Vienigais pozitivais rezultats iegiits, salidzinot ureazes aktivitati

kontroles un kliiskaja grupa. Tika konstatéts, ka klinisko paraugu grupa statistiski

ticami mazak bija ureazes pozitivo kulttru, iegtita p-vértiba (0,0005). Klmisko

paraugu grupa 73 (73,0%) celmi bija ureazes pozitivi un 27 (27,0%) paraugi ureazes

negativi, salidzinot ar kontroles grupas paraugiem, kur 77 (93,0%) paraugi bija ureazes

pozitivi un 6 (7,0%) paraugi bija ureazes negativi.
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3.3. Hemolitiska aktivitates noteikSana

S.epidermidis izolatu hemolitiska aktivitate tika pétita uz diviem dazadiem
asins agariem — aitas un cilvéka. Hemolizini pieder pie stafilokoku virulences
faktoriem. lkdienas prakseé nosaka (-toksinu, kura darbibu noverté aitas asins
triptikazes sojas agara (TSA-A). Pec siraditaja S. epidermidis verté ka hemolizes +/-
mikroorganismus. Cilvéka asins agara (TSA-C) var noteikt O-toksinu, bet ta nav
laboratoriju rutinas metode.

Analizg€jot klmisko un kontroles S.epidermidis kulturu hemolitisko aktivitati
ar konvencionalo metodi, t.i.uzs€jumu aitas asins agara, var¢ja secinat, ka ir vérojama
neliela tendence uz hemolitiskas aktivitates palielinaSanos kliniskaja grupa —
hemolitiski bija 53,3% celmu, bet kontroles grupa - 45,0% S.epidermidis celmu.

Savukart, cilvéka asins agara bija vérojama otrada paradiba — kliniskas grupas
stafilokoku celmiem bija noteikta statistiski ticami mazaka hemolitiska aktivitate. No
kontroles grupas S. epidermidis paraugiem 90,0 % izraisija hemolizi cilvéka asins

agara, kamer kliniskie paraugi uzradija tikai 55,6% aktivitati.

6. tabula. S. epidermidis hemolitiskas aktivitates salidzinajums cilvéka (TSA-C)

un aitas asins agara (TSA-A)

Hemolize TSA-C Hemolize TSA-A
Kontroles Kontroles
Klmiska grupa grupa Klmiska grupa grupa
Pozitiva
- 25 (55,6 %) 36 (90,0 %) 24 (53,3 %) 18 (45,0 %)
reakcija
Negativa
- 20 (44,4 %) 4 (10,0 %) 21 (46,7 %) 22 (55,0 %)
reakcija
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3.3.1. Saistibas starp baktériju meticilinrezistenci un hemolizi noteik§ana

Lai noteiktu, vai ir saistiba starp S.epidermidis meticilinrezistenci un
hemolitisko aktivitati, bija nepiecieSams sagrup&t mikroorganismus péc to jutibas pret
cefoksitinu (meticilinu) un salidzinat ar hemolizes reakciju. legiitie rezultati bija
sekojosi. Kliniskaja grupa no 45 S. epidermidis tikai pieci (11,1 %) paraugi bija jutigi
pret cefoksitinu (MSSE), pargjie 40 (88,9 %). bija rezistenti pret cefoksitinu ( MRSE).
No MSSE paraugiem tris bija ar negativu hemolizes reakciju uz TSA-A, diviem
paraugiem reakcija bija pozitiva. Savukart no 40 MRSE 17 paraugiem (42,5 %) bija
negativa hemolizes reakcija uz cilvéka asins agara, pargjiem 23 paraugiem (57,5 %)

hemolizes reakcija bija pozitiva. Rezultati ir apkopoti tabulas.

7. tabula. MSSE un MRSE hemolitiska aktivitate uz TSA-C

Negativa reakcija | Pozitiva reakcija | Kopa
MSSE | 3 (60,0 %) 2 (40,0 %) 5
MRSE | 17 (42, 5 %) 23 (57,5 %) 40
Kopa |20 (44,4 %) 25 (55,6 %) 45

8.tabula. MSSE un MRSE hemolitiska aktivitate uz TSA-A

Negativa reakcija | Pozitiva reakcija | Kopa
MSSE | 2 (40,0 %) 3 (60,0 %) 5
MRSE | 19 (47,5 %) 21 (52,5 %) 40
Kopa | 21 (46,7 %) 24 (53,3 %) 45

No iegutiem rezultatiem var redz€t, ka MRSE ir nedaudz lielaka hemolitiska
aktivitate uz agara ar cilvéka asinim neka MSSE, attiecigi 57,5 % un 40,0 %.

Lai varétu labak novertét saistibu starp meticilinrezistenci un hemolitisko
aktivitati, tika nemti S. epidermidis celmi no abam paraugu grupam, gan no kliniskas,

gan no kontroles grupas. Kliniskaja grupa bija vairak rezistento paraugu (MRSE bija
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40 izolati un MSSE bija 5 izolati), savukart kontroles grupa visi izolati bija
meticilinjutigi (40 MSSE). Ta tika izveidotas divas jaunas grupas — MSSE grupa,
kura bija ieklautas 45 izolati un MRSE grupa, kura bija iek]auti 40 izolati. Rezultati ir

apkopoti 10. attgla.

100,0%
80,0%
60,0%
40,0% B Uzcilvéka
asinim
20,0% - B Uzaitas
asinim

0,0%

Pozitiva )
reakcija Negativa -
reakcija Pozitiva _
reakcija Negativa
MSSE (n = 45) reakcija
MRSE (n = 40)

10. attels. MSSE un MRSE hemolitiskas aktivitates salidzinajums uz dazadiem

asins agariem

Meticilinjutigajiem S. epidermidis hemolitiska aktivitate uz TSA-C bija
84,4%, no 45 MSSE paraugiem 38 bija pozitiva hemolize un tikai 7 paraugiem
neparadijas hemolitiska aktivitate. Savukart MRSE grupa (n-40) hemolitiska
aktivitate nebija tik izteikta un sastadija 23(57,5%), pargjie 17(42,5 %) bija ar
negativu hemolizi. Uz TSA-A hemolitisko aktivitati paradija MSSE 21 (46,7 %) un
no MRSE hemolitiski aktivi 21(52,5%).
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3.4. S.epidermidis jutibas pret meticilinu noteikSana ar disku difiizijas testu

S.epidermidis 1zolatu rezistence pret meticilinu tika noteikta fenotipiski,
lietojot disku diftizijas metodi, izmantojot cefoksitina 30upg disku. Rezultatu
izverteSanai tika izmantoti kriteriji (CLSI M100-S24 2014).
legiitie rezultati klmiskas (n-150) un kontroles (n-120) grupu S.epidermidis izolatiem
apkopoti tabula. Rezultati liecina, ka kliniskaja grupa pret meticilinu rezistenti

(MRSE) bija 95,3% , bet kontroles grupa MRSE bija 8,33% S.epidermidis izolatu.

9.tabula. S. epidermidis jutiba pret meticilinu kliniskajos un kontroles grupas
izolatos (skaits/procenti)

S.epidermidis Jutigs Rezistents
(MSSE) (MRSE)

Klmiska grupa 7(4,7%) 143(95,3%)

n-150

Kontroles grupa 110(91,7%) | 10(8,33%)

n-120

3.5. mecA géna noteikSana ar PCR metodi

Lai apstiprinatu S.epidermidis celmu rezistenci pret meticilinu, tika izmantota
PCR metode un sekojoSa analize, izmantojot elektroforézi agarozes géela, kas tiek
uzskatita par zelta standarta metodi mecA géna noteikSanai. Tika analizéti 150
kliniskas grupas un 120 kontroles grupas stafilokoku izolati. Klinisko paraugu grupa
mecA gens tika noteikts 147 (98%) un 15(12,5%) kontroles grupas S.epidermidis
izolatos. Veicot statistisko analizi, izmantojot GraphPad Prism programmu, tika
noteikta statistiska nozimiguma vertiba p-0,0001, kas pierada iegito rezultatu
diferences nozimigumu. MecA gena noteikSanas rezultati kontroles un kliniskas

grupas S.epidermidis izolatos apkopoti tabula nr 10.
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10.tabula. mecA géna noteikSanas rezultati kontroles un kliniskas grupas
S.epidermidis izolatos

Analizg&tas grupas |mecA+ mecA-
Klmiska grupa 147 (98%) 3(2%)

n- 150
Kontroles grupa 15(12,5%) 105 (87,5%)
n-120

Salidzinot PCR rezultatus ar DDT metodes rezultatiem, ir jaatzime, ka piecos
gadijumos rezultati atskiras. Lietojot PCR metodi, mec4 klatesamiba tika noteikta
S.epidermidis izolatos, kuros ar DDT metodi tika noteikta jutiba pret cefoksitinu
(meticilinu). Tas varétu bt izskaidrojams ar to, ka Sajos S. epidermidis izolatos
rezistences pret meticilinu géna mecA darbiba fenotipiski nav izpaudusies, tapec,

izmantojot DDT rezultatus, izolati tika defingti ka jutigi pret meticilinu (MSSE).

3.6. Mikrotitru plates metodes rezultati

Izmantota modific€ta metode p&c Christensen et al.,1987.

Negativa kontrole (barotne bez bakteriju suspensijas)

Biofilmu veidojos$ie celmi Biofilmu neveidojosie celmi

11. attels. Mikrotitru plates metodes pielietojums
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Izmantojot mikrotitru plates metodi, lai noteiktu biofilmas veidoSanos, tika
analizeti 155 kliniskie S.epidermidis celmi un 120 kontroles grupas S.epidermidis
celmi.

Tika konstatéts, ka no 155 kliniskajiem S.epidermidis izolatiem 77 (49,7%) bija
biofilmu veidotaji. Pargjie 78(50,3%) S.epidermidis celmi biofilmu mikrotitru platé
neveidoja. Kontroles grupa biofilmu veidotaji bija 34 (28,3%) no 120 S.epidermidis
izolatiem, 86 (71,7%) izolati biofilmu neveidoja. Veicot statistisko analizi, noteikta
statistiska butiskuma vertiba, kas apliecina, ka atSkiribas starp kontroles un klmisko
grupu rezultatiem ir statistiski nozimigas.

Attiecigi: p=0,0005, OR: 2,497, 95% TI: 1,504 lidz 4,145

Turpmakajos pé€tfjumos tika salidzinati abu grupu paraugi, nemot véra biofilmas
veidoSanas mikrotitru platé rezultatus un virulences génu icad un aap noteikSanas

datus.

3.7. Virulences génu icaA un aap noteik§ana

No klmiskas grupas 155 S.epidermidis celmiem biofilmu mikrotitru platé
veidoja un ar1 tika noteikta abu génu aap/icad klatesamiba 42(27,1%) izolatos,
6(3,9%) paraugos Sie virulences géni netika atrasti. Viens no géniem (icad vai aap)
tika noteikti 29(18,7%) S.epidermidis izolatos. Analiz€jot S.epidermidis kliniskos
izolatus, kuri neveidoja biofilmu, tika noteikts, ka 20(12,9%) izolatos abi virulences
geni icaA/aap tika atrasti, bet 40(25,8%) izolatos tika noteikts viens no Siem géniem.
Virulences géni netika noteikti 18 (11,6%) S.epidermidis paraugos.

No 120 kontroles grupas S.epidermidis izolatiem 11(9,2%), kuri veidoja
biofilmu mikrotitru platg, tika noteikta virulences génu (icad/aap) klatesamiba.

Viens no géniem (icad vai aap) tika atrasts 15(12,5%) biofilmu veidojoSajos
S.epidermidis 1zolatos, bet 8(6,7%) S.epidermidis paraugos abi virulences géni netika
atrasti.

Biofilmu neveidoja 86 (71,7%) S.epidermidis izolati no kontroles grupas (n-
120). Virulences g&ni ica/aap netika atrasti 31(25,8%) izolatos, 37(30,8%)
S.epidermidis tika noteikts viens no Siem g€niem, bet abu icaA/aap génu klatesamiba
tika noteikta 18(15%) izolatos.

Salidzinot klinisko un kontroles grupu rezultatus tika veikta statistiska analize,
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noteikta statistiska butiskuma vertiba, kas apliecina, ka atSkiribas starp kontroles un
klinisko grupu rezultatiem ir statistiski nozimigas, gadijumos, kad tika noteikta
biofilmu veidoSana un abu virulences génu (icad/aap) klatesamiba. Tabula ir apkopoti
biofilmas veidoSanas un génu aap/icad noteikSanas rezultati un paraditas arl
statistiskas datu apstrades vertibas, kas iegttas, lietojot GraphPad Prism version 5.01
programmu. Ticamibas pieradiSanai pielietots FiSera tests (Fisher’s exact test).
Statistiskas atSkiribas novertétas ar ticamibas vertibu p<0,05, ka arT tika novertéta OR

jeb izredZu attieciba pie 95% ticamibas intervala (TI) .

11.tabula. Biofilmas veidoSanas un génu icaA4/ aap klatbiitne kliniskajos un
kontroles S. epidermidis celmos

Klmiska Kontroles
Biofilmu veidoSanas | grupa grupa P OR 95% TI
(BF)
icad un aap geni (n-155) (n-120)
*BF+/aap +/icaA+ 42(27,1%) 11(9,2%) 0,0002 | 3,683 1,803-7,523
BF+/aap™ /icaA 6(3,9%) 8(6,7%) 0,408 | 0,564 0,190-1,671
BF+/aap +vai icad+ 29(18,7%) 15(12,5%) 0,187 | 1,611 0,820-3,165
BF-/aap +/icaA+ 20(12,9%) 18(15%) 0,7250 | 0,839 0,422-1,669
*BF-/aap-/icaA- 18(11,6%) 31(25,8%) 0,0026 | 0,377 0,199-0,715
BF-/aap+vai icaA" 40(25,8%) 37(30,8%) 0,4167 | 0,781 0,499-1,324

* noteikts statistisks nozimigums

BF- biofilmas veidosanas, izmantojot mikrotitru plates metodi
P- statistiska nozimiguma vértiba

OR — izredZu attieciba
95% TI- ticamibas intervals

Promocijas darba pétjjuma uzmaniba tika versta uz invazivo S. epidermidis

celmu izpéti. Tapec tika atsevisSki analiz€ti izolati no hemokultiiram un no katetriem.
Tika veikta biofilmu veidoSanas mikrotitru platé izpete un sekojoSa analize, salidzinot
noteikto virulences génu icad/aap klatesamibas un biofilmu veidoSanos saistibu.
Rezultati liecina, ka biofilmu veidojoSie S.epidermidis izolati no hemokultiiram (n-67)

bija 26(38,8%), no katetriem (n-38) bija 21( 55,2%). Salidzinot abu génu aap/icaA
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klatesamibu un biofilmas veidoSanos starp izolatiem no hemokultiram un katetriem,
var konstatét, ka nedaudz vairak S.epidemidis izolati, ka biofilmu veidotaji, kuriem
tika noteikta abu virulences génu klatesamiba, tika noteikti paraugos no katetriem,
tatu §1 atSkirtba starp grupam nesasniedz statistisku nozimigumu  (p-0,2092,
OR:0,5169; 95% TI : 0,200 Iidz 1,336). Biofilmu veidoSana un viens no
potencialajiem virulences g€niem aap vai icad procentudli vairak tika noteikti
S.epidemidis paraugos, kas izdaliti no katetru uzs€jumiem, tomer ari Sie rezultati

netika noteikti ka statistiski nozimigi, rezultati apkopoti 12.tabula.

12.tabula. Biofilmas veidoSanas un génu icaA/ aap esamibas atSkiribas izolatos
no hemokultiram un no katetriem

Biofilmas veido$anas | Hemokultiiras Katetri
icaA un aap geni P OR 95% TI
n= 67 n=38

BF+/aap +/icaA+ 10(14,9%) 10(26,3%) | 0,2092 | 0,5169 0,200- 1,336
BF+/aap™ /icaA 5(7,4%) 3(7,9%) 1,000 0,812 0,183-3,586
BF+/aap +vai icaA+ 11( 16,4%) 8(21,05%) | 0,6015 | 0,6923 0,256- 1,871
BF-/aap +/icaA+ 8 (11,9%) 5(13,1%) 1,000 0,8735 0,271- 2,814
BF-/aap-/icaA- 8(11.9%) 3(7,9%) 0,5401 | 1,741 0,449- 6,742
BF-/aap+vai icaA” 25(37,3%) 9(23,7%) 0,1944 | 1,918 0,782- 4,704

BF — biofilmas veido$anas, izmantojot mikrotitru plates metodi
P- statistiska nozimiguma vértiba

OR — izredzu attieciba

95% TI- ticamibas intervals
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3.8. 8. epidermidis adhézijas spéju noteik§ana dazadu materialu kontaktlécas

Izvertgjot ieglitos rezultatus, redzams, ka virulences géna icad klatesamiba
bakteériju izolatos, butiski palielina baktériju adhéziju gan kontaktlécu materialos, gan
lietojot dazadas  baktériju suspensiju koncentracijas. Lotrafilcon B materiala
S.epidermidis suspensijas icaA(-) koncentracija 1:10 novéro videéji 14 + 4,25 kvv,
savukart, iedarbojoties uz §1 materiala kontaktlecu ar tadu paSu koncentraciju, bet
lietojot icad (+) kultiiru, bakt&riju adhézija ir pieaugusi Iidz vidgji 17 + 1,57 kvv/mm?.
Lielaka S. epidermidis suspensijas koncentracija 0,5 McF, adh&zijas sp&jas starp
abiem bakteriju celmiem icad (+) un icaA(-) ir lielakas un veidojas starpiba, kas kopa
ir 10 kvv.

Senofilcon A materiala lielaka starpiba starp S.epidermidis adh&ziju icaA(+) un
icad (-) gadjuma, tiek uzradita pie zemakas koncentracijas (1:10), kur izmainas
raksturojas ka vid€jas vertibas no 13 £ 2,08 Iidz 27 + 2,72 kvv un vid&ji 27 + 1,76 lidz
32 £+ 6,7kvv, ja tika lietota 0,5McF bakteriju koncentracijas suspensija.

Enfilcon A materiala gadijuma adhézija butiski pieaug un pie koncentracijas
0,5MCcF i1r lielaka par pargjiem silikonhidrogg€la materialiem. Pie baktériju suspensijas
koncentracijas 1:10, kad tika lietota icaA(-), vid€jais koloniju veidojoSais skaits ir 8
+ 4,37kvv. leverojamas izmainas tika noverotas, lietojot icaA(+) bakteriju celmu ar
21 + 2,33kvv, tatad starpiba bija 13 kolonijas. Pie koncentracijas 0,5 McF izpaudas
vél izteiktaka diference starp icad pozitivo un icad negativo celmu, kas bija vid€ji 36
kvv/mm?. Hidrogéla materiala hilafilcon B gadijuma, lietojot icad (+) kultiiru,
kolonijas veidojas no 10 + 0,33 Iidz 18 £ 3,84kvv. Un vid&ji no 8 + 2, 4kvv Iidz 21 +
2,1kvv pie 0,5 McF koncentracijas.

Lietojot kontaktlecu materialu methafilconA tika noteiktas vislielakas
atSkiribas, salidzinot ar citiem kontaktlécu materialiem. Attela redzams, ka bakterijam
ar icaA gena klatesamibu, adh&zijas sp&jas palielinajusas vairak ka citos materialos.
Pie S.epidermidis koncentracijas 1:10 icaA(-) suspensijas izmantoSanas gadijuma, tika
saskaititas videji 14 + 1,15 kolonijas, savukart lietojot icaA(+) kultiiru koloniju skaits
ir palielinajies 32 + 3,28 tatad, veidojot starpibu vidéji 18 kvv/Imm?.

S.epidermidis 0,5McF koncentracijas gadijuma uzraditas bakteriju adhézijas
starpiba icaA(-) un icaA(+) S.epidermidis kultiru gadijuma ir lielaka, salidzinot ar

citiem pé€tjuma izmantotajiem kontaktlecu materialiem. MethafilconA materiala
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noverots lielakais S.epidermidis baktériju koloniju pieaugums no 31+ 1,76 Iidz 62 +

7,26 kvv/1mm?.
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12. attéls. S. epidermidis icaA(+) un S. epidermidis icaA (-) adhézija uz
kontaktlécam, lietojot dazadas baktériju suspensiju koncentracijas

3.9. MLST genotipésanas rezultati

Promocijas darba ietvaros tika analiz€ti 12 S.epidermidis izolati (LAT1 —
LAT12), tika veiktas 7 PCR un 14 sekvengSanas reakcijas, ieglstot 168 génu
fragmentu sekvences MLST analizei.

Saja pétijuma neatkarigi tika salidzinati genotipi starp katra cilvéka izolatiem
no dazadiem kermena apvidiem un arT ar infekciju saistitam ieric€m/Skidrumiem. No
vesela cilvéka tika panemti izolati no dazadam kermena vietam ar mérki noteikt, vai
pastav genotipiskas atSkiribas starp S.epidermidis celmiem dazados cilvéka kermena
rajonos, nemot véra S.epidermidis baktériju lielo genétisko variabilitati.

No S.epidermidis paraugu tirkultiras tika iegtiti dati arT par jutibu pret
antibakterialajiem Iidzekliem. Visi iegiitie MLST dati tika iesiititi S.epidermidis
MLST datu bazes moderatoram un jaunajiem baktériju celmiem tika pieskirti
sekvences tipa (ST) numuri.

Visi Sai petijuma iegiitie paraugu ST apkopoti 13.tabula. (izversta tabula 2. Pielikuma)
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13.tabula.Visu analizeto S. epidermidis izolatu iegiito ST apkopojums

Celms Sekvences | arcC | aroE | Gtr | mutS | pyrR | tpiA | yqiL
tips
LAT1 ST 142 2 1 2 2 2 1 1
LAT2 ST 218 1 1 2 6 2 16 1
LAT3 ST 179 1 2 2 2 1 1 1
LAT4 ST 153 2 1 6 2 2 1 1
LATS5 ST 130 1 1 1 2 1 1 1
LAT6 ST 483* 2 1 1 6 1 2 1
LAT7 ST 130 1 1 1 2 1 1 1
LATS8 ST 130 1 1 1 2 1 1 1
LAT9 ST 110 1 6 1 6 2 1 1
LAT10 ST 110 1 6 1 6 2 1 1
LAT11 ST 19 8 7 12 4 12 2 2
LAT12 ST 19 8 7 12 4 12 2 2

ST483* - Latvija jauns sekvences tips

Veicot MLST analizi, tika noskaidrots, ka Cetri celmi, kuri tika iegiiti no vesela
cilvéka dazadam kermena vietam, bija ar dazadu sekvencu tipu: LAT1, LAT2, LAT3
un LAT4. Tris no paraugiem bija jutigi pret visiem antibakterialajiem Iidzekliem,
tomer viens celms, kurs§ tika iegiits no nass ar sekvences tipu — ST 218 bija rezistents
pret cefoksitinu (MRSE), eritromicinu un klindamicinu. Sis ST bija jutigs pret
vankomictu. Jutibas pret antibakterialajiem Ilidzekliem dati veselam cilvékam

apkopoti tabula.
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14.tabula. Sekvences tips un jutiba pret antibakterialajiem lidzekliem veselam

cilvekam
Sekvences Am Er CC Cip Fox Va
tips (ST)
Laba nass S S S S S S
ST142
Kreisa R R R S R S
nass,ST218
Cirksnis S S S S S S
ST179
Spranda S S S S S S
ST153

Antibakterialo Iidzeklu nosaukumu saisinajumi:

Am — ampicilins; Er — eritromicins;

CC —klindamicins; Cip — ciprofloksacins;

Fox — cefoksitins; Va — vankomicins

Interpretacija: S — jutigs, I — vidgji jutigs, R — rezistents

Uzs€jumu panemsSanas vietas veselam cilvekam, ka ari izdalito un sekven&to
S.epidermidis sekvenCu tipi (ST) redzami 13. attela. S.epidermidis baktériju izolatam
ar ST142 tika noteikts jutigums pret visiem testétajiem antibakterialajiem lidzekliem.
Savukart celms ar ST218 bija rezistents pret cefoksitinu (MRSE), bet uzradija jutibu

pret ciprofloksacinu un vankomicinu.
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STz [ 4 ST218

ST153

gl - T ST179

13. attels. Paraugu panemsanas vietas no vesela cilvéka un noteiktie

sekvencu tipi

No pacienta ar laboratoriski apstiprinatu bakterémiju tika analizéti divi paraugi;
LATS celms izdalits no hemokultiiras un LAT6 izdalits no centralas vénas katetra gala
uzséjuma.

S. epidermidis celmam LATS no hemokultiiras tika noteikts, ka MRSE celms ir
ar jaunu sekvences tipu ST483. ST sekvences tipa mikroorganismi bija jutigi pret
vankomicinu. No centralas vénas katetra uzs€juma tika noteikts S.epidermidis celms
ar ST130, arT antibakterialas jutibas profils bija atSkirigs Iidz ar to var secinat, ka
bakterémijas c€lonis, visticamak nav bijis saistits ar centralas vénas katetra lietoSanu.

No uzs€jumiem, kuri iegiiti no pacienta, kur§ atradas ITN, tika izol&ti sesi
S. epidermidis celmi: LAT7, LAT8, LAT9, LAT9, LAT10, LAT11 un LAT12. SeSiem
S.epidermidis celmiem no viena pacienta, bija raksturigi tris ST varianti: ST 130,
ST 110 un ST19, kas mainijas, atradoties intensivas terapijas nodala vairakas dienas.
Viens no izolatiem ar STI130 sestaja diena kluva rezistents pret ampicilinu,

eritromicinu, klindamicinu, oksacilinu un vid€ji jutigs pret ciprofloksacinu, pirmaja
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paraugu panemsanas diena visi celmi bija jutigi pret antimikrobialajiem Iidzekliem.

15.tabula. ITN pacientam identificéto S.epidermidis celmu ST un jutiba pret
antibakterialajiem lidzekliem

Dienas, Sekvences

1ztr1epfis tips (ST) Am Er CC Cip Ox Fox Va
panemsSanas

vieta

1.diena ST 130 S S S S S S S
Roka

1.diena ST 110 S S S S S S S
jugulara
véna

3.diena ST 110 S S S S S S S
Roka

3.diena ST 19 S S S S S S S
jugulara
véna

6.diena ST 130 R R R I R R S
Roka

6.diena ST 19 S S S I S S S
jugulara
véna

Antibakterialo Iidzeklu nosaukumu saisinajumi:

Am — ampicilins; Er — eritromicins;

CC —klindamicins; Cip — ciprofloksacins;

Fox — cefoksitins; Va — vankomicins.

Interpretacija: S — jutigs, I — vidgji jutigs, R — rezistents
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DISKUSIJA

Tiek uzskatits, ka Staphylococcus epidermidis svarigakais virulences faktors ir
sp€ja koloniz€t uz implant€to biomaterialu virsmas: uz Kkatetriem, proté€zem,
maksligajam sirds varstulem un izveidot biofilmu. Stafilokoku izraisito infekciju
patogenézeé, seviski, ja ir attistijusies ar katetru un protéZzu lietoSanu saistita
bakterémija, liela nozime ir So bakteriju adh€zijai un spgjai izveidot biofilmu.
Biofilmas veidoSanas ir komplekss process, kura svariga nozime ir dazadiem
proteiniem, tadiem ka ar adh€ziju un ar akumulaciju saistitajiem proteiniem un ari
faktoriem, kas ietekme $tinu mijiedarbibu, piem: bakteriju QS (kvoruma sajiita).

Pasaule S.epidermidis virulences pétijjumi tiek veikti, izmantojot gan So
baktériju fenotipiskas, gan genotipiskas pazimes. No fenotipiskajam 1pasibam
visvairak pétita ir ekstracelularo polisaharidu produkcija, hemolitiska spgja,
lecitinazes, lipazes, dezoksiribonukleazes u. c. eksofermentu aktivitate. Tacu iegiitie
rezultati nav devusi parliecinoSu informaciju par kritériju specifitati

Ir daudz pétijumu, kas versti uz virulences faktoru iespéjamo pielietojumu
patogéno celmu identifikacijai, taCu So faktoru nozime lidz Sim nav pilnigi skaidra.
Tapéc $aja petijuma tika analiz€ti dazadi celmu S.epidermidis parametri, gan fizikali,
ka biofilmu veidoSana, gan biokimiskie, ka ureazes, fosfatazes testi, gan ari bija
noteikta antibiogramma. Pielietojot PCR un genotipiskas metodes, tika raksturota
baktériju rezistence pret antibakterialajiem lidzekliem, ka arT noteikti potencialie
virulences faktori un salidzinati S.epidermidis celmi genoma limeni. Pétjjuma laika
tika méginats noskaidrot, kadu faktoru kombinacija varétu but visefektivaka virulento
celmu diagnostikai, kas lautu precizi un atri diagnostic€t virulentos celmus. Nemot
veéra plaSo izplatibu S.epidermidis slimnicas vid€, vajadz€tu pieverst vairak
uzmanibas pacientiem, kuriem identificéti patogénie un pretmikrobu Ilidzeklu
rezistentie stafilokoku celmi un atrak veikt terapeitiskus, ka ar1 preventivus
pasakumus, lai novérstu So celmu izplatiSanos. Tatad, Siem pétijjuma rezultatiem
paredzama ar svariga epidemiologiska nozime.

Promocijas darba p€tijjuma dati liecina, ka biofilmu veidoSana ir vairak
raksturiga kliniskajiem izolatiem. P&tjjuma tika noskaidrots, ka biofilmu veidoja
77(49,7%) no visiem kliniskajiem S.epidermidis celmiem, §Sie dati ir loti [idzigi tiem,

ko savos pétijumos apraksta vairaki citi petnieki, ka pieméram, gadijumos, kad
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biofilmu veidotaji bija 46% no izpétitajiem S.epidermidis celmiem (Arciola et al.,
2004). Augstaka procentuala attieciba, pat virs 87% no kliniskajiem celmiem, kuri
veidoja biofilmu, ir aprakstita tados pétijumos, ka aprakstits Ziebuhr et al., 2000. Ir
petijumi ar pretrunigiem rezultatiem, kuros netika atrasta S.epidermidis saistiba starp
klinisko nozimibu un sp&ju veidot biofilmu (Rohde et al., 2006). Promocijas darba
petijuma  kontroles grupas S.epidermidis  celmi biofilmu veidoja 34(23,8%),
salidzinot kliskos un kontroles grupas celmus, tika konstatéts, ka diference starp
abam analiz€tajam grupam ir statistiski nozimiga.

S.epidermidis izolatiem, kas bija biofilmu producetaji, 92% gadijumu bija
noteikti virulences markieri, géni icad un/vai aap, kontroles grupa 86% no biofilmu
veidotajiem arT noteikti Sie virulences markieri. Lidzigus rezultatus bija ieguvusi
petnieki Eftekhar un Mirmohamadi, $ajos pétijjumos tika konstatéts, ka izolati no
pacientiem ar simptomatisku infekciju ir virulentaki, neka komensalie izolati
(Eftekhar and Mirmohamadi, 2009). Tomer, pétijuma vairakiem icad/aap pozitiviem
S. epidermidis celmiem netika noverota biofilmu veidoSanas.

Citu autoru pétijumos par S. epidermidis izolatiem, kuri izdaliti bakterémiju un
septiceémiju gadijumos, paradits, ka visbiezak invazivajos paraugos tiek atrasti aap un
icaA geni abi kopa (Vandecasteele et al., 2003, Woods and Percival, 2014).

P&c zinatnisko publikaciju datiem, icaA BCD operona sastopamiba kliniskajos
S. epidermidis izolatos ir 43 - 88%, savukart komensalos izolatos lidz 38%. Vairakos
petijumos tika diskut€ts par iesp&jamo icad izmantoSanu, ka virulences markieri, lai
atSkirtu invazivos S. epidermidis celmus no komensaliem. (Frebourg et al., 2000).

Jaatzimé, ka promocijas darba p€tijumos tika analiz€ts tikai icad géns, kas kode
glikozaminil-transferazes produkciju, tacu pilnai enzima aktivitatei ir vajadziga icaA
un icaD geéna koekspresija, géna icaB funkcija nav pilniba noskaidrota. Tacu
petijumos biezak tiesi icaA geéna noteikSana tiek izmantota, lai salidzinatu virulentos
S.epidermidis celmus un komensalos celmus (Kozitskaya et al., 2004).

Promocijas darba p&tijuma, starp 155 kliiskajiem izolatiem icaA vai aap geni
tika noteikti 84,5% gadijumos, bet komensalo izolatu grupa abi Sie géni vai arT viens
no tiem noteikti 67,5% gadijumu. Analiz€jot ieglitos rezultatus tika konstatéts, ka
icaAd géns biezak tika noteikts kliniskajos S. epidermidis izolatos, tomér nebija
konstateta statistiska atSkirtba icad/aap geénu sastopamiba starp kliisko un

komensalo izolatu grupam (p>0.05). legiitie rezultati liecina, ka viena icad vai aap
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g€na noteikSana, tomér nav pielietojama virulento S.epidermidis celmu diferencéSanai
no komensaliem celmiem.

Pétijumos, kurus veica Pourmand et al.,, izmantojot PCR metodi, no
medicinas darbinieku deguna mikrofloras izol€tiem S. epidermidis celmiem, aap génu
noteica (91.9%), tas ir 91 no 99 izolatiem (Pourmand et al., 2011). 2012. gada
publicéta pétijuma, kas tika veikts Uganda, Okee un kolégi ieguva pretéjus rezultatus
par aap génu sastopamibu komensalos S. epidermidis izolatos. Virulences géns aap
starp komensaliem celmiem netika noteikts Tas norada uz to, ka dazadas valstis
sabiedriba cirkulgjoso S. epidermidis celmu virulences potencials atSkiras. (Okee et
al., 2012).

Promocijas darba pé€tijjuma rezultati pieradija, ka statistiski ticami biezak
(p<0,05) abi aap/icaA geni ir sastopami kliniskajos S. epidermidis celmos, kas veidoja
ar1 biofilmu in vitro - mikrotitru plate, tatad, virulences faktori tika noveroti gan geno-
tipiski, gan fenotipiski. Lidz ar to vienlaiciga abu génu klatesamibas noteikSana varétu
tikt izmantota par virulences potenciala markieri S. epidermidis celmos. Rezultati par
S.epidermidis celmu sp€ju veidot biofilmas uz mikrotitru plates liecina, ka pastav
S. epidermidis celmi, kas sp€j veidot biofilmas arT bez PIA starpniecibas. Iesp€jams,
ka Sajos izolatos biofilmu stabiliz€joSo funkciju veic Bap, kas ir ar biofilmu asociétais
proteins. Atsevisku pétijumu rezultati liecina, ka ne vienmeér rezultati liecina par génu
klatesamibas specifiskumu un klinisko nozimigumu. Ta Vandecasteele et al. petijuma
pieradits, ka visaugstaka ica un aap génu dominéSana ir koloniz€joSos izolatos un
75% KONS izolatu arT ir sastopams viens no Siem gé€niem (Vandecasteele et al.,
2003.)

legiitie rezultati varétu kalpot par pamatu turpmakiem pé&tijjumiem, ar mérki
noskaidrot, kadi mehanismi ir iesaistiti biofilmu stabiliz€Sanas procesa génu icad/aap
negativajos stafilokoku izolatos.

Apkopojot promocijas darba pétijumu rezultatus par biofilmas veidoSanos un
adhézijas procesu, izmantojot kontaktlécas, var secinat, ka uz silikonhidrogéla
materiala stafilokoki adhergjas un koloniz€jas labak neka uz hidrog€la materiala
Iecam. Izne€mums ir galyfilconA kontaktlécas, kas uzrada tada pasa Iimena adherenci
ka hidrogels etafilconA. Pamatojoties uz Siem datiem, var secinat, ka lietojot
silikonhidrogela kontaktlécas, ir lielaks risks baktériju kolonizacijai neka hidrogéela

lécu lietoSanas gadijuma. Palielinata skabekla parnese silikonhidrog€la materialos
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samazina radzenes hipoksijas draudus un tadg€jadi mazinas audu bojajumu
iespejamiba. Lietotas kontaktleécas uzrada augstaku adh€zijas apjomu neka jaunas
kontaktlécas hidrogéla un silikonhidrog€la materialu grupas, jo adh€zijas apjomu
galvenokart nosaka attiecigas kontaktlécas hidrofobitate, kas kontaktlécu lietoSanas
laika butiski palielinas. Tas notiek asaru depozitu veidoSanas un ari virsmas reljefa
raupjuma palielinasanas dé]. Kopuma izstradata metode un rezultati paradija, ka
kontaktlécas ir loti veiksmigs modelis biofilmu veidoSanas petijumiem in vitro.

Petijumos Cerca et al., pierada, ka biofilmu veidoSanas uz kontaktlécu
virsmam tiek noverotas gadijumos, kad ir attistijies keratits. /n vivo infic€Sanas ar S.
epidermidis biofilmam notiek aptuveni péc 48h ilga ekspozicijas laika, kad
kontaktléca ir bijusi uzlikta radzenei (Cerca et al., 2005).

Biofilmu veidoSanas var radit komplikacijas pacientiem pé&c kataraktas
operacijam. Rossetti et al. petijusi S. epidermidis biofilmas veidoSanos pacientiem,
kuriem péc kataraktas ekstrakcijas bija attistijies endoftalmits. P&tjjuma rezultati
pieradija, ka 75% gadijumos no S. epidermidis celmiem, kas izoléti no pacientiem,
kuriem ir endoftalmits, tika noteikti potencialie virulences markieri, géni icad un
icaD, kas 1r biitiski nepiecieSami stabilas biofilmas veidoSanas procesos.

Pedgja laika mikrobiologiskie pétljumi pieradijusi, ka viens no galvenajiem
adhézijas un virulences faktoriem ir icaADBC operona klatesamiba bakterijas. Art
promocijas darba pétijumos, lietojot icad(+) S. epidermidis suspensiju, bakteriju
adhézijas sp€jas kontaktlecas bija izteikti augstakas. Mikroskopiski izp&tot S.
epidermidis adhéziju uz kontaktlécu virsmas, netika konstatéta  biofilma ka
mikroorganismu monoslanis, bet gan tika atrastas atseviskas S. epidermidis kolonijas.

Peétijuma tika pieradits, ka S. epidermidis adh€zija uz virsmas notiek, ka ar1
notiek bakteriju vairoSanas, jo nebija ve€rojamas atseviSkas bakt€rijas, bet gan to
kolonijas. Iemesls tam, ka netika novérota baktériju izveidota biofilma, varétu biit
parak 1ss noverojumu laiks, lai S.epidermidis bakterijas spétu izveidot biofilmu. Citu
autoru pétijumos tiek noradits, ka biofilmu neveidoSanas ir saistita ar limit€tam
baribas vielam fiziologiskaja fosfatu buferskiduma, kur$ tika izmantots pétijjuma.
Mazs uzturvielu daudzums var samazinat S. epidermidis dzivotsp&ju, jo 1pasi, ja
baktérijas inkubé ilgaku periodu. ArT Henriques et al. pé€tijumos aprakstits, ka par
mikroorganismu suspensijas pamatsastavdalu labak ir izmantot maksligas asaras

(Henriques et al., 2005).
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Dutta et al. pétijumos pieradits, ka laiks, kas nepiecieSams neatgriezeniskai
baktériju adherencei un sekojosSai biofilmu veidoSanai uz kontaktlécu virsmas, ir
bitisks faktors, kas dazadam bakteriju sugam var atSkirties. S. epidermidis adhézija
mikstajas kontaktlecas meédz biit salidzinosi 1éna un biofilmu veidoSanas notiek ilgak
par 16-24h. Vairakos pétijumos aprakstits, ka S.epidermidis vislabak adher€jas
Lotrafilcon B materiala, salidzinot ar par€jiem eksperimenta izmantotajiem
materialiem (Etafilcon A, Galyfilcon A, Enfilcon A, Senofilcon ). Vismazaka adhé&zijas
sp€ja noverota Etafilcon A materiala. Lietotu kontaktlecu gadijuma adherence ar
S.epidermidis bakteérijam palielinas, un tas skaidrojams ar depozitu veidoSanos,
lietoto kontaktlécu virsma (Dutta et al., 2012, Kumar et al., 2014).

Kontaktlecas ka biomaterials ir lielisks modelis, ar kuru var stradat dazados
zinatniskajos petijjumos, kas ir saistiti ar bakteriju adherences izpéti. Neviena no me-
dicina izmantotajam iericém nav tik vienkarsi lietojama ka kontaktl€cas, tas paver lie-
liskas iesp€jas virulences faktoru petijjumiem in vitro vide.

Stafilokoku izraisito infekciju arstéSanu apgriitina arvien pieaugosa rezistence
pret beta laktamiem un citiem antibakterialajiem lidzekliem. KONS infekciju arstésa-
nai lieto pretbetalaktamazu penicilinus, pieméram, oksacilinu un nafcilinu, ka art
pirmas paaudzes cefalosporinus (cefazolins) vai trimetoprimu-sulfometaksazolu. Kot-
rimoksazols, linkozamidi, makrolidi, tetraciklmi, un fluorhinoloni ir alternativi Iidzek-
li, galvenokart cilvékiem kuriem ir alergija pret beta-laktamiem. MRSE un ar citu
meticilina rezistento KONS izraisito infekciju terapija lieto vankomicinu, daptomici-
nu vai linezolidu, kas ir ievérojami dargaki preparati, ka art iespéjamas nopietnas bla-
kusparadibas (Paradisi et al., 2001, Tang et al., 2014,).

Pétijumos par stafilokoku rezistenci pret antibakterialajiem lidzekliem tiek
aprakstits, ka apméram 80% - 97% nozokomialo S.epidermidis izolatu ir rezistenti
pret meticilinu un ir arT multirezistenti(Stewart and Costerton, 2001, Claessensa et
al., 2015).

Epidemiologiskajos pétijumos, kas veikti Igaunija 2009. gada, par nozokomi-
alajam bakterémijam, secinats, ka 86% no izdalitajiem un identific€tajiem stafiloko-
kiem ir (MRSE), tatad rezistenti pret klasiskajiem beta laktamu antibakterialajiem Ii-

dzekliem ( Mitt et al., 2009).
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Latvija peédejos gados arvien pieaug KONS rezistence pret meticilinu. Klinis-
kajos S.epidermidis izolatos ta ir noteikta 97,5% gadijumu 2012. gada, salidzinot ar
60-80% gadijumu 2004. gada (Zilevi¢a un Tradevska, 2012).

Promocijas darba pétijuma ietvaros, nosakot jutibu pret meticilinu konstatéts,
ka identificetie S.epidermidis kliniskie celmi ir rezistenti pret meticilinu (97,8%), ka
ar1 tika pieradita mecA klatesamiba visiem Siem bakteriju izolatiem.

Lidz ar datiem par meticilinrezistenci kliniskajos paraugos bija interesanti iz-
pétit, kada ir jutiba pret meticilinu starp KONS arpus slimnicas jeb S.epidermidis izo-
latiem no praktiski vesela cilvéka mikrofloras. Promocijas darba pétijuma ietvaros
tika noteikts, ka no veseliem cilvékiem identificéto KONS rezistence pret meticilinu ir
sameéra zema Itmeni, MRSE tika konstatéts 12,5% no visiem analiz&tajiem izolatiem.

Lai vargtu precizak novertét So tendenci, ir nepiecieSami plaSaki un ilgstosaki
petijumi veselo cilvéku grupa. Citu autoru p&tijumos par meticilinrezistentiem KONS
sabiedriba, tika aprakstits, ka 19,2 % no izdalitajiem stafilokokiem bija rezistenti pret
meticilinu. Iesp€jams, nemot véra vispar€jo pretmikrobu lidzeklu rezistences pieau-
gumu pasaulg, ka ar1 pieaugoso cilvéku migraciju pedejos gados, MRSE skaits turp-
makajos gados tikai pieaugs.

Zinatniskajos pétijumos aprakstits, ka papildus biofilmas veidoSanai,
S.epidermidis 1zolatiem raksturiga rezistence pret meticilinu (MRSE), ka ari
rezistence pret vairakiem antibakterialajiem Iidzekliem jeb multirezistence.
Rezistence pret meticilinu ir ievérojami augstaka (81%), S.epidermidis izolatos, kuri
veidoja biofilmas, salidzinot ar izolatiem (57%), kuri neveidoja biofilmas (Ziebuhr et
al., 2006, Tang et al. 2014, Claessensa et al., 2015).

Misdienas plasi pielieto molekularas tipeéSanas metodes, kuru pamata tiek
analiz&ts genétiskais polimorfisms. Tas lauj labak izprast baktériju evoliciju un
populaciju izplatiSanos. S. epidermidis noteikSanai visbiezak lieto tadas molekularas
tip€Sanas metodes, ka PFGE, MLST un MRSE celmu stafilokoku hromosomalas
kasetes (SCCmec) tipeSanu. Neskatoties uz S.epidermidis genétisko daudzveidibu, ar
MLST metodes palidzibu ir atklata nozokomiala S. epidermidis populacija, kuras
sastava bija devini klonalie ciltskoki un Sie ciltskoki ir izplatiti visa pasaulé (Miragaia
et al., 2008). MLST metodi pielieto ne tikai S. epidermidis tip€Sanai, bet ar1 Neisseria
meningitidis, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus u.c. bakteriju

tipeSanai. Analiz€jot MLST datus, var rast pieradijumus par rezistento bakt€riju celmu
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rasanos un izplatibu. (Miragaia et al., 2002, Cooper and Feil, 2004 ).

Lai izp€titu genoma mainigumu S. epidermidis kliniskajiem un komensalajiem
celmiem, promocijas darba petijumu rezultata tika iegtiti MLST dati 12 S.epidermidis
paraugiem ar dazadiem sekvencu tipiem. Kopuma tik analizéti 12 paraugi no tris
cilvekiem. Katram paraugam péc DNS izdaliSanas un koncentracijas mérijjumiem tika
veiktas 7 PCR reakcijas un 14 sekvenéSanas reakcijas. Péc pirmas PCR reakcijas 7
génu fragmenti tika analizéti ar agarozes g€la elektroforézes metodi. Nemot véra to,
ka p€tijuma finansialas iesp€jas bija ierobezotas un katram paraugam ir javeic 14
sekvenéSanas reakcijas, lai iegiitu vienu MLST ainu jeb ST, analiz€to 12 paraugu
skaitu nevajadz€tu uzskatit par mazu. MLST analizes gaita 12 paraugi veidoja 9
dazadus ST variantus. Péc diagrammas, salidzinot Latvijas S.epidermidis celmu
sekvencu tipus ar arzemés konstatétiem sekvencu tipiem ir redzams, ka neviens no
petjuma noteiktajiem celmiem nepieder pie ST2, kur§ pasaulé ir zinams ka
nozokomialais celms.

Veicot MLST analizi, tika noskaidrots, ka Cetri celmi, iegiiti no vesela cilvéka
dazadam kermena dalam, bija ar dazadiem genotipiem: atbilsto$i ST-142, ST-218, ST-
179 un ST- 153 No vesela cilveka iegiitie ST218 un ST179 veido klonalo kompleksu
ar ST270. Petjjuma rezultati parada, ka viena cilvéka adu var kolonizét dazadu
genotipu stafilokoki, un tadéjadi apstiprinas So baktériju genétiskais polimorfisms.

Pétijuma laika tika atklats pavisam jauns S.epidermidis celms ar sekvencu tipu
ST483. Vienigais izolats no hemokultiras (invazivais) ar ST483 nebija radniecigs
nevienai ST grupai.

Ja salidzina S.aureus, kuriem klonala dazadiba rodas veidojoties punktveida
mutaciyjam, tad S. epidermidis gadijuma ta veidojas galvenokart rekombinaciju
rezultata. Japiebilst, ka S.epidermidis baktérijam ir raksturiga biezaka genctiska
mainiba, neka S.aureus. P& neseniem pétijjumiem S§. epidermidis populacijas
genétiska dazadiba starp dazadiem celmiem, iesp&jams, veidojas no atras
hromosomalas DNS evolicijas, kas notiek gan rekombinaciju, gan ari biezas
SCCmec parneses rezultata (Ziebuhr et al., 2000).

Kopuma ir savakts liels datu apjoms par S.epidermidis celmiem, lietojot
PFGE, MLST un ar1 SCCmec tip€Sanas metodes, taCu nav neviena pétijuma, kur biitu
salidzinatas visas $§1s tris metodes (Turner and Feil, 2007, Los et al., 2010).

MLST analize ir versta uz stabila ,,housekeeping” genoma funkcijam, pastav
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pasi fenotipi, kuri ietver kliniski svarigas ipaSibas un biezak tiek kodeti ar géniem vai
mobiliem elementiem, kuri populacija var strauji izplatities un tik pat atri var pazust
(Kozitskaya et al., 2005).

Nemot veéra, ka genoms un lidz ar to art MLST dati ne vienmér attaino
virulences potencialu, MLST klasteru genotipi nav salidzinami starp divam dazadam
populacijam. Tatad, MLST ne vienmér ir pielietojams mikroevolucionariem
petijumiem (Chaieb et al., 2005).

Klonalo kompleksu CC2 veido aptuveni 74% no visiem S.epidermidis
nozokomialo infekciju izraisitajiem visa pasaulé un tas satur dominanto sekvences
tipu ST2, kur$ ir identific€ts trijos kontinentos un 13 dazadas valstis. (Conlal et al.,
2012). ST2 ir klonala kompleksa CC2 dibinatajsekvence un $1 klonala kompleksa
celmos ir 1pasi augsts rekombinacijas biezums, kas ir pamata talakai bakteriju klonu
izplatibai. Vairakos pétijumos ir aprakstits, ka S.epidermidis celmi ar ST27 atbilst
ST2. Izmantojot MLST shému, S.epidermidis ST2 celmi ir konstatéti dazados
geografiskajos regionos, kas liecina par to, ka Sie baktériju celmi evolucionari ir loti
veiksmigi un atri sp€j izplatities pasaulé (Schoenfelder et al., 2010, Widerstrom et
al., 2012).

Promocijas darba pétijuma netika atrasts nozokomialais sekvences tips ST2,
bet domingjosais sekvences tips bija ST130. No vesela cilvéka iegitie dazadie
sekvencu tipi liecina par S.epidermidis bakteriju polimorfo raksturu. Savukart ITN
pacientam identific€tajos S.epidermidis izolatos, kuri panemti sestaja arstéSanas diena
tika atklati tris celmi ar vienadu sekvences tipu ST130. Interesanti, ka pirmaja diena
iegiitais celms ar ST130 uzradija jutibu pret visiem antibakterialajiem lidzekliem,
savukart sestaja diena izolats ar ST130 uzradija rezistenci pret vairakumu testéto
antibakterialo Iidzeklu. Tatad dazu dienu laika Sis baktériju celms ir kluvis
polirezistents un antibakteriala jutiba tika konstatéta tikai pret vankomicinu. Tas
liecina par S.epidermidis fenotipisko un genotipisko mainibu, ar kuru palidzibu
baktérijas var labi pielagoties mainigajiem ar&jiem apstakliem. Pacientam ar
laboratoriski apstiprinatu bakterémiju, iegiitie rezultati liecina par infekciju, kas nav
bijusi saistita ar katetru lietoSanu, jo izdalitie un noteiktie S.epidermidis izolati ir ar
ST130 un ST483, kas ir atskirigi sekvencu tipi.

P&c antibiogrammu datiem, pacientam, kur§ atradas ITN 6. diena izolats ar ST

130 wuzradija rezistenci pret visiem pé€tljjuma izmantotajiem antibakterialajiem
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lidzekliem, izpemot vankomicinu. Sada gadifjuma pacientam bitu japiemekle
antibakterialie Ilidzekli, kuriem ir javeic antibakterialas jutibas noteikSana
mikrobiologiskaja laboratorija, un visbiezak S$adas situacijas gadijuma paildzinas
pacienta hospitalizacijas laiks un palielinas art arstéSanas izmaksas. Turklat ir augsts
risks izplatit rezistentas bakt€rijas arpus slimnicas, ka ari palielinas iesp€ja iegit
patogénus mikroorganismus ar iepriek$ nenovérotam rezistences pasibam.

Misdienu  mikrobiologijas pilna genoma izpétes &ra ir izstradatas tadas
tieSsaistes platformas ka Bacterial Isolate Genome Sequence Database (BIGSdb) kas,
izmantojot 16S RNS génu sekvengS$anas metodi, lauj vienlaicigi veikt vairak ka 500
MLST génu salidzinagjumu un ir iesp&jams analizét gan epidemiologiskas, gan
evolucionaras saiknes starp baktérijam, sakot no doména Iidz pat celmam. Tomér
sistematiz€ta un standartiz€ta genotipisko variaciju analize paliek ka nemainiga
epidemiologiskas izp&tes vertiba (Maiden et al., 2013).

Promocijas darba ietvaros veiktais MLST metodes pielietojums ir pirmais
Latvija, kas tika izmantots S.epidermidis celmu tipéSanai, pirms tam Latvija MLST
tika pielietota tikai S.aureus tip€Sanai. Veicot S.epidermidis MLST un izanaliz€jot
rezultatus, var secinat, ka metode ir augsti efektiva un to lietojot, ir iesp&jams atskirt
dazadus baktériju genotipus. Lai gan metode ir darbietilpiga un ir nepiecieSama
apmaciba ieglto datu analizei, Sai metodei ir augsts potencials gan zinatn€, evolicijas
petjjumos, gan ar1 praktiskaja pielietojuma nozokomialo infekciju izraisitaju

izcelsmes noskaidro$ana.
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Secinajumi
Domingjosa suga starp pétijuma identificétajiem KONS bija Staphylococcus
epidermidis (71%).
Kliniskas grupas Staphylococcus epidermidis celmiem raksturiga ureazes
aktivitates pazeminasanas.
Kliniskajiem S. epidermidis celmiem raksturiga pazeminata hemolitiska akti-
vitate (55,6%), salidzinot ar kontroles grupas mikroorganismiem (90%).
Klmiskas grupas celmi bieZak ir rezistenti pret meticilinu, noteikta mecA klat-
esamiba (97,8%) izolatiem un konstatéta ar1 polirezistence. Meticilinrezistence
ir izp€tita un konstatéta ar1 veselo cilveku grupas (12,5%) izolatiem, kas iezi-
mé tendenci rezistences izplatibai sabiedriba.
Biofilmu veidoSana in vitro un to noteicoso génu icaA/aap klatesamiba ir vai-
rak raksturiga kliniskajiem izolatiem, neka kontroles grupas S.epidermidis izo-
latiem. Konstatéta statistiski nozimiga (p-0,002) atSkiriba starp klinisko un
kontroles S.epidermidis grupam, kas norada uz $o génu kopu ka uz potenci-
aliem virulencies markieriem, nosakot tos kopa ar biofilmas veidoSanas meto-
di mikroplate.
Staphylococcus epidermidis icad (+) celmu izmantoSanas gadijuma adh&zijas
apjoms butiski pieaug dazados kontaktlécu materialos, salidzinot tos ar icaA(-)
S.epidermidis celmiem.
P&étijuma ietvaros, pirmo reizi Latvija pielietota MLST metode S.epidermidis
genotip€Sanai, uzradija augstu potencialu nozokomialo infekciju izcelsmes
noskaidroSanai. Tika atrasti 9 dazadi sekvencu tipi. Starp kliiskajiem izola-
tiem bieZakais sekvences tips bija ST130, netika atrasts pasaule izplatitakais

nozokomialais sekvences tips ST2.
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IV. PROJEKTA KOPSAVILKUMS

A. PETITUMA OBJEKTI
lezimét: Cilveki _ir _, konkratak: veselo cilvéku un slimnicas pacientu normalas

mikrofloras (deguns/ ada / glotadas) baki@rijas, gints Staphylococcus.
Dzivnieki nav.

B. PETIJUMA PROTOKOLA VESTURE UN PAMATOJUMS (iesk. izskaidrojumu
vienkar$d, saprotamd valoda, uzradot zingtnisko jautdgjumu, kuru Sis petijuma protokols
risin@s).

Lidz ar antibakterialo prepardtu lietodanu pedgjos gados pieaug arT pret zaju rezistento
mikroorganismu skaits. Gluzi pretgji medicinas sasniegumiem — dtrai infekciju diagnostikai un
efekfivai pretmikrobu terapijai, paradas jauni patogéni, kas lidz Sim likas cilvekam gluzi
nekaitigi. Ta, divu pedgjo gadu laika epidermalie  stafilokoki (Staphylococcus epidermidis)
izraisa Zingtnieku interesi un kluvusi par intensivu izpétes objektu. No vienas puses tie pieder pie
cilveka normalas mikrofloras, bet zinamos apstaklos, pieméram, cilvekam ilgsto$i uzturoties
slimnicd, var radit nopietnas bricu infekcijas, asins saindéSanas utt. Ir zindms, ka cilveks,
jendkot slimnica, tiek paklauts kolonizacijas ar t.s. slimnicas mikrofloru. Tas nozime, ka
stafilokoki var nopietni apdraudét cilvéka veselibu, Klaistot par biologiska riska faktoru. Kapéc
vienam cilvekam tas tada infekciju un citam ne? Kapec ir svarigi nevzturgties slimnica ilgak
neka tas ir nepiecietams? Kadu efektu atstdj ilgstoda antibiotiku lietoSana musu sabiediiba?

P&tfjuma merkis ir biodroSibas kriteriju un metodologijas izstrade, izveidojot virulences
un rezistences markierus Latvija cirkulgjoso bakteriju biodroibas novertgSanai. Pétijuma
aktivitates uzdevumi ir analizét un atlasit bioanalitiskos markierus, kas raksturo Staphylococcus
aureus un Staphylococcus epidermidis bakteriju rezistenci pret beta-laktamu antibiotikdm un
nosaka to virulenci. Miisu petijuma modelis paredz salidzinat divas grupas — stafilokokus veselo
cilveku sabiedriba ar tiem, kas izraisa infekcijas. Tomér sabiedriba ir ciesi saistita ar slimnicas
vidi. Pieméram, ja Latvijas sabiedriba picaug zilu rezistento bakt€riju nesataju skaits, tad,
inficgjoties ar $adu bakteriju, cilvékam bis smagaki simptomi, ka arl sadardzinas terapijas
izmaksas. Ir svarigi izpéfit rezistento epidermalo (Staphylococcus epidermidis) un zeltaino —
patogéno stafilokoku (Staphylococcus aureus) nEsasanas procentu Latvijas sabiedriba, kas
joprojam nav zindms.

C. PETUUMA PROTOKOLA ISS APRAKSTS (iesk. informaciju vienkar$a, saprotama
valoda par metodiku un tehnologiju, piem., paredzamais p&tfjumu objektu skaits un to vecums,
asins daudzums, ievaditas zales un medikamenti, aptaujas lapas, testi uit.).

1) Protokela uzdevums ir ievikt stafilokoku S.epidermidis u.c. koagulazes negativu stafilokoku
(6. Staphylococcus) bakterialo celmu kolekcijas un uzturdt atbilstogos apstaklos (kopa ap 300
bakteridli celmi), no veselo cilveku un slimnicas pacientu normalas mikrofloras; deguna, adas un
glotadam. P&tijuma ir ieklauti abu dzimumu pilngadigi cilveki. Lai izslagtu kontamindciju ar
hospitalo jeb slimnicas mikrofloru, pie veselo cilveku grupas pieskaitami cilveki, kas nav saistiti
ar darbu klinika un nav bijui hospitalizeti padéjo divu ménedu laika.

Protokold nav paredzéts izmantot zales un medikamentus. Tiks izmantotas aptaujas lapas
(1.pielikums) un piekriSanas apliecingjums mikrofloras parauga (adas/deguna/glotadu uztriepe)
izmantoganai (2.pielikums).

Parauga nemsanas piemers:

Mikrofloras paraugu gem no deguna ar sterilo vates kocinu, ievietojot to katrd nast un viegli
rotgjot gar sienipam, tad ievicto fiziologiskaja Skidruma, kas atrodas mégené. Mikrofloras
uztriepi no adas pem ar samitrinatu sterilo vates kocinu, un ievieto transporta barotng. Talakas
darbibas, t.i. parauga apstradi un uzsejumu veic mikrobiologijas laboratorijas specialists.
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2) Slimnicas pacientam vai veselam cilvékam tiks Higts aizpildit aptaujas anketu (1.pielikums)
(aizpilda pats vai parauga néméjs) un parakstit piekrisanas apliecinjumu mikrofloras parauga
(adas/deguna/glotadu uztriepe) izmantosanai (2.pielikums). Abos pielikumos tiks noradits arf
pieSkirtais parauga Sifrs, kuru turpmak izmantos péffjumad, lai ievérotu personigu datu
aizsardzibu.

3) Pefijuma eksperimentilas dajas iss apraksts: Ir paredzets ar mikrobiologiskam un
molekularam metodem analizet S.aureus, S.epidermidis un citu koagulazes negativu stafilokoku
potenciglos virulences un zalu rezistences faktorus; izvértat sekojoSos génus_ka biofilmas
veidoSanas virulences markierus S.epidermidis u.c. koagulazes negativu stafilokoku celmiem:
adhézijas faktoru icad un ar akumule$anu saistito eap genus; ar real-fime PCR analizet
autoinducgtajmolekutu regulgjosas sistémas LuxS géna ekspresiju. Optimizét stafilokoku
genotipeianas metodes: daudzlokusu sekventu tipesanas jeb MLST metodi, augsminétas
metodes stafilokoku raksturoSanai tiks izmantotas Latvija pirmoreiz.

Petijuma ieklautos koagulazes negativu stafilokoku celmus analiz&t ar PCR metodi uz
hromosomalo rezistences kaseti SCCrmec, kas ir visu beta-laktamu un cefalosporinu rezistences
avots. Mingtais mobilais elements tiks detektéts ka rezistences genctiskais marlieris, kas tiek

viegli nodots arT starp daZidam sugam. Novéroto korelaciju ar kiiniskiem datiem paredzéts

atspogulot datu baze un publikacijas, ka ari publiskos zigojumos. JreTg

D. PETIJUMA IZPILDES TERMINI
Sakums - 2011. g. janijs
Beigas - 2011.g. 31.decembris

12, Pﬁm NORISES VIETA (-AS) LU MF Medicinas katedra, mikrobiol. lab-ja
(TOS. Sarlotes iela, 1a. LV - 100), LU Bioanalitisko un Biodozimetrisko Meto¥u lab-ja
(BBML) Ratsupites iela 7, 3.korpuss, Riga, LV- 1586,

F. DALEJA ATKLATIBA: Ja pilna informacija pétfjuma gaita cilvékiem ki pétniecibas
objektiem netiek sniegta, izskaidrot $ada protokola nepiecieSamibu, ki un kad objekti tiks
informéti.

S.epidermidis pieder pie cilveka adas, glotadu normalas mikrofloras, tapec personiski pazigot
rezultdtu par ievakto mikrofloru nav nepiecieSams, jo tas nesniedz konkrstam cilvakam
informaciju par viga veselibas stavokli vai ar veselibu saistitiem riskiem. Ja péfijuma gaita tiks
atklats meticilina rezistentais S.aureus, kas ir epidemiologiski svarigs, par §1 celma nésaSanu var
tikt pazipots arst&josam arstam.

Péfljuma objekts, Sai gadfjum, cilvéks, var leglit visparigu informaciju par pretmikrobu terapijas
(tautd biezak listo terminu ,antibiotikas”) ietosanas sekam, ka arT par to patériga samazinasanas
iespgjam un péfijuma rezultitiem no publiskiem seminariem, piem. “Biodroibas pécpusdiena”,
brofiiram, popularzinatniskam un zintniskam publikicijim un interneta majas lapas
www.biodrosiba.lu.lv.

V. RISKI PRET IEGUVUMIEM

1. Izskaidrot bitibu un riska pakipi iespgjamiem ievainojumiem, sipém, siresa, diskomforta, cilvéka
neaizskaramibas parkdpumiem un citim blakus paradibam, kas izraisitas cilvékiem vai dzivnickiem protokola
izpildes gaita.

Bakigriju paraugs tiek pemts no deguna mikrofloras, glotadam vai adas ar sterilo vates kocipu,
kas nav invaziva procediira un var radt tikai Islaicigu diskomfortu, tadu nerada stresu un sapes.
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1.pielikuma turpinajums

LEKMI &tikas komisijas pieteikums un sledziens

1
Citi, patijuma ieklauti invazivie stafilokoku paraugi (invazivie: bri¢u, audu skal'ojur.ns, likvors,
asinis) tiek savakti staciongtim cilvekiem p&c arsta norikojuma; to veic mediciniskais personils,
parasti pie anestezijas.

2. Izskaidrot veiktos p
1abklajibu.

P ﬁlmmus,laimazinﬁmummasﬁsknmaimrgﬁmpé&ﬁem‘basobjekmﬁesibasun

Veselo un staciongto (ari ambulatori izmekl&jamo) pacientu grupas personas dati (personas kods,
vards, uzvards u.c.) netick izmantoti, pétijuma nolikos tiek ievakti un apkopoti dati par
dzimumu un vecumu, medikamentu lietoSanu (skat. 1.pielikumu), diagnozi, ka arl dati par
jevakto baktériju sugu, zalu jutibu, augstak minStiem rezistences un virulences faktoriem;
neizpauZot personas datus.

3. Izskaidrot %o péfijuma potencidlos ieguvumus (i) petijuma objektiem, (i) sabiedribai un
cilvecei.

(i) Bakteriju zalu rezistences pieaugums Latvija skar ne tikai tas personas, kas lieto
antibakterialo terapiju, lai cinitos ar bakteriju izraisito infekciju, bet ari apkartgjos cilvekus, ka
ar nakamas paaudzes, seviski jaundzimuSos un vecos cilvekus. P&tfjuma objekts, ai gadijuma,
cilveks, iegiis informaciju par antibakterialas terapijas (antibiotiku) lietoSanas sekam, ka ari par
antibiotiku u.c. pretmikrobu Hdzeklu pateripa samazinaSanas iespgjam (publiskas uzstaSanas,
piem., seminari “BiodroSibas pécpusdiena”, broStras, publikacijas, interneta majas lapas
www.biodrosiba.lu.lv.).

(ii) Rezistento epidermalo (Staphylococcus epidermidis) un zeltaino — patogéno stafilokoku
(Staphylococcus aureus) nésaSanas procents Latvijas sabiedriba nav zinams, un tas ir §1 pétijuma
zindtniskais aspekts, jo mes, iespgjams, ieraudzisim apméram 50 gadu pretmikrobu terapijas
atspulgu miisu populacija. Petfjuma praktiskais aspekts batu izstradat biodrofibas kritérijus, kas,
cilvekam nondkot slimnica uz ilgaku laiku un veicot tilit&jus drosibas pasakumus, lautu justies
drosak.

Svarigi, ka izpété tiks ieklauti ne tikai slimnicu pacienti, bet arT veselie cilveki, tatad plasaka
Latvijas sabiedriba, kas uzlabos izpratni par neadekvatas pretmikrobu terapijas sekam. Turklat,
tas stimul@s zindtnes integraciju un popularizéSanu jaunieSu un pieauguso vida.

VL. APLIECINAJUMS Es, Tatjana Trafevska (vadosais pétnieks),

esmu pilniba iepazinies (-usies) ar informaciju, kas attiecinama uz petjumu. Es ieveroSu
pétijuma protokolu, Helsinku deklaraciju un uz kiniskiem pSifjumiem attiecinamos Latvijas
Republiki speka esofus likumdoSanas nosacijumus. Man ir piendkums zigot par protokola

izmaipam un kiiniska pé&tijuma rezultatiem kompetentam pétniecibas iestddém un komisijam.

% s
Datums 20.06.11 Paraksts @ ﬂf/?@éwm /’/( Jrace s se /
7/ y

o viets aizpilda LU EKMI Zinatniskds izpétes Btikas komisija
VIL PARAKSTI APSTIPRINATS X NEAPSTIPRINATS _

(49 5o hr(
/L.P-L&kg:li.e/

Datums 22 - ¥ U £© (Paraksts, atSifp#fy

Datums O 7.0 & .oy 07/, Parakstd3 /T Freivalds/

LU EKMI

W —
! rTisiee N2
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Analizeto S. epidermidis ST apkopojums

2.pielikums.

Celms | ST | arcC | aroE | gtr | mutS | pyrR | tpiA | yqiL | I1zcelsme | Komentari | Jutiba

LAT1 142 | 2 1 2 2 2 1 1 Sabiedriba Celms tiek iegiits | MSSE;
no sievietes, kura | AMP,ER,CI-
neatrodas  ves. | rezistents
aprupeé

LAT2 218 1 1 2 6 2 16 1 Sabiedriba Celms tiek iegiits | MSSE
no sievietes, kura
neatrodas  ves.
aprupeé

LAT3 179 1 2 2 2 1 1 1 Sabiedriba Celms tiek iegiits | MSSE
no sievietes, kura
neatrodas  ves.
aprupeé

LAT4 153 | 2 1 6 2 2 1 1 Sabiedriba Celms tiek iegiits | MSSE
no sievietes, kura
neatrodas  ves.
aprupeé

LATS 130 1 1 1 2 1 1 1 Invazivs Hemokultiira MRSE, VAN —jutigs

LAT6 483 | 2 1 1 6 1 2 1 No katetra | Celms iegiits no | MRSE, VAN — jutigs

uzséjuma pacienta ar

aizdomam  par
bakterémiju

LAT7 130 | 1 1 1 2 1 1 1 ITN- 1diena. | Celms ir iegati | MSSE
pacientu adas
uzséjuma

LATS8 130 | 1 1 1 2 1 1 1 ITN -6.diena | Celms ir iegiiti | MRSE
pacientu adas
uzséjuma

LAT9 110 1 6 1 6 2 1 1 ITN- 1diena | Celms ir iegati | MSSE
pacientu adas
uzséjuma

LAT10 110 1 6 1 6 2 1 1 ITN-3diena Celms ir ieguti | MSSE
pacientu adas
uzséjuma

LATI11 19 8 7 12 4 12 2 2 ITN-3.diena | Celms ir iegati | MSSE
pacientu adas
uzséjuma

LAT12 19 8 7 12 4 12 2 2 ITN- 6.diena | Celms ir iegati | MSSE
pacientu adas
uzséjuma

Apziméjumi: ST —sekvences tips, CVK-

kolon.- kolonizgjosais celms

centralas vénas katetrs, ITN- intensivas terapijas nodala
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3.pielikums.

MLST datu apstrade ar eBURST datorprogrammu

Diagramma ar zilo apliti ir apzZim&ts galvenais klonala kompleksa ,,priekstecis” ST2,
ar dzelteno apliti - pargjie ,,priekste¢i” (lielakie— STS un ST6), ar melnu apliti -
pargjie ST. Radnieciba ir apzim&ta ar zalo liniju. Redzami $aja p&tfjuma noteiktie
sekvencu tipi: ST 142; ST 218; ST 179; ST153; ST130 un ST 110. Pargjie ST ir citur
pasaulé konstatétie sekven¢u tipi. Saja grupa nav ST19 un ST483, jo neveido
genétisko radniecibu ne ar vienu no citur noteiktajiem ST
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Informacija par paraugu
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5.pielikums
T S . e e s e e P

1. Pielikums

Pacienta anketa

PieSkirtais parauga Sifrs (tas jamorada ari piekriSanas apliecindjuma 2.
pielikuma)

Paraugs: ada/ deguna glotada

1. Pacienta staciong$anas datums un laiks

58]

. Dzimums (pasvitrot): virietis/ sieviete

u
<
8
=1
B

B

. Pretmikrobu (antibiotiku) lidzeklu lietoSana paslaik — (pasvitrot) ja/ ng; kadu....
5. Centralas vénas (CV) katetra ievadiSanas datums un laiks

6. Centralas vénas (CV) katetra veids

Paldies par lidzdalibu!

Vesela cilveka anketa

PieSkirtais parauga Sifrs (tas janorada ari piekriSanas apliecinajuma 2.
pielikuma)

Paraugs: ada/ deguna glotada

1. Dzimums (pasvitrot): virietis/ sieviete

2. Vecums....

3. Pretmikrobu (antibiotiku) lidzek]u lietoSana paslaik — (pasvitrot) ja/ n&; kadu........................
4. Pretmikrobu (antibiotiku) lidzeklu lietoSana pedgjo 2 ménesu laika — (pasvitrot) ja/ né
5. Vai ir bijis(-usi) hospitalizéts(-a) pedgjo 2 mene3u laika — (pasvitrot) ja/ ng

6. Vai ir ilgstoss kontakts ar slimiem cilvekiem (strada stacionara) — (pasvitrot) ja/ né

Paldies par lidzdalibu!
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