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ANOTACIJA

Staphylococcus epidermidis ir veselas cilvéka adas un glotadas dabiskas mikrofloras
sastavdala, kas ir viens no visbiezak sastopamajiem cilvéka mikrobioma parstavjiem.
Epidermalais stafilokoks ir oportiinists, kas saimniekorganismam sp&j kolonizét gan adu, gan
glotadu. Kaut ari S. epidermidis piemit mazak virulences faktoru, neka radinickam S. aureus,
epidermalais stafilokoks ir kluvis par vienu no visbiezak izoletajiem koagulazes negativajiem
stafilokokiem intrahospitalaja vide. Tomeér neskatoties uz to, ka epidermalajam stafilokokam ir
mazak virulences faktoru, tas ir kluvis par nopietnu un komplicétu problémjautajumu gan
arstniecibas iestadém, gan sabiedribas veselibai kopuma.

Pétijuma mérkis bija noteikt izoleto Staphylococcus epidermidis celmu
meticilinrezistenci un sp&ju veidot biofilmu in vitro. P&étijuma tika pielietotas fenotipiskas
izmeklésanas metodes, lai noteiktu celmu antibakterialo jutibu un biofilmas veidosanos, ka ari
tika pielietota genotipiska izmekléSanas metode, lai noteiktu mecA géna klatbutni celmos.

Iegitie bakalaura darba pétfjuma rezultati liecina, ka no 43 S. epidermidis izolatiem
visaugstako rezistenci, 93% gadijumu (n-39), novéroja pret eritromicinu. Zemaku, bet
salidzino$i augstu S. epidermidis izolatu rezistenci, 74% gadijumu (n-32), novéroja pret
cefoksitinu un ciprofloksacinu. S. epidermidis izolatu vid&ju jutibu, 2% gadijumu, novéroja pret
eritromicinu un ciprofloksacinu, 4% gadijumu pret klindamicinu. Savukart, visaugstako S.
epidermidis jutibu, 100% gadijumu (n-43), novéroja pret vankomicinu. No 17 S. epidermidis
izolatiem, kas iegiiti no intravaskulariem katetriem, 65% gadijumu (n-11) veidojas biofilma.
P&tijuma rezultati liecina, ka no 17 S. epidermidis izolatiem, kas iegiiti no intravaskulariem
katetriem, 76% gadijumu (n-13) saturéja mecA génu. Lidz ar to, mecA géna klatbatne S.
epidermidis izolatos korelé ar rezistenci pret cefoksitinu. Savukart, S. epidermidis izolatu

korelacija starp mecA géna klatbiitni un sp&ju veidot biofilmu netika novérota.

Atslegvardi: S. epidermidis, KONS, virulences faktori, biofilma, antibakteriala rezistence,

mecA gens



SUMMARY

Staphylococcus epidermidis is a permanent member of the normal human microbiota
commonly found on skin and mucous membranes. As part of human microflora, opportunistic
S. epidermidis usually has a benign relationship with its host. Due to various virulence factors
and unique features, as opposed to its more virulent cousin S. aureus, Staphylococcus
epidermidis is respected as a common cause of nosocomial infections. Over recent decades the
clinical importance and the emergence of methicillin-resistant Staphylococcus epidermidis
strains have created many challenges in the treatment process.

Therefore, the purpose of this study was phenotypic and genotypic characterization of
Staphylococcus epidermidis strains in vitro, based on their methicillin resistance and biofilm
formation profiles.

The results from this research suggest that the highest S. epidermidis resistance between
43 isolates is against erythromycin (93%, n-39). Relatively high rates of S. epidermidis
resistance is also against cefoxitin and ciprofloxacin (74%, n-32). Intermediate susceptibility
against erythromycin, ciprofloxacin (2%) and clindamycin (4%). The highest S. epidermidis
susceptibility between 43 isolates is against vancomycin (100%). This research supports that
from 17 S. epidermidis strains, isolated from intravascular catheters, 11 strains (65%) produce
biofilm. The detection of mecA gene was investigated from 17 S. epidermidis strains, isolated
from intravascular catheters, mecA gene was detected in 13 isolates (76%). Thereby, resistance
to cefoxitin correlates with presence of mecA gene in S. epidermidis isolates. In contrast,
presence of mecA gene and ability to form a biofilm were not correlated in S. epidermidis

isolates.

Keywords: S. epidermidis, CONS, virulence factors, biofilm, antibacterial resistance, mecA

gene



DARBA LIETOTIE SAISINAJUMI

Aae- nekovalents autolizins

Aap- akumulacijas saistitais proteins (no anglu val. — Accumulation-associated protein)
agr- aksesorais génu regulators (no anglu val. — Accessory gene regulator)
ALT- antibakteriala lock terapija (no anglu val. — Antimicrobial lock therapy)
AMP- antimikrobialie peptidi

AtIE- autolizins

Bap- biofilmas saistitais proteins

DDT- disku difuzijas tests

CC- klindamicins

CDC- Slimibu kontroles un novérsanas centrs

CIP- ciprofloksacins

CRISPR- prokariotu aizsardzibas mehanisms, specifiskas DNS sekvences
DDT- disku difuzijas tests

DNS- dezoksiribonukleTnskabe

ECDC- Eiropas Slimibu profilakses un kontroles centrs

EPS- ekstracelulara poliméra substance jeb biofilmas glotu glikokalikss

ER- eritromicins

FAME- taukskabju modificgjosie enzimi (no anglu val. — Fatty Acid Modifying Enzymes)
Fbe- fibrinogénu saistosais proteins

FOX- cefoksitins

HAIs- ar veselibas apriipi saistitas infekcijas (no anglu val. — Health care associated infections)
hBD2/3- B-defensini 2/3

HMM- transpeptidazu enzimi

HPLC- analitiska augstas izskirtsp€jas Skidruma hromatografija

19G- imunoglobulins G

IS- insercijas sekvence

IS-256- insercijas sekvence 256

kDa- kilodaltoni

KONS- koagulazes negativie stafilokoki

LL37- katelicidins

luxS- signaltransdukcijas sisteéma

mecA- meticilinrezistenes géns

MIC- minimala inhib&josa koncentracija



mol/L- molara koncentracija litra

MRSA- meticilina rezistents S. aureus

MRSE- meticilina rezistents S. epidermidis

MSCRAMM- mikroorganismu virsmas sastavdalu atpazistosas adh€zijas matriksa molekulas
(no anglu val. — Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules)
OprM- mikroorganismu membranas porins

PBP- penicilinu saisto$ais proteins (no anglu val. — Penicillin binding protein)

PBP2a- penicilinu saistosais proteins 2o

PDG- peptidoglikans

PGA- poli-y-glutaminskabe

PI1A- polisaharidu intracelularais adhezins

PNAG- poli-N-acetilglikozamins

PRRs- molekularo strukttiru atpaziSanas receptori

PSM- fenolskistosais modulins (no anglu val. — Phenol Soluble Modulin)

PVC- polivinilhlorids

QS- starpstinu komunikacija (no anglu val. — quorum sensing)

RNS- ribonukleinskabe

rRNS- ribosomala ribonukleinskabe

S2- otrais sekvences tips

SCCmec- stafilokoku hromosomala mec kasete (no anglu val. — Staphylococcal cassette
chromosome mec)

SdrF/G/H- virsmas saistitie proteini F, G, H

SE1L- stafilokoka enterotoksinam lidzigais L-toksins

SECS3- stafilokoku enterotoksins C3

SNP- viena nukleotida polimorfisms (no anglu val. — Single Nucleotide Polymorphism)
SSP-1/2- S. epidermidis membranas virsmas saistitie proteini

SSpA- eksoenzims, serina proteaze

SspB- cistetna proteaze

TLRs-1/2/6- Toll-lidzigie proteini 1, 2 un 6, membranas proteini (no anglu val. — Toll- like
receptors)

Tn4001- saliktais transpozons

tRNS- transporta ribonukleinskabe

UV- ultravioletais starojums

VAN- vankomicins

WHO- Pasaules Veselibas organizacija



SATURS

YN[ 17N - N 2
SUMMARY e a e e 3
DARBA LIETOTIE SAISINAJUMI.....ccooooiiiiiiieece e 4
IEVADS . e e 8
1. LITERATURAS APSKATS ..ottt sttt st 10
1.1. Staphylococcus epidermidis vispargjs rakSturojums ..........ceevverrueerveerieesnieesieesneenns 10
1.2. Koagulazes negativie stafiloKOKI .........ooooiiimiiiiiii e 11
1.3. S. epidermidis epidemiologija un PatOGENEZE . .......ccvuvviueriiiiriieiiie e 12
1.4. Saimniekorganisma un S. epidermidis savstarp&ja mijiedarbiba ...........cccccoveriiernennn. 13
1.5. S. epidermidis Virulences faktori...........cooiiiiiiiiiii e 14
1.5.2. BIOTIHIMAS ... 15
1.5.1.1. Biofilmas veidoSanas procesu molekularie mehanismi .............ccccvvvvvieeeennnnns 16
1.5.1.2. S. epidermidis biofilmas specifiski protektivo génu ekspresijas profils......... 20

1.5.2. Poli-y-glutaminsSKabes NOZIME ........ccvvreiiiireiiiiresiireesieeesieeesveeesaeeesaeeesneeesnes 21
1.5.3. S. epidermidis produc@tic tOKSINI ......uvreiivrreiirrresiirreeiieeesireesaeeeseeeeseaeeseeeesees 21
1.5.3.1. FenolSkistoS§ie modulini ...........ccveveiiiiiiiiiiiiiic e 22
1.5.3.2. EKSOCNZIMI .....cvviiiiiiiiie et e e 23

1.5.4. Citi VIrulences faktor ..........coooiiiiiiiiiei s 23

1.6. S. epidermidis arstniecibas terapija icklauto antibakterialo zalu vielu raksturojums.... 24

1.6. 1. BrIaKEAIMI ... 25
1.6.2. MaKIOITAI. ... 26
1.6.3. FIUOTNINOIONI ...t 26
1.6.4. LANKOZAMTATL ..eeviiiiiiiiieeiiie ettt e e 27
1.6.5. GHKOPEPLIAL....eeeeiiiiiie ettt et e e 28
1.7. Antibakterialo zalu vielu rezistences MEhANISMI ........ccuvvieiiiiiiiii e 29
1.7.1. B-laKtAmU T@ZISTEIICE ... eeveeiiiiiiee it e ettt e et e s 31
1.7.2. MaKIOITAU TEZISLEINCE ......vvvvieiiiiiiee et e ettt e e 32
1.7.3. FIUOrhinolonu reZiStENCE...........couiiieiieiiii s 33
1.7.4. LiInkOZamTdU T@ZISTETICE ......eeeeiiiiiiieeiiiiee e ettt e ettt e et e et e e e sbe e e e s snnneeee e 33
1.7.5. GHKOPEPLIAU TEZISLEICE .....vvveeeiiiiieeeiiiieeeeeiitee e ettt e et e et e e e st e e e s snnneee e 34



1.8. Koagulazes negativo stafilokoku meticilinrezistence ............ccocveevviiieieiiiiiiinieniiiineenn 35

2. MATERIALI UN METODES. ........coiiieiteeieiie ettt ste e 37
2.1, PRATIUMA APTAKSES ...vvieiiiiiiiiiie ettt 37
Y, B 1<) o 1 TP PP TPP PR 38

2.2.1. Aparatlira UN TrAUKI ........cceiiiiiiiieiie e 38
2.2.2. MiKrobiologisKas DATOTNES .........uveririiiieiiieiiie et 39
2.2.3. Inokulatu sagatavosana un inOKUIESaNna............ceeviiiiiiiiiiiiiieiiiiie e 39
2.3. S. epidermidis fenotipiskas izmekl€Sanas metodes .........c.eevvveerireeriieeeniieesiiee e 40
2.3.1. Antibakterialas jutibas NOteIKSANA ............ccoviiiviiiiiiiii e 40
2.3.1.1. Disku diflZ1Jas TESES ....vvveeiiireiieeiiieee e 40
2.3.2. Biofilmas producesanas noteikSana...........cooccuvveeiriririoiniiiiic e 41
2.3.2.1. Mikrotitru plates Metode ...........coviiiiiiiiiieiie e 41

2.4. S. epidermidis genotipiskas izmekl€Sanas metodes ...........covvvviiiiiiiieiiiniie e 41
2.4.1. DNS 1ZAalTSaNA ....coiiiiiiiiiiiiiiiccce e 41
2.4.2. AMPITIKECTIA....oeiiiiiieie e 42
2.4.3. HIDIIAIZACTIA ...ttt e e 43
2.5. Rezultatu statistiskas apstrades Metodes .........uvvvvviiiieiiiiiiiiiiiiiiee e 43

3. REZULTATI UN DISKUSIJA ...ooiiiiiiiieicee ettt 44
3.1. BBL™ DDT metodes r€Zultati ..........ccceviiiiiiiiiiiiiiiiiii i 44
3.2. Mikrotitru plates TeZUIALT .........uvvviiiiiiiiiiiiie e 50
3.3. Geno Type™ testa TEZUIALT .....uuvviiiiiieiiiiiiiiie e 55

) L0 1N LY § T 58

PATEICIBAS ...ttt 59

[ZMANTOTA LITERATURA .....oooviitiiitt ettt 60

PIELIKUMI ..ot 68
L PIBHIKUMS <. st e e et e e et ae e et e e e et e e atr e e aes 68

DOKUMENTARA LAPA ....coocovoieeeiceie ettt 71



IEVADS

Staphylococcus epidermidis ir viens no cilvéka mikrobioma parstavjiem. Epidermalais
stafilokoks tiek raksturots ka komensals kolonizators, kas ir normalas, veselas cilvéka adas un
glotadas dabiskas mikrofloras sastavdala.

S. epidermidis ir viens no KONS, t.i., koagulazes negativo stafilokoku grupas
parstavjiem, kas neproducé asinsreci veicino$o enzimu koagulazi, kas var batiski ietekmét
fagocitozes procesus. Epidermalajam stafilokokam piemit oportiinisms, tas var pielagoties
dzivoSanai jebkados apstaklos, ka arT izvairities no saimniekorganisma imiinsistémas medi€tam
Sunam.

S. epidermidis piemit manami izteikta genétiska un fenotipiska daudzveidiba. Vienas
stafilokoku sugas ietvaros var krasi atSkirties specifiskas ipasibas, kuras médz dévét ari par
virulences faktoriem, pieméram, biofilmas veido$anas, toksinu producésanas u.c. Kaut art S.
epidermidis piemit mazak virulences faktoru, neka radinickam S. aureus, epidermalais
stafilokoks ir kluvis par vienu no visbiezak izoletajiem koagulazes negativajiem stafilokokiem
intrahospitalaja vid€ jeb veselibas apriipé iegiitajos infekciju gadijumos. Tomér neskatoties uz
to, ka epidermalajam stafilokokam ir mazak virulences faktoru, tas ir viens no nopietnakajiem
parstavjiem, kas, ieklaujot dazadas cilvéku vecuma grupas, ka ar1 imiinnovajinatos cilvekus,
var izraisit ievérojamu infekciju gadijumu skaitu.

Pielietojot praksé fenotipiskas un genotipiskas izmekléSanas metodes, pieaugs varbitiba
iesp&jamo virulences faktoru identificé$anai. Diemz¢€l, bet nemot véra plaso S. epidermidis
izplatibu arstniecibas iestades, un, veicot izmeklejumus, arvien biezak tiek identific€ti

patogenie, biofilmu veidojos$ie, meticilin- un multi-rezistentie epidermala stafilokoka celmi.

Darba meérkis: Noteikt izoleto Staphylococcus epidermidis celmu meticilinrezistenci

un sp&ju veidot biofilmu in vitro.

Atbilstosi darba mérkim ir izvirziti uzdevumi:

1.) Noteikt antibakterialo jutibu, izmantojot BBL™ DDT metodi.

2.) Noteikt Staphylococcus epidermidis celmu biofilmas veidosanas sp&ju in Vvitro,
izmantojot mikrotitru plates metodi.

3.) Noteikt mecA géna klatbiitni, izmantojot Geno Type™ testu.



Bakalaura darba apjoms — 71 lpp. Tas sastav no tris nodalam: literatliras apskata,
materialu/metozu apraksta un rezultatu/diskusijas sadalas. Darba izmantoti 87 bibliografiskie

nosaukumi, 2 elektroniskie materiali, 8 tabulas un 17 attéli.

Bakalaura darbs izstradats Latvijas Universitates Medicinas fakultates Farmacijas
bakalaura studiju programma. Bakalaura darbs tika izstradats Latvijas Universitates Medicinas
fakultates, ka ari Tuberkulozes un plausu slimibu valsts centra mikrobiologijas laboratorijas.

Darba tika izmantotas zinatniskas publikacijas, raksti, un LU pieejamie zinatniskie e-resursi.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Staphylococcus epidermidis visparéjs raksturojums

S. epidermidis ir Gr(+) koku parstavji, kas pieder pie Staphylococcus gints,
Micrococcaceae dzimtas mikroorganismiem (Le, et al., 2018; Namvar, et al., 2014). S.
epidermidis raksturo ka sferiskus, fakultativi anaerobus, aerobus, sporas neveidojosus un
katalazes pozitivus mikroorganismus, kuru diametrs vari¢ no 0,5 lidz 1,5um (Ohlsen, et al.,
2006). Mikroorganismiem ir raksturiga daliSanas vairakas plaknés, veidojot dazadus Stnu
sakopojumus, kurus médz dévét par vinogu kekariem (Schoenfelder, et al., 2010).

Aptuveni ap 1882. gadu, Ogstons (A. Ogston) daté pirmos iesp&jamos mingjumus par
kekaru veidojosiem mikroorganismiem. Varda Micrococcus formul&jums tika izmantots, lai
varétu noteikt atSkiribu starp koku k&de€m un $tinu sakopojumiem jeb kekariem. Savukart, ap
1884. gadu, Rozenbahs (F.J. Rosenbach) kokus, kuri veidoja baltas $tinu kolonijas agara platg,
nosauca par Staphylococcus albus, pécak 1891. gada tos nosauca par Staphylococcus
epidermidis albus. Divu dekazu laika, koku nosaukums varija vél vairakas reizes un 1916.
gada, no varda Albococcus epidermidis, tika izveidots vardu savienojums Staphylococcus
epidermidis, kurs tiek izmantots ari masdienas (Ohlsen, et al., 2006; Namvar, et al., 2014).

S. epidermidis piemit ipatnja $tinu membrana. Membranas galvena sastavdala ir
peptidoglikans (Robertson, et al., 2010). Peptidoglikanam ar fosfodiestersaitém var kovalenti
saistities teihojskabe. Savukart, teihojskabe sastav no ribitola vai glicerola, kas regulé katjonu
koncentraciju $iinas membrana (Otto, 2012; Namvar, et al., 2014). Anaerobos apstaklos S.
epidermidis ka energijas un augSanas avotu var izmantot glikozi, bet anaeroba metabolisma
cela var veidoties koagulazes u.c. agenti, kas negativi var iespaidot $tinu augSanu. Savukart,
aerobos apstaklos S. epidermidis ka energijas avotu var izmantot citus oglhidratus, piem.,
fruktozi, maltozi un glicerolu (Namvar et al., 2014; Kleinschmidt, et al., 2015).

Ka jau ieprieks bija noradits, S. epidermidis ir Gr(+) stafilokoks. S. epidermidis ir viens
no cilvéka mikrobioma, t.i., visa mikroorganismu kopuma, komensals kolonizators (Ohlsen, et
al., 2006; Otto, 2014). S. epidermidis neapSaubami tiek uzskatits par normalas, veselas cilvéka
adas un glotadas dabiskas mikrofloras sastavdalu (Watanabe, et al., 2016). Veiktie p&tijumi lick
secinat, ka veselam cilvékam var bit lidz pat 24 dazadiem S. epidermidis celmu parstavjiem
(Fey, Olson, 2010). S. epidermidis piemit oportiinisms, epidermalais stafilokoks ir arkartigi
vieds, tas var pielagoties jebkuriem dzivoSanas apstakliem, ka ari, tas sp€j izvairities no
konfrontacijas ar imiinsistémas $tinam (Le, et al., 2018). Tiklidz cilvékam imiinsistéma
novajinas, S. epidermidis sak savu “uzvaras gajienu”. Respektivi, S. epidermidis spgj izraisit
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nozokomialas jeb intrahospitalas, jeb ar veselibas apriipi saistitas infekcijas (Fisher,
Mobashery, 2016; Zhu, et al., 2017). Diemz¢&l, bet koagulazes negativo epidermalo stafilokoku
(KONS) izraisttam patologijam, ka arT izteiktas antibakterialas rezistences dgl, ir komplicéts

arstéSanas process (Cheung, Otto, 2010; Kleinschmidt, et al., 2015).

1.2. Koagulazes negativie stafilokoki

Visus stafilokokus nosaciti var iedalit divas grupas, iedalot tos ka koagulazes
producgjosus vai neproducgjosus. Epidermalais stafilokoks pieder pie koagulazes negativajiem
stafilokokiem (KONS). Koagulaze ir ferments, kas veicina asinsreci. Ferments biitiski ietekme
fagocitozes procesus, jo, ja stafilokoks ir koagulazes pozitivs, tad fibrins, akumul&joties uz
mikroorganismu virsmas, ievérojami samazinas mikroorganisma iesp&jamo fagocitaro
paklausanu. Koagulaze tiek producéta stafilokoku eksponencialaja augSanas fazé (Ohlsen, et
al., 2006; Uckay, et al., 2009; Cheung, Otto, 2010; Elzi, et al., 2012; Kleinschmidt, et al., 2015).

KONS grupa ir ietvertas apméram 40 dazadas sugas, no kuram apméram puse veido
obligato jeb rezidento mikrofloru. Tie ir normalas, veselas cilvéka adas un glotadas dabiskas
mikrofloras parstavji. Tie ir komensali kolonizatori, tas nozimé, ka starp saimniekorganismu
un KONS pastav labvéligi neitralas attiecibas. Saimniekorganisms ir mikroorganismu
dzivesvieta, savukart, mikroorganismi nodro$ina relativu konkurenci starp parliecinosi
patog€niem un oporttiniskiem mikroorganismiem. S. epidermidis sastop 80% gadijumu no
visiem identificétajiem KONS celmiem. So procentualo Tpatsvaru varétu izskaidrot ar to, ka S.
epidermidis piemit specifiski virulences faktori, kuru nav citiem KONS parstavjiem (Otto,
2009, 2012; Namvar, et al., 2014).

Savstarpgji KONS var tikt sadaliti divas grupas, atkariba no to jutibas vai rezistences
pret novobiocinu. Novobiocins ir hinolonu grupas antibakterials lidzeklis, kur§ Gr(+)
mikroorganismos blok€ topoizomerazes IV darbibu, respektivi, enzimu, kas procese DNS
replikaciju, reparaciju, ka ari rekombinaciju. Novobiocina jutigas stafilokoku sugas ir S.
epidermidis, hominis, haemolyticus u.c., savukart, rezistentas sugas ir S. Xylosus un
saprophyticus (Vickers, et al., 2007; Namvar, et al., 2014).

Diemzel, bet KONS tiek ieklauts ka viens no visbiezakajiem slimnicas iegiito slimibu
izraisitajiem (Otto, 2009, 2012; Bresco, et al., 2017). KONS izplatiSanas riska faktori ar
veselibas apriipi saistitas iestadeés ir gauzam vienkarSi. Pirmkart, nepamatoti ilga pacientu
uzturéSanas arstniecibas iestadé un, otrkart, parak ilga antibakterialo Iidzeklu terapijas
administréSana. Visbiezak KONS patogenitatei tiek paklautas nosaciti 3 cilvéku grupas, t.i.,

jaundzimusie, respektivi, priekSlaikus dzimuSie mazuli, iminkompromitétie jeb
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imiinnovajinatie cilvéki, ka ari, cilvéki, kuri veiku$i audu vai organu transplantaciju un
protezeésanu. KONS var procesét dazadu iekaisumu rasanos, to attistibu, atkariba no
transplantéto audu vai organu, vai implantéto medicinisko iericu veida un vietas. Vienas no
visbiezak KONS izraisitajam infekcijam ir septicémija un sepse, ka ari infekcija var rasties péc

aortokoronaras Suntésanas (Fey, Olson, 2010; Namvar, et al., 2014; Brescd, et al., 2017).

1.3. S. epidermidis epidemiologija un patogenéze

S. epidermidis piemit manami izteikta genétiska un fenotipiska daudzveidiba jeb
mainiba. Neticami, bet vienas stafilokoku sugas ietvaros var krasi atskirties specifiskas
ipasibas, kuras médz deévet art par virulences faktoriem, pieméram, biofilmas veidoSanas,
tokstnu producéSanas u.c. Tiek uzskatits, ka tik izteikta mainiba kalpo epidermalajam
stafilokokam ka evolucionara priekSrociba. Evolucionari iegiitas sp&jas var palidzet S.
epidermidis pielagoties apkart&jai videi. Tomér, lai sp&tu saprast, ka stafilokokiem ir
izveidojusas Sadas specifiskas prieksrocibas, ir jaiedzilinas diez ko sarezgitos procesos,
mehanismos un regulatoros celos (Ziebuhr, et al., 2006; Namvar, et al., 2014; Bresco, et al.,
2017; Le, et al., 2018).

Kritiska nozime ir insercijas sekvencu (1S) klatbatnei. 1S ir mazi, mobili, autonomi DNS
mikroelementi, kuri ir lokalizéti praktiski visu dzivo organismu genomos. P&tfjumos tiek
minéts, ka S. epidermidis atSkiras noteiktu IS klatbiitne gan komensaliem, gan kliniskiem
celmiem. Rezultata var secinat, ka IS klatbiitne korelé gan ar stafilokoku virulences faktoriem,
gan ar to patogenitati. IS stafilokokiem sp&j ierosinat dazadu secigu procesu nNOrisi.
Nepieciesamibas gadijuma, ar IS mutaciju palidzibu var veidoties rekombinanti géni, mutantas
geénu alEles (Ziebuhr, et al., 2006; Otto, 2009, 2012; Fey, Olson, 2010). Veiktajos p&tijjumos
tieck mingts, ka otrajam sekvences tipam ((S2) kopa tieck minéti 74 jaunatklati sekvencu tipi)
atbilstosie S. epidermidis satur 1S-256 un ica génus. Insercijas sekvencu kopiju un ica géna
klatbitne ir saistita ar epidermala stafilokoka invazivitati (Ziebuhr, et al., 1999; Kozitskaya, et
al., 2004; lorio, et al., 2012)

IS-256 ir viena no salikta transpozona (Tn4001) dalam, kas spgj pieskirt aminoglikozidu
rezistenci, ka ar sekvencu kopijas piedalas biofilmas veidosanas procesos, savukart, ica géna
jeb iek$sinu adhézijas génu sakopojuma klatbiitne proces€é PIA jeb ieks$Sunu
polisaharidadhezinu veidoSanos (Kozitskaya, et al., 2004; Otto, 2009, 2012).

S. epidermidis heterogenitates fenomens spg&j veicinat savdabigu genétiska materiala

variaciju iesp&jamibu. IS darbiba sekmé mutantu génu alélu veidoSanos, ka rezultata veidojas
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jauns, nosaciti elastigs genétiskais materials, kas, galu gala, sekmé veiksmigu epidermala

stafilokoka adaptésanos apkartgja vidé (Otto, 2009, 2012).

1.4, Saimniekorganisma un S. epidermidis savstarpéja mijiedarbiba

Saimniekorganisma imiinsistémas un epidermala stafilokoka savstarpgja mijiedarbiba ir
sava veida spéle, kura, ja uz bridi iedomajas, uzvarétaju nav.

Saja situacija, var atrast arf kadu pozitivu Tpasibu. Ta ka starp saimniekorganismu un
oportlinistu ir komensalas attiecibas, rodas imunologiska tolerance. legiitas ipaSibas lauj
iminsistéemai kontrolét un atsiyjat tos, kuri ir nosaciti neitralie mikroorganismi, cilvéka
mikrobioma parstavji, un tos, kuri nebit nav tik neitrali un “miermiligi”. Tadéjadi imtinsistéma
tiek uzturéta konkrétu mikroorganismu izraisita tonusa (Namvar, et al., 2014; Brown, Clarke,
2016; Bresco, et al., 2017). P&tijumos ir aprakstits, ka komensali epidermala stafilokoka celmi
sp&j aizsargat no adas neoplazijas (Nakatsuji, et al., 2018).

Tomeér situacijas, kuras paziid divu organismu neitralas attiecibas, imiinsist€mai nakas
aktivet spécigaku iedzimtas imunitates atbildes reakciju (skat. 1.4. att.). Imiinsistémas atbildes
rodas gadijumos, ja tiek konstatétas patogéna- asoci€tas molekularas struktiiras un vienibas caur
molekularo struktiiru atpazisanas receptoriem (PRRs). Vieni no vislabak izpétitajiem PRRs ir
Toll- lidzigie receptori (TLRs). Tie ir membranas proteini, kas sp&j aktivét pirmsiekaisuma
citokinu molekulu sintézi, ka ar1 sp€j atpazit mikroorganismu izdalito makromolekulu
specifiskumu. ST receptora signala raditas molekulas spgj saistit nespecifisko ar specifisko
imunitati. Receptori lokaliz€jas gan keratinocitos, gan endotélija un fibroblastu $iinas.

S. epidermidis dalgji izraisa imtinas sistemas atbildi caur TLR2, kas biezi vien veido
heterodimérus ar TLR1 un TLR6. TLR2 spgj atpazit vairakas epidermala stafilokoka Stinas
membranas molekulas, piem&ram, peptidoglikanu (PDG), lipoproteinus, ka arT lipoteihojskabi.
Imunsistéma sp€j atpazit ari mikroorganismu izdalitos fenolskistosos modulinus (PSM), caur
TLR2 un TLR6 heterodiméru sistému (Brown, Clarke, 2016; Bresco, et al., 2017).

S. epidermidis spg&j inducét antimikrobialo peptidu (AMPs) sintézi un izdaliSanos.
Saimniekorganisma AMPs ir heterogénu, amfipatisku peptidu grupa, un atkariba no to
struktiiras un funkcijas, tos var iedalit vairakas grupas. AMPs funkcionalitate ietver atru, tieSu
mikroorganismu nogaléSanu, imiinas sist€émas atbildes reakcijas modeléSanu, aktivaciju un
hemokinu producésanu. AMPs medi€ - defensinu (hBD) izdaliSanos. Veiktajos zinatniskajos
petjjumos in vitro, izmantojot keratinocitu modeli, tika noteikts, ka S. epidermidis vai ta
supernatanti var procesét augstu hBD2 un hBD3 Iimeni, ka art RN-azes 7 un katelicidina LL37

klatbutni Sunas.
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Iesp&jams, ka AMPs signaliz€Sanas sistémas indukcija spgj regulét lidzsvaru, starp
komensaliem un izteikti patogéniem mikroorganismiem (Otto, 2009; Agarwal, et al., 2016;
Bresco, et al., 2017).

PSM
PDG, LTA, lipoproteini AtpaziSana

‘ al y
. CD14 TLR-2 TLR-2 UiV
Citoplazma FPR2/ALX

| / My088 \ I (neitrofilie)

Signalu kaskade

| R

/ Efektoru mehanisms \
AMP Citokinu un
producesana hemokinu izdali$ana

hBD-2/3 IL-1B, IL-8, IL-12p70,

RNS-aze 7 IFN-a, IL-8, IL-10,
LL-37

CXCL2... Neitrofilie
hepcidins 20 / \_/ < )
: leguta
HINP-L Pastiprinata aktivacija o

un izdalidana Makrofagi
T un B $unas
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1.4. att. Imunsistemas mediéta signalu kaskade, identificéjot S. epidermidis (Bresco, et al., 2017

autora tulkots att€ls).

1.5. S. epidermidis virulences faktori

Epidermalais stafilokoks ir izveidojis vairakus aizsarg- un izdzivoSanas mehanismus.
Virulences faktoru jédziens, formul&jums ir plass, kas sevi ietver dazadu génu ekspresiju.
Noteiktu génu ekspresija veicina epidermala stafilokoka patogenitati un invazivitati (Ohlsen, et
al., 2006; Otto, 2009, 2012; Namvar, et al., 2014; Bresco, et al., 2017, Le, et al., 2018).

Virulence tiek definéta vairakos iesp€jamos variantos, pieméram, epidermala
stafilokoka patogenitates pakape, ir atkariga no infekcijas ierosinasanas sp€jam, ka ar1 no
infic€jama saimniekorganisma uznémibas (Bresco, et al., 2017, Le, et al., 2018).

Epidermala stafilokoka patogenitati veicina virulences faktori, tie sekmé: a) izvairisanos
no saimniekorganisma imiinmehanismiem, b) imiinsist€émas stimulaciju, ¢) kolonizaciju un d)
saimniekorganisma $tinu bojajumus. Kopuma, S. epidermidis piemit mazak virulences faktoru,
kas saimniekorganismam varétu izraistt tieSus bojajumus, savukart, virulentajam “radiniekam”
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S. aureus So faktoru ir ievérojami vairak. Respektivi epidermala stafilokoka patogenitate ir
strikti atkariga no tiem virulences faktoriem, kas sp€ modelét saimniekorganisma imiino
sistému ta, lai vispirms attistitu un péc tam uzturétu persistentu iekaisumu (Namvar, et al.,
2014; Bresco, et al., 2017, Le, et al., 2018).

Tiek mingta varbutiba, ka zema S. epidermidis agresivitate, virulences faktoru del, ir
evolucionara prieksrociba. Atkariba no situacijas, “sadzivojot” nosaciti neitrali, komensali ar
saimniekorganismu, virulences faktori netiek ekspreseti, savukart, gadijuma, ja novajinas
imunitate, sak izpausties hemotakse, tad virulences faktori uzsak savu ekspresiju, savu “uzvaras
gajienu” (Ohlsen, et al., 2006; Otto, 2009, 2012; Namvar, et al., 2014; Bresco, et al., 2017, Le,
et al., 2018).

P&tot un aprakstot virulences faktorus (skat. 1. pielikuma) klust skaidrs, ka to klatbiitne

ir vitali nepieciesama S. epidermidis.

1.5.1. Biofilmas

Viens no nozimigakajiem epidermala stafilokoka virulences faktoriem ir sp&ja veidot
biofilmu (Bdttner, et al., 2015; Algburi, et al., 2017). Biofilmas ir heterogénas sistémas, kuras
veido savdabigas mikroorganismu aglomeracijas. Biofilma ir sava veida mikroorganismu
civilizacija, kura mikroorganismi ir piek€ruSies viens pie otra un pamatvirsmas. Ekstracelulara
poliméra substance (EPS) jeb biofilmas glotu glikokalikss aizsarga mikroorganismus, palidzot
tiem pielagoties mainigajiem vides faktoriem, saimniekorganisma imunsist€mai, ka ari,
nodrosinot strukturalo stabilitati (Otto, 2009, 2012; Biittner, et al., 2015; Algburi, et al., 2017).

Biofilmas raksturo telpiski neviendabigas struktiiras, var atskirties forma, $tinu blivums
utt. Makroskopiski apskatot biofilmas kontamin&to materialu klust skaidrs, tas izskatas ka
biezs, iedzeltens glotu slanis. Morfologiski var novérot kanalus, kas caurvij biofilmu. Kanalu
klatbutne ir vitali nepiecieSama biofilmam, jo caur tiem tiek parnestas baribas vielas, skabeklis,
vielmainas galaprodukti jeb metaboliti. Mikroorganismu aglomeracijas var savstarpgji
mijiedarboties, komunicgjot sava starpa, tas var veicinat kimisku signalu izdaliSanos (Donlan,
2002; Ziebuhr, et al., 2006; Bresco, et al., 2017, Le, et al., 2018).

Ka jau iepriek$ noradits, biofilmas glotu glikokalikss aizsarga mikroorganismus no
saimniekorganisma imiinsistémas S$tinam. Biofilma tiek aizsargata no briicu infiltréjoSam
iminsistémas $tinam, piem., fagocitiem un makrofagiem. Mikroorganismi biofilmas d&l var
labak tikt gala ar1ar mainigajiem ar¢jas vides faktoriem, piem., dehidrataciju un UV starojumu.

Biofilma var nodro§inat atvieglotu génu parnesi, genétisko mainibu (notiek genétiskas
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informacijas (DNS) apmaina ar plazmidu starpniecibu), ka arT paaugstinat mikroorganismu

invazivitati un patogenitati (Otto, 2009, 2012; Schoenfelder, et al., 2010; Decker, et al., 2015).
Mediciiskam iericém piemit ideala infrastruktiira mikroorganismu kolonizacijai un

invazijai. Intravaskularie katetri, ortopédiskie implanti, kontaktlécas, ka ari operaciju brices,

kalpo ka inkubators turpmakai biofilmas attistibai (Gahlot, et. al., 2014; Mikroorganismi,

oportlinisti, kuri apdzivo pacienta adu un citas lokacijas, var piesarnot mediciniskas ierices to

manipulacijas vai implantacijas laika (Chessa, et al., 2016).

Biofilmas producésanos var nosaciti iedalit vairakas célonsakaribas:

var tikt sasniegts augsts mikroorganismu sanu blivums, 10" $tnu uz katru biofilmas mm;

var tikt supres€ta mikroorganismu jutiba pret saimniekorganisma imunitati;

palielinata un pastiprinata mikroorganismu saistiSanas ar virsmam;

pastiprinata EPS produkcija;

heterogenitates variacijas;

savstarpgjas komunikacijas pastiprinasanas, izmantojot QS sistemu;

N o a bk~ wDnh e

pastiprinata genétiska mainiba.

1.5.1.1. Biofilmas veidoSanas procesu molekularie mehanismi

Biofilmas veidoSanas mehanisms ir komplicéts, biofilmas procesé€Sana sastav no trim
secigiem soliem (skat. 1.5.1.1.1. att.):
1. mikroorganismu adh@zija jeb saistiSanas ar abiotisku (nedzivu) vai biotisku virsmu;
2. ieksStnu mikroorganismu agregacija un akumulacija;

3. biofilmas nobrie$ana un S. epidermidis dispersija.

Q ° Dispersija
- NobrieSana
@ Neatgriezeniska
@ N saistiSanas Akumulacija 2
S. epidermidis adhézija K

abiotiskai virsmai

Materials

 Bakfterija

Adhezini
—
Proteinu filma

Materiala virsma

1.5.1.1.1. att. S. epidermidis biofilmas veido$anas process uz abiotiskas virsmas (Bresco, et al., 2017,

autora tulkots attels).
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Biofilmas veidoSanas procesa pirmaja soli notiek S. epidermidis adhgzija (saistisanas).
St sola laika, pasivas adsorbcijas (virsmas sorbcija) cela, mikroorganismi atgriezeniski saistas
ar, manipulacijas izmantoto, medicinisko ierici, saistoties uz tas abiotiskas virsmas (1.1 solis).
Talak seko jau neatgriezeniska mikroorganismu adh&zija ar saimniekorganisma S$tnu
membranas proteiniem, veidojot biofilmu uz biotiskas virsmas (1.2 solis) (Woods, Percival,
2014; Bresco, et al., 2017, Le, et al., 2018).

1.1 solis- S. epidermidis atgriezeniska adh€zija abiotiskai virsmai, specifisku molekulu
ekspresija. No manipulaciju materialu un mikroorganismu virsmas fizikali-kimiskam ipasibam
ir atkariga epidermala stafilokoka saistiSanas. Fizikali-kimisko 1paSibu dél, piemeéram,
hidrofobiskums, temp., vides pH, ladin§ (mikroorganismi ir negativi ladeti), hemotakse,
termodinamiski, termostatiski u.c. speki, epidermala stafilokoka un materiala virsmas sakotngja
mijiedarbiba ir nespecifiska (Otto, 2009, 2012; Algburi, et al., 2017). Neregularas piesaistes
vietas var veicinat mikroorganismu piekerSanos pie tam. Materiali, kuri var veicinat
mikroorganismu adhéziju abiotiskai virsmai ir PVC, latekss, silikons, savukart, adhéziju
neveicina neriiséjosa térauda, titana u.c. metalu sakauséjumi (Gusnaniar, et al., 2017;

Pirm&jo mikroorganismu piesaisti abiotiskai virsmai veicina specifiski epidermala
stafilokoka proteini un skabes. Proteii, t.i., daudzfunkcionalie autolizini un adhezini (Aae,
AtIE). Aae sp&j mediét vitronektina (saimniekorganisma ckstracelularas matrices molekula)
adh@ziju, savukart, AtlE sp&j inducét mikroorganisma Stinas virsmas hidrofobiskumu (Biittner,
et al., 2015; Algburi, et al., 2017; Bresco, et al., 2017).

1.2 solis- S. epidermidis neatgriezeniska adhézija biotiskai virsmai, specifisku molekulu
ekspresija. P€c mediciniskas manipulacijas, piem., vainagarteriju SuntéSanas un mediciniskas
ierices, piem., implanta ievietoSanas, materials nonak saskaré ar asinim un citiem $kidumiem
(Woods, Percival, 2014). Ievietotai iericei tieck modificétas virsmas IpaSibas, virsma var saturct
asins seruma OBV, piem., fibrinogénu, fibronektinu, vitronektinu, albuminu, kolagénu u.c.
Kontaminéta ierice veido biotisku virsmu S. epidermidis adh&zijai. Proteinu klatbttne uz ierices
virsmas atvieglo tas kolonizaciju, jo fibrins, fibrinogéns un fibronektins ir vieni no
visnozimigakajiem mikroorganismu adhézijas veicinatajiem (Christner, et al., 2010; Fey,
Olson, 2010; Otto, 2009, 2012; Le, et al., 2018).

Epidermala stafilokoka saisti§anos ar biotisku virsmu medié stafilokokam ekspresétas
MSCRAMM, t.i., mikroorganismu virsmas sastavdalu atpazistosas adh&zijas matriksa
molekulas (microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules).
MSCRAMM spgj saistities un savstarp€i mijiedarboties ar saimniekorganisma Sinu
proteiiem, piem., fibrinogénu un fibronektu (Christner, et al., 2010; Viens no vissikak

izpétitajiem S. epidermidis MSCRAMM ir fibrinogénu saistosais proteins SdrG, kur§ spgj
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saistities ar saimniekorganisma $tinu proteiniem. SdrG veicina trombocitu adh&ziju un
agregaciju, savukart, SArF spgj saistities ar kolagénu I (Fey, Olson, 2010; Otto, 2009, 2012).
Polisaharidu intracelularais adhezins (PIA), kuru médz dévét ari par poli-N-
acetilglikozaminu (PNAG), ir viens no svarigakajiem biofilmas stabiliz&joSiem adheziniem.
PIA ir lineara homopoliméra [3-1,6-saistitais N-acetilglikozamina monomers, Kkas,
deacetilésanas procesa laika, veidojas pozitivi ladéts. Iegtto ladinu atskirigums sekmé
savstarpgju mijiedarbibu starp jaunizveidoto biotiskas virsmas ekstracelularo matriksu un
epidermala stafilokoka $tinas membranu (Schommer, et al., 2011; PIA veidoSanos kodé
icaADBC operons. Operons kodg 3 §tinu membranas proteinus- IcaA, IcaD, IcaB un IcaC (skat.
1.5.1.1.2. att.). IcaB ar S. epidermidis $tinas membranu saistas nekovalenti, savukart, IcaA (N-
acetilglikozaminiltransferaze) kopa ar IcaD katalizé¢ UDP-N-acetilglikozamina parvérSanu par
10 Iidz 20 dim@ru garu, B-1,6-saistitu N-acetilglikozaminu. Savukart, IcaC ir nepieciesams, lai
talak paplasinatu N-acetilglikozaminu oligoméru veidosanos. Ka jau ieprieks bija minéts, IcaB
nekovalenti saistas ar S. epidermidis $iinu membranu, ka ar1 deacetilé poli-N-acetilglikozamina
molekulu, laujot lokalizét jaunizveidoto PIA molekulu uz mikroorganismu $tnu virsmas
(Ziebuhr, et al., 2006; Schommer, et al., 2011; Blttner, et al., 2015; Le, et al., 2018).
Adhéziju biotiskai virsmai sp&j medict ari S. epidermidis membranas virsmas saistitie
proteini, t. i., SSP-1 un SSP-2. Tie interferg ar fibronektiu, kolagénu un citiem ekstracelulara
matriksa proteiniem. Tiem iedarbojoties, uz S. epidermidis membranas virsmas tiek izveidotas
proteinu Skiedras, kas procese, saucamo, Stina pie Siinas adhéziju (Fey, Olson, 2010; Biittner,

et al., 2015; Brescd, et al., 2017).
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15.1.12. att. Polisaharidu intracelulara adhezina (PIA) veidoSanas, attélojums

elektronmikroskopa (Le, et al., 2018; autora tulkots attgls).
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Biofilmas veidoSanas procesa otraja soli notiek S. epidermidis ieks$stinu agregacija un
akumulacija. Procesu realizaciju veic specifiski mikroorganismu $iinu membranas proteini un
citas poliméru vienibas, pieméram, polisaharidi (Bresco, et al., 2017; Le, et al., 2018).

Otra sola laika veiksmigi piesaistijies pie abiotiskas vai biotiskas virsmas S. epidermidis
sak vairoties. Stafilokoka vairo$anas inicié $tnu klasteru jeb mikrokoloniju veidoSanos.
Mikrokolonijas sak sekretét glotu glikokaliksu jeb ekstracelularo poliméro substanci (EPS)
(Ziebuhr, et al., 2006; Otto, 2009, 2012; Biittner, et al., 2015).

Lai arT cik svariga PIA nozime ir biofilmai, ne visos biofilmu gadijumos ir noteikta PIA
klatbiitne. Veicot zinatniskos pé&tijjumus, tika konstatéti ica géna negativi S. epidermidis
biofilmu paraugi. Tika noskaidrots, ka ica negativos S. epidermidis celmos intracelularo
adhéziju medi€ja citas specifiskas proteinu komponentes. Viens no tiem ir akumulacijas
asocictais/saistitais proteins (Aap). Savukart, otrais ir ekstracelulara matriksa saistitais proteins
(Embp). Tomer, PIA- atkarigas biofilmas struktiiras zina ir strukturizétakas un robustakas
(Schommer, et al., 2011; Bdttner, et al., 2015; Le, et al., 2018).

Aap ir 240kDa liels proteins, kas sastav no A un B doména. A doména proteolitiska
SkelSana inducé proteina konformacijas mainu, dodot B doménam iesp&ju, medieét Aap
polimerizé€Sanu Stinu, piem., korneocitu pavedienos. Rezultata seko akumulacija un biofilmas
agregacija, PIA un ica negativos S. epidermidis celmos. Turpretim Embp ir IMDa liels proteins,
kas sastav no 59 dazadiem (FIVAR) un 38 ar G- saistitiem, albuminu saistoSiem (GA)
doméniem. Embp piedalas biofilmas gan adh&zijas, gan akumulacijas un agregacijas procesos.
Embp FIVAR doméni medie adhéziju pie fibronektina, ka ari, iesp&jams pie PIA. Kaut gan, ir
noteikts, ka FIVAR doméni bez GA doméniem ir neefektivi biofilmu agregacija (Fey, Olson,
2010; Schommer, et al., 2011; Le, et al., 2018).

Biofilmas veidoSanas akumulacijas un agregacijas soli bieZi vien tiek minéts vél viens
ekstracelulara matriksa saistitais proteins Bap. Tas ir 239kDa liels virsmas proteins. Ta
klatbitne ir noteikta ari S. epidermidis radiniekam S. aureus. Tomér §im proteinam nav vitali
svarigas lomas vai nepiecieSamibas biofilmas veidosana (Fet, Olson, 2010; Otto, 2009, 2012).

Viena no pédgjam akumulacijas un agregacijas procesa iesaistitajam biofilmas
komponentém ir teihojskabe. ST skabe ir raksturiga Gr(+) mikroorganismiem. Ta sastav no
fosfatu un poliolu, t.i., ribitola vai glicerola atlikumiem. Skabei var bt vairakas formas-
lipoteihojskabes forma, kas ir saistita ar SGinas membranas lipidiem, un §iinu membranas
tethojskabes forma, kas var biit kovalenti saistita ar peptidoglikanu. Teihojskabém piemit
svariga nozime S. epidermidis fiziologija un patogenézg, veicinot adh&ziju, agregaciju,
akumulaciju un sekojosu kolonizaciju (Namvar, et al., 2014; Buttner, et al., 2015; Bresco, et
al., 2017; Le, et al., 2018).
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Biofilmas veidosanas procesa tresaja soli notiek S. epidermidis biofilmas nobriesana un
dispersija. Biofilmas nobrieSana ir akumulacijas un agregacijas procesa gala rezultats. Ir
izveidojusies tipiskas, raksturigas pazimes- 3D biofilmas struktiiras, starp kura atrodas vitali
nepiecieSamas ar Skidrumu pilditas kanalu sist€émas. Biofilmas 3. soli var sasniegt 50um
biezumu. Tik biezas biofilmas stabilitati nodrosina EPS EPS, kas, nosaciti, sastav no
polisaharidiem, protemiem un teihojskabes aiznem vienigi 3% no kopg&jas masas, pargjos 97%
aiznem tdens (Otto, 2009, 2012; Bresco, et al., 2017, Le, et al., 2018). Ka jau ieprieks bija
minéts, biofilmu caurvij kanalu sist€mas, Iidz ar to, $ads procentualais sadalijums ir iesp&jams.
Udens ir nepiecieSams mikroorganismu izdzivoSanai un funkcioné$anai, piem., idens
nodrosina 1z8kiduSo baribas vielu transportu. Biofilmas ekstracelularaja matriksa esosie kanali
ne tikai nodroSina vitali nepiecieSamas funkcijas, bet ari veicina S. epidermidis adaptivo
rezistenci, piem., akumulgjot B-laktamazes, antibakterialo lidzeklu degrad€joSus enzimus (Fey,
Olson, 2010; Schommer, et al., 2011).

Izmantojot specifisku starp$iinu komunikacijas sistému jeb kvoruma sajutu (QS),
mikroorganismi sp&j nodroSinat savstarp&ju komunikaciju (Singh, Ray, 2014). Ar QS palidzibu
mikroorganismi spé&j pielagot, sinhroniz€t noteiktu ge€nu ekspresiju, nodroSinot no
mikroorganismu blivuma atkarigu génu regulaciju (Miller, Bassler, 2001; Otto, 2009; Bresco,
et al., 2017). Par savstarp&jo komunikaciju atbild divas signalparneses jeb signaltransdukcijas
sistémas- agr un luxS. QS sistéma koordiné mikroorganismu metabolismu, pielagos$anos
apkartgjai videi un citas vitali nepiecieSamas funkcijas (Yang, et al., 2016).

Savukart, dispersija jeb biofilmas atslanoSanas veidojas, tad, kad mikroorganismiem sak
pietrikt izejvielu, uzkrajas vielmainas galaprodukti, $tnu blivums ir sasniedzis, nosaciti,
maksimumu (Woods, Percival, 2014).

S. epidermidis dispersiju var inducét paSu izstradatie enzimatiskie galaprodukti,
biofilmas veidojoSu materialu, piem., polisaharidu un proteinu sinté€zes partraukSana, ka ari
veiksmiga ar€jo faktoru mijiedarbiba, piem., saimniekorganisma iejaukSanas (Otto, 2009, 2012;

Woods, Percival, 2014; Le, et al., 2018).

1.5.1.2. S. epidermidis biofilmas specifiski protektivo génu ekspresijas profils

S. epidermidis biofilmai novéro pavisam citadaku, daudz komplicétaku attistibas
modeli, salidzinot ar citam, piem., planktoniskam jeb peldo$am $inam (ieklaujot ar1 citu
mikroorganismu parstavjus). Citu mikroorganismu biofilmas modeli var€tu inscenét tikai

laboratorijas apstaklos. Neparsteidz arT tas, ka epidermala stafilokoka biofilmas ekspresétais
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geénu profils stipri atSkiras no planktonisko $tnu profila visos veiktajos genoma ekspresijas
pétfjumos.

S. epidermidis biofilmas protektivo génu ekspresijas profila ietilpst vismaz 3 dazadi
geni, t.i., jau iepriek$ minétais aksesorais génu regulators (agr), agr kontrolétais PSM peptidu
regulators un SarA (Namvar, et al., 2014; Harris, et al., 2017).

Aksesorais génu regulators proces€ vairak neka 100 génu darbibu, kuri nodroSina gan
abiotiskai, gan biotiskai adh&zijai nepiecieSamo receptoru producésanu. agr kontrolgtais PSM
peptidu regulators nodro$ina virsmas aktivo vielu jeb surfaktantu- fenolskistoSo modulinu
(PSM) veidosanu (Pereira, et al., 2018). Moduliiem piemit citolitiskas Tpasibas. Savukart,
SarA géns kontrolé virulences faktoru sintézes regulaciju (Otto, 2009; Fey, Olson, 2010)

Izteikta biofilmas protektivo g€nu ekspresija kode€ izteikti biosint€tiskas masinérijas

izveidi, kas ievérojami paaugstina biofilmas aizsardzibas ipasibas (Biittner, et al., 2015).

1.5.2. Poli-y-glutaminskabes nozime

Poli-y-glutaminskabe jeb glutaminskabes atlikumu linears homopolimérs (PGA) ir
peptoids, ko producé S. epidermidis. PGA klatbutne ir noteikta ari citiem, piem., halofiliem
mikroorganismiem. Skabes klatbiitne epidermalajam stafilokokam tika noteikta tikai 2005.
gada, pirms tam, skabes klatbiitne bija noteikta tikai Bacillus anthracis (Fey, Olson, 2010;
Namvar, et al., 2014).

S. epidermidis PGA sastav no vienada daudzuma D- un L- glutaminskabes atlikumiem,
bet, piem., B. anthracis PGA sastav no tikai D- glutaminskabes atlikumiem. PGA biosintézi
kode capBCAD operons (Otto, 2009, 2012; Bresco, et al., 2017).

S. epidermidis PGA nodroS$ina aizSardzibu pret AMP (antimikrobialiem peptidiem),
netrofilo leikocitu fagocitozes, ka ari pastiprina virulenci. Sp&j lidzsvarot osmotisko gradientu,
argjo faktoru iedarbibas rezultata (Fey, Olson, 2010; Otto, 2009, 2012).

1.5.3. S. epidermidis producétie toksini

Ka jau iepriek$ bija mingts, viens no nozimigakajiem S. epidermidis virulences
faktoriem ir sp€ja veidot biofilmas. S. epidermidis spgj izveidot ari citus virulences faktorus un
aizsargmehanismus, piem., toksinus un enzimus. No Siem faktoriem ir atkariga epidermala
stafilokoka patogenitate un invazivitate (Fey, Olson, 2010; Otto, 2012).

KONS atskiriba no radinieka S. aureus nesintezé daudz toksinu vai degrad€josu

eksoenzimu. Salidzinosi nesen, sekvencgjot S. epidermidis celmus, tika noteikta toksinu
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patogenitates sala, nosacits génu lokuss, ar SeP géna operonu. Génu lokuss satur génus, piem.,
SePl, kas kodg stafilokoku enterotoksinu C3 (SEC3) un stafilokoka enterotoksmam lidzigo L-
toksinu (SE1L) (Otto, 2012).

Ka jau ieprieks bija minéts, S. epidermidis nesintez€ ievérojami daudz toksinu un
enzimu, to varétu izskaidrot ar to, ka S. epidermidis ir mazak génu nes€ju, kas ekspresétu
tokstnu un enzimu producésanos. Iesp€jams, ka $ada epidermala stafilokoka pasiba ir saistita
ar CRISPR sekvencu klatbutni. CRISPR genétiskie elementi lauj atpazit un atSkirt
pasizveidotas DNS molekulas un struktiiras no sveSinieku molekulam, piem., fagu producétas

(Otto, 2012; Namvar, et al., 2014).

1.5.3.1. FenolskistoSie modulini

Pirmo reizi fenolskistosie modulini (PSM) tika atklati 1999. gada, pétot S. epidermidis
celmu virulenci. Tie ir genoma kod&tu peptidu saime ar citolitisku raksturu (Otto, 2012; Le, et
al., 2018).

S. epidermidis producé seSus dazadus PSM peptidus- PSMa, PSMB-1, PSMB-2, PSMS,
PSMe un §-tokstnu. Isi péc 6 peptidu atklasanas noteica ari 7 parstavi, t. i., PSM-mec (To
identific€ja, pétot stafilokoku kasesu hromosomu (SCC) mec tipus- II, 1l un VIII. Tas ir
vienigais PSM, kas satur meticilina rezistences génus (Otto, 2012). Tomér, lidz miisdienam,
nav v¢l isti skaidrs, vai konkrétam PSM (PSM-mec) piemit kritiska virulences ipasiba (Qin, et
al., 2017).

Visi noteiktie PSM satur amfipatisku a-spirali, kas raksturo surfaktantam lidzigas
pasibas. a-tipa PSM ir visisakie, tiem ir aptuveni 20-25 aminoskabju gara kéde, savukart, [3-
tipa PSM ir divreiz garaki. 5-toksins ir vienigais S. epidermidis toksins ar hemolitisku darbibu,
toksina sintézi nosaka agr lokusa lokalizétais hed géns. Visu PSM ekspresiju strikti regulé Agr
jeb agr-kvoruma sistéma, bet konkréta PSM sekrécijas mehanisms nav skaidrs (Schoenfelder,
et al., 2010; Otto, 2009, 2012).

Visus iegiitos PSM laboratoriski noteica, izmantojot reversas fazes analitisko augstas
iz8kirtsp&jas  Skidruma hromatografiju (HPLC)/masspektrometriju  un  N-terminalas
aminoskabes sekvencésanu (Otto, 2012).

Salidzinosi nesen tika analizéts S. epidermidis producéto PSM peptidu potencialas
iedarbibas spektrs. PSM piemit citolitiskas un iekaisumu veicinosas ipasibas, veicina neitrofilo
leikocttu hemotaksi, aktivaciju un citokinu atbrivosanu. Lidzigi ka S. aureus, S. epidermidis
PSM-B formai nav citolitiskas iedarbibas, savukart, a- formai tas ir niecigas. Vienigais
izne€mums ir PSM-§, kam piemit spécigas citolitiskas 1pasibas. PSM-8 ir pirmais noteiktais un

22



pats spécigakais S. epidermidis toksins, bet epidermalais stafilokoks sintez& loti niecigos
daudzumos (Otto, 2012; Namvar, et al., 2014; Brescd, et al., 2017).

Diemzél, bet detalizetaki un sikaki pétijumi par S. epidermidis PSM nav veikti. Radusos
situaciju var skaidrot ar to, ka mutantu S. epidermidis celmu iegtisanas process laboratorijas

apstaklos ir dikti komplicéts, ka ar1, nav konstruéti $ada veida p&tfjuma dizaini (Otto, 2012).

1.5.3.2. Eksoenzimi

Dazi no sekretétiem S. epidermidis eksoenzimiem ir skaitami pie virulences faktoriem.
S. epidermidis sp&j producét vairakus eksoenzimus t. i., proteazes, piem., termonukleazi, serina
un cisteina proteazes, elastazes, glutamilendopeptidazes un lipazes. Visi minétie enzimi spgj
degradét saimniekorganisma Stinas, respektivi, proteinus. Zinatniskaja literatiira tieck minéts vel
viens iesp€jamais eksoenzimu parstavis, t. 1., FAME jeb taukskabju modific€joSie enzimi.
FAME spgj detoksificét mikroorganismam kaitigas taukskabes. Nav skaidrs, kadas génu
sistémas un proteini ir iesaistiti FAME producésana (Fey, Olson, 2010; Otto, 2012).

Vieni no sikak pétitajiem eksoenzimiem ir serina proteaze V8 (SspA) un
glutamilendopeptidaze (Esp), abas proteazes kodé ssSpA géna lokuss. Tie sp&j degradeét gan
AMP, gan fibrinogénu, gan komplementa faktoru C5. Tiek miné&ta iesp&jamiba, ka Esp varétu

bt iesaistits arT S. epidermidis kolonizacijas procesa (Fey, Olson, 2010; Otto, 2012).

1.5.4. Citi virulences faktori

Lantibiotikas

S. epidermidis lantibiotiku producés$ana ir viens no virulences faktoriem, to iedalot,
atseviSka virulences faktoru grupa. Lantibiotikas ir bakteriocini, ko producé ari citi Gr(+)
mikroorganismi, piem., B. subtilis (Bierbaum, et al., 2009).

Lantibiotikas ir peptidu dabas antibakteriali Iidzekli, kas satur tio€tera aminoskabes-
lantioninu un metilalantioninu. S. epidermidis producétas lantibiotikas var iedalit divas grupas,
t. 1., epidermina grupa un Pep5 grupa. Epidermina grupa ietilpst epidermins, Vall un Leu6
epidermins, savukart Pep5 (lantioninu saturoSs triciklisks pepids) grupa ietilpst Pep$5, epilancins
K7, epicidins 280 un epilancins 15X (Gotz, et al., 2014).

Bitiska nozime mikroorganismu izplatibai un sekojosai kolonizacijai ir S. epidermidis

spéja producét lantibiotikas. Lantibiotiku producéSana nodro$ina konkurenci ar citiem
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mikroorganismiem, cinoties gan par koloniz&joSo “telpu” jeb niSu, gan par baribas vielam

(Gotz, et al., 2014; Field, et al., 2015).

1.6. S. epidermidis arstniecibas terapija ieklauto antibakterialo zalu vielu raksturojums

S. epidermidis ir tipisks infekciju un sekojosu antibakterialo lidzeklu terapijas lictosanas
ierosinatajs. lerosinataja infekcijas terapija ir aktuals un komplicéts medicinas, un farmacijas
nozares jautajums. Cina ar oportiinistu pielieto antibakterialos lidzeklus, zalu vielas, kas spgj
destruktivi iedarboties uz infekciju izraisitaju (Otto, 2009, 2012; Namvar, et al., 2014; Munita,
Arias, 2016; Brescd, et al., 2017).

Antibakterialas zalu vielas ir vielu grupa, kam piemit inhibgjosa iedarbiba uz
mikroorganismiem. Zalu vielas var bit citu mikroorganismu, augu vai dzivnieku $tnu
metabolisma produkti un atvasinajumi (Ventola, 2015; Zaman, et al., 2017). Atkariba no
antibakterialas iedarbibas un koncentracijas, zalu vielas var iedarboties gan baktericidi, gan
bakteriostatiski. Baktericidi nozimé spécigu, atru zalu vielas iedarbibu un efektivitati, izraisot
mikroorganismu lizi, savukart, bakteriostatiski nozimé zalu vielas iedarbibu, kas sp&j kavét
mikroorganismu diferenciaciju (Davies, Davies, 2010).

Epidermala stafilokoka antibakterialas terapijas laikd izmanto zalu vielas, kas,
galvenokart, iedarbojas uz Gr(+), ka ar1 zalu vielas, kuram piemit plass iedarbibas spektrs, gan
pret Gr(+), gan Gr(-) mikroorganismiem. Antibakterialo zalu vielu iedarbibas spé&jas ir atkarigas
no iedarbibas mehanisma (Kleinschmidt, et al., 2015; Munita, Arias, 2016; Gupta, Birdi, 2017),
iz8kir tris galvenos darbibas mehanismus, kas izraisa:

1. mikroorganismu $iinas membranas sint€zes trauceéjumus ar sekojoSu inhibiciju, $adi spéj
iedarboties glikopeptidi, piem., vankomicins, cefalosporini, piem., cefoksitins;

2. mikroorganismu Siinas membranas caurlaidibas parmainas, rezultata no Stnas izpliist
nepiecieSamas baribas vielas, §adi spgj iedarboties lipopetidi, piem., daptomicins.

3. mikroorganismu metabolisma traucgjumus, rezultata tick kavéta proteinu sintéze, $adi
sp&j iedarboties makrolidi, piem., eritromicins, linkozamidi, piem., klindamicins,

fluorhinoloni, piem., ciprofloksacins.
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1.6.1. B-laktami

B-laktamu grupa ietilpst savienojumi, kuru struktirmolekula ietilpst p-laktama
gredzens. B-laktami un citas penicilina antibakterialas zalu vielas ir specifiski transpeptidazes,
karboksipeptidazes un transglikozilazes inhibitori, tie sp&j nomakt [-laktamu jutigo S.
epidermidis $tinas membranas veidosanos (Fisher, Mobashery, 2016; Kong, et al., 2010).

Peptidazes un glikozilazes sp€j saistit B-laktamus, tapec enzimus, biezi vien, déveé par
penicilinu saisto$ajiem proteiniem (PBP). S. epidermidis PBP nodrosina tris funkcijas, t.i.,
sintez€ Stinas membranas komponentes-enzimus-, [-laktamazes un regulatoros proteinus.
Katrai B-laktamu zalu vielai piemit specifiska afinitate pret katru PBP.

[-laktamu darbibas pamata ietilpst sp&jas, veidot kovalentas saites ar serinu, kas atrodas
transpeptidazes doména enzimatiskaja zona. Rezultata tiek partraukta peptidoglikana saiSu
veidosanas starp peptidiem. Stinu bojaeju potencg arT autolizinu sintéze, tiem degradgjot, §iinas
peptidoglikana slani. Tomeér §ads bojaejas scenarijs ir reti, kad iesp&jams esoSo regulatoro génu
mutaciju dél (Kong, et al., 2010).

No B-laktamu grupas savienojumiem biezi S. epidermidis antibakterialaja terapija
izmanto cefalosporinus, kas péc uzbiives ir 1idzigi penicilinam. Cefalosporini atSkiras no
peniciliniem molekularas struktiiras l[imeni. Cefalosporiniem p-laktama gredzens ir saistits ar
seSu, nevis, piecu loceklu gredzenu (Munita, Arias, 2016).

Cefalosporini ir plaSa un sen atklata antibakterialo lidzeklu grupa, ko produce
Cephalosporium acremonium. Galvenokart, tie iedarbojas baktericidi, jo, budams p-laktams,
inhibé transpeptidazu darbibu. Cefalosporinus iedala piecas paaudzés. Pirmas paaudzes
cefalosporini, galvenokart, ir aktivi pret Gr(+) mikroorganismiem, piem., cefazolins. Otras
paaudzes cefalosporini, galvenokart, ir aktivi pret Gr(+) un (-) mikroorganismiem, piem.,
cefoksitins. Tre$as paaudzes cefalosporiniem ir izteiktaka izturiba pret mikroorganismu
producétajam laktamazém, galvenokart, ir aktivi pret multirezistentiem Gr(-)
mikroorganismiem, piem., ceftriaksons. Ceturtas paaudzes cefalosporini, galvenokart, ir aktivi
pret multirezistentiem Gr(+) mikroorganismiem- epidermalo stafilokoku, ka arT ir izteiktaka
izturiba pret mikroorganismu producétajam laktamazém, piem., cefepims. Piektas paaudzes
cefalosporini tiek pielietoti smagu, abdominalu u.c. pseidomonu izraisitu iekaisumu gadijumos,
piem., ceftarolins (Page, 2007).

Viena no galvenajam cefalosporinu lietosanas indikacijam ir ar veselibas apriipi saistitu

infekciju arstésana, gadijumos, ja infekciju nav izraisijis meticilina rezistentais S. epidermidis.
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Medicinas prakse, cefalosporinu lietoSanu cenSas ierobezot, jo tie ir spécigi [-laktamazu

inducétaji, to lietosana var izveidot krustenisku rezistenci (Page, 2007; Munita, Arias, 2016).

1.6.2. Makrolidi

Makrolidu antibakterialie Iidzekli pieder vienai no visbiezak izmantojamam klmiski
svarigu antibakterialo lidzeklu grupas, kurus izmanto, lai arstétu Gr(+) mikroorganismu
izraisttus, piem., epidermala stafilokoka radiniecka S. aureus iekaisumus (Vester, Douthwaite,
2001; Gaynor, Mankin, 2003).

Makrolidu grupas savienojumi ir poliketidu atvasinajumi, tie ir dabigi mikroorganismu,
augu un dzivnieku metaboliti. Makrolidu grupas savienojumiem ir tipisks un grupai raksturigs
makrolidu gredzens, t. i., masivs, makrociklisks laktona gredzens, kas savstarp&ji ir saistits ar
oglhidratiem (Pechere, 2001).

Makrolidu darbibas mehanisms ir saistits ar sp&ju inhib&t proteinu sintézi, proti,
elongacijas posma bloké mikroorganismu RNS-atkarigo proteinu biosintézi. Atgriezeniski
saistoties ar 50S subvienibu mikroorganismu ribosomas, tiek blok&ta transpeptidacija un
peptidil-tRNS translacija. Galvenokart, makrolidi iedarbojas bakteriostatiski, bet augstas
koncentracijas- baktericidi (Vester, Douthwaite, 2001; Gaynor, Mankin, 2003; Juda, et al.,
2016).

Viens no visbiezak pielietotajiem makrolidu grupas savienojumiem S. epidermidis
izraisttu iekaisumu arstéSanas terapija ir eritromicins. Savienojums jau diez ko sen tika izdalits
un atklats, t.i., talaja 1952. gada no Streptomyces erythreus. Medié Gr(+) mikroorganismu
bojaeju, izmanto strutainu, septisku infekciju gadijumos. Biidams makrolidu grupas
savienojums, iedarbojas bakteriostatiski, traucgjot proteinu sintezi, efekts tiek panakts
eritromicinam saistoties ar ribosomam, kavejot peptidtranslokacijas reakciju (Vester,

Douthwaite, 2001; Tenson, et al., 2003).

1.6.3. Fluorhinoloni

PlaSa iedarbibas spektra, sintétiskas dabas antibakterials Iidzeklis. Vislielako afinitati
novéro pret aerobajiem Gr(-) un Gr(+) mikroorganismiem, piem., stafilokokiem. Pirmais
hinolonu prototips nalidiksskabe, ka antibakterials lidzeklis tika apstiprinats lietoSanai 1964.
gada (King, et al., 2000).

Fluorhinolonu darbibas mehanisma pamata ir sp€ja tiesi inhib&t mikroorganismu DNS

un topoizomerazes enzimus- DNS girazi (topoizomeraze II, topoizomeraze IV).
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Topoizomerazeém ir butiska loma DNS replikacija, respektivi, flurhinoloniem iedarbojoties uz
topoizomerazém, tick medi€ti DNS bojajumi ar sekojosu mikroorganisma bojaeju (Munita,
Avrias, 2016; Jackson, et al., 2016).

Atkariba no iedarbibas spektra, fluorhinolonus iedala 4 paaudz€s. Pirmas paaudzes
fluorhinolonus izmanto loti reti, galvenokart pret Gr(-) mikroorganismiem, bet ne pret
pseidomonam, piem., nalidiksskabe. Otras paaudzes fluorhinolonus lieto, galvenokart, pret
Gr(-) mikroorganismiem, ieklaujot arT pseidomonas, ka art pret Gr(+) stafilokokiem, piem.,
ciprofloksacins. Tresas paaudzes fluorhinoloniem piemit lidzigas ipaSibas ka otrai paaudzei
tikai iedarbibas loka papildus ieklaujot Gr(+) un penicilina rezistentus S. pneumoniae
mikroorganismus, piem., levofloksacins. Ceturtas paaudzes fluorhinoloniem piemit lidzigas
ipasibas ka treSai paaudzei tikai iedarbibas loka papildus ieklaujot plasu anaerobo
mikroorganismu klastu, piem., trovafloksacins (King, et al., 2000).

Viens no visbiezak pielietotajiem fluorhinolonu grupas savienojumiem S. epidermidis
izraisttu iekaisumu arstéSanas terapija ir ciprofloksacins. Ciprofloksacinam piemit baktericidas
ipasibas, darbibas mehanisma pamata ir topoizomerazu darbibu ierobezosana, kas ietekme gan
transkripcijas, gan replikacijas un rekombinacijas procesu izpildi. Rezultata tiek mediéta DNS
spirales parrauSana ar sekojoSu $tinas bojaeju (Jacoby, 2005; Munita, Arias, 2016; Jackson, et
al., 2016).

1.6.4. Linkozamidi

Linkozamidu grupas savienojumi gan péc iedarbibas spektra, gan péc iedarbibas
mehanisma ir [idzigi makrolidu grupas savienojumiem. Linkozamidi sakotn&ji ir c€lusies no
Streptomyces lincolnenis. Tedarbibas spektrs sevi ietver Gr(-) un Gr(+) kokus (Tenson, et al.,
2003).

Ka jau iepriek§ bija minéts, linkozamidiem piemit ar makrolidiem lidzigs iedarbibas
mehanisms, kas ir saistits ar zalu vielas sp&ju inhib&t mikroorganisma diferenciaciju, saistoties
ar 23S un 50S RNS ribosomalo subvienibu (Juda, et al., 2016).

Viens no visbiezak pielietotajiem linkozamidu grupas savienojumiem S. epidermidis
izraisttu iekaisumu arsteéSanas terapija ir klindamicins. Tika atklats 1966. gada. Klindamicina
darbibas pamata ir ta sp€ja saistities ar mikroorganismos esoSo 50S ribosomalo subvienibu.
Rezultata, tiek trauc@ta transpeptidacijas reakcija proteinu kédes elongacijas posma, kas
rezult€jas ar proteinu sint€zes inhibiciju. Izjaucot proteinu sint€zi, tieck medi€tas parmainas
mikroorganismu Stinas membrana, kas samazina adhgzijas sp&jas biofilmas veidoSanas laika.

Klindamicinam piemit arT specifiskas 1paSibas, tas var pastiprinat mikroorganismu
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opsonizaciju, t. i., mikroorganismu fagocitozes veicinasanu, piesaistot virsmai asins seruma

proteinus vai citas makromolekulas (Tenson, et al., 2003).

1.6.5. Glikopeptidi

Glikopeptidu grupas antibakterialo Iidzeklu nozime ir kritiska miisdienu medicinas
praksei. Grupas antibakterialais iedarbibas spektrs ietver Gr(+) mikroorganismus un patogénus,
piem., S. epidermidis un aureus, un to MRSE un MRSA formas. Glikopeptidus uzskata ka
pedgjos izveles antibakterialos lidzeklus dzivibai bistamo iekaisumu un infekciju arsteéSanai
(Binda, et al., 2014;

Glikopeptidu grupas zalu vielas ir senu produceti metaboliti- glikoziléti peptidi. Peptidi
var sastavét no tricikliskiem vai tetracikliskiem heptapeptidu kodoliem ar hidrofobam
taukskabju sanu keédem.

Lidzigi ka citas antibakterialo zalu vielu grupas, glikopeptidu darbibas mehanisms ir
saistits ar sp&ju inhibét mikroorganismu Stinas membranu, precizak, sp€j inhib&t peptidoglikana
veidosanos. Glikopeptidi sp&j saistities ar augoso peptidoglikana acil-D-alanil-D-alanina dalu
(D-Ala-D-Ala) mikroorganisma $tinas membranas virspusé (Courvalin, 2006).

Praktiski vienigais pielietotais glikopeptidu grupas savienojums S. epidermidis izraisitu
iekaisumu arstésanas terapija ir vankomicins. Ta ir izv€les zalu viela, kas spg&j cinities ar KONS
un mec rezistentiem stafilokokiem. Savienojums tika atklats 20. gs. 50. gados, ka sekundarais
Streptomyces orientalis, ko miisdienas sauc par Amycolatopsis orientalis, metabolits. Atri vien
savienojums ieguva popularitati, jo bija vienigais, kas sp&ja tikt gala ar ickaisuma un infekciju
izraisitajiem (Pootoolal, et al., 2002; Nunes, et al., 2006).

Vankomicins sastav no divam vai trijam linearam heptapeptidu strukiiram, kuram sanu
kédes var pievienoties disaharidu molekulas, kas var saturét D-glikozi, vankozaminu un
cukurus. Esosas struktiiras var tikt glikozilétas, lai iegtitu atskirigus heptapeptidu savienojumus.
Eso$o proteinu struktiiras veido raksturiga aminoskabju, piem., asparagina (Asn) un leicina
(Leu) klatbutne, bet glikopeptidi savas proteinu struktiiras sp€j inkorporét citas, netipiskas
aminoskabes, piem., 3,5-dihidroksifenilglicinu (DHPG), B-hidroksitirozinu (B-OHTyr) un p-
hidroksifenilglicinu (HPG).

Vankomicinam piemit baktericida iedarbiba. Lidzigi ka citi antibakterialie lidzekli,
vankomicins traucé mikroorganismu Stinas membranas- peptidoglikana- sint€zi. Vankomicins
iedarbojas uz Slinas membranas sint€zes procesa otro stadiju, ka jau iepriek§ bija minéts,
iedarbojoties uz D-Ala-D-Ala dalu jeb terminali, kas kavé transpeptidazes darbibu, kas rada

mikroorganismu Stinu membranas stiepes izturibu. Vankomicins sp&j inhib&t arl
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transglikozilazes darbibu, kas arT ietekmé peptidoglikana veidosanos (Pootoolal, et al., 2002;
Courvalin, 2006; Binda, et al., 2014).

1.7. Antibakterialo zalu vielu rezistences mehanismi

Konkrétas mikroorganismu grupas nejutigums pret zalu vielu vai, citadi sakot,
mikroorganismu rezistence, diemz¢l, ir kluvusi par nopietnu un dikti sarezgitu gan medicinas,
gan farmacijas nozares problemu (Otto, 2009, 2012; Ventola, 2015; Zaman, et al., 2017).

Antibakteriala rezistence ir sava veida mikroorganismu aizsarg- un pielagosanas veids,
So nosactto mikroorganismu adaptaciju potencé mainigie aréjie faktori. Adapt€joties apkartejai
videi, mikroorganismi ir sp&jigi pretoties antibakterialo zalu vielu iedarbibai (Davies, Davies,
2010; Munita, Arias, 2016; Gupta, Birdi, 2017).

Mikroorganismu rezistence var but arT ieks€ja jeb iedzimta un ka ieprieks bija minéts-
iegiita, adapt€joties apkartéjai videi (Namvar, et al., 2014; Kleinschmidt, et al., 2015). Iegita
rezistence var veidoties gadijumos, ja mikroorganismiem ir notikusas specifiskas genétiskas
parmainas. Mikroorganismi sp&j bt tik viedi, ka tie var izveidot krustenisko rezistenci.
Uzskata, ka mikroorganismu antibakterialas rezistences veidoSanos var iedalit 2 lielas
celonsakaribas (Munita, Arias, 2016):

1. Parmainas mikroorganismu genétiskaja informacija:
1.1.ir notikusas génu mutacijas de NoOVo (spontani)- genétiskas parmainas visbiezak ir
nejausas, piem., “snipu” gadijumos, respektivi, viena nukleotida polimorfisma
(SNPs) gadijuma, ka arf, ja ir modificéta zalu vielu receptoru afinitate, samazinata
zalu vielu uznems$ana, zalu vielu efluksa mehanisma parekspresija un, ja ir
notikusSas vispargjas parmainas metabolisma procesos;
1.2.ir notikusi horizontala génu parnese- $ads scenarijs ir iesp&jams, ja ir notikusi génu
transformacija (inkorporacija “tira” DNS struktiira), fagu mediéta transdukcija un
savstarp€ja mikroorganismu konjugacija jeb “sekss”.
2. Parmainas mikroorganismu biokimiskajos aizsardzibas mehanismos:
2.1.antibakterialas zalu vielas molekulas modifikacija- notikusi zalu vielas
enzimatiska degradacija un destrukcija, degradacija rodas adenilacijas,
fosforilesanas, un acetiléSanas gadijuma, savukart, destrukcija- laktamazu,
karbapenemazu, oksacilinazu iedarbibas rezultata;
2.2.samazinata mikroorganismu membranas caurlaidiba, penetracija- notikusas

izmainas porinos;
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2.3.antibakterialo zalu vielu mérksiinu izmainas- var izveidoties targetéta jeb konkréta
mikroorganisma mérkStinas aizsardziba, piem., ir notikusi mérkstinas enzimatiska
modifikacija (tika pievienota metilgrupa);

2.4.ir notikusi mikroorganisma pielagoSanas apkart&jai videi- ar&jo faktoru izraisita

adaptiva stresa atbildes reakcija.

Misdienas mikroorganismu rezistence ir kluvusi par nopietnu problému. Tiek
apgalvots, ka radusos probléemu dévé par antibakterialo lidzeklu rezistences krizi (skat. 1.7.1.

att.) (Ventola, 2015; Zaman, et al., 2017).

Antibakterialo lidzek]u Rezistences
atklasana veidoSanas

Penicilini mm | 1920

1943 Penicilini
Cefalosporini '- 1950 Tetraciklins
1953 Eritromicins

1960 Meticilins

1967 Gentamicins

Karbapenemi 2 1972 Vankomicins
Fluorhinoloni < =
;“ 1985 Imipenéms un
5 Ceftazidims
-
o 1996 Levofloksacins
g 2000 Linezolids
=

2003 Daptomicins

2015 2010 Ceftarolins

1.7.1. att. Antibakterialo Iidzeklu atklasanas un rezistences veido§anas skala (Zaman, et al., 2017;

autora tulkots att€ls).

ASYV Slimibu kontroles un novérsanas centra (CDC) jau 2013. gada zinojuma teikts, ka
civilizacija dzivo post- antibakterialo Iidzeklu laikmeta. Savukart, 2014. gada Pasaules
Veselibas organizacijas (WHO) zinojuma tika minéts, ka radusies antibakterialo Iidzeklu
rezistences krize ir Sausmiga un bied€josa, ka ari, jauno antibakterialo lidzeklu ievieSana praksé
ir krasi samazinajusies (skat. 1.7.2. att.) (Ventola, 2015).

Meticilinrezistentie stafilokoki, precizak, meticilinrezistentais S. aureus (MRSA)
nogalina vairak cilvéku (mingts amerikanus), neka kopsumma HIV/ AIDS, Parkinsona u.c.
slimibas (Ventola, 2015).

30



20 19
18
16
14
12 " i 1
10
6
4
I 3
0 I
1980- 1985- 1990- 1995- 2000- 2005- 2010-
1984 1989 1994 1999 2004 2009 2014

=2}

=2}

R

8}

1.7.2. att. Jaunu lietoSana apstiprinatu antibakterialo zalu vielu skaits (VVentola, 2015).

Rezistento mikroorganismu izplatiSanos veicina antibakterialo lidzeklu nepardomata
lietoSana, t. 1., nekorekts administréSanas biezums, devas, lietoSanas starplaiki un kopgjais
lietoSanas ilgums. Viens no rezistences izplatiSanas nosacijumiem ari ir nenormala daudzuma
un iedarbibas spektra antibakterialo lidzeklu izmantoSana lauksaimnieciba (Otto, 2009, 2012;

Ventola, 2015).

1.7.1. B-laktamu rezistence

Misdienas Gr(+) mikroorganismiem tiek klasificéti Cetri antibakterialas rezistences
mehanismi pret $-laktamu grupas antibakterialiem lidzekliem, tie bitu:

1. antibakterialas zalu vielas modifikacija, inaktivé$ana un destrukcija, ko veicina -
laktamazes;

2. mainita zalu vielas meérkSinu konfiguracija, ko veicina mikroorganisma S§iinas
membranas transpeptidazes;

3. mainita antibakterialo lidzeklu penetracija caur Stinas membranu, ko veicina $iinu
membranas porini;

4. zalu vielu efluksa pumpju darbiba.

B-laktamazu producgsana ir viens no galvenajiem Gr(+) mikroorganismu rezistences
mehanismiem (Otto, 2012; Fisher, Mobashery, 2016; Brescd, et al., 2017). B-laktamazém
piemit enzimatiskas pasibas, kas, hidrolizgjot B-laktama gredzenu, inaktivé zalu vielas (Wilke,
et al., 2005). B-laktamazes molekulari klasificé péc to nukleotidu un aminoskabju sekvencu

daudzuma. Visbiezak -laktamazes iedala péc Amblera klasifikacijas 4 klasés no A Iidz D. A,
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C un D B-laktamazes formas ir savstarpgji lidzigas, médz deévet arT par serina- aktivajam f3-
laktazém. B klases p-laktamazes ir strukturali at$kirigas, kuras médz dévét par metalo- -
laktamazém (Hall, Barlow, 2005).

B-laktamazu ekspresiju inducg B-laktamu grupas zalu vielas, tam iedarbojoties uz BlaR
Stinu membranas receptoriem. BlaR ir transmembranu proteins, 3-laktamu iedarbibas rezultata
tas acil&jas jeb aktivéjas, kas rezult&jas ar laktamazu ekspresiju (Fisher, Mobashery, 2016).

Tranpeptidazes (PBS) sp&j mainit B-laktamu meérk$tinu konfiguraciju. PBS iedala
atkariba no molekularas masas- LMM un HMM enzimos. HMM sikak iedala A klases
daudzfunkcionalos un B klases monofunkcionalos transpeptidaZzu enzimos. LMM nepiemit
rezistences veicinosas 1pasibas. PBS spgj ietekmét zalu vielu saistiSanas spg&jas, kas samazina
zalu vielas afinitati un sekojosu antibakterialu efektu (Poole, 2004).

[zmainita zalu vielu pentetracija un eflukss vienlaicigi konfiguré -laktamu rezistenci.
Viena no labak izpétitajam $ada veida konfiguracyjam ir MexAB-OprM zalu vielu efluksa
sistéma. ST sistéma satur §inas iek§&jas membranas RND tranportiera “pumpi” MexB, §iinas
argjas membranas porinu OprM, ka ari skistosu, periplazmatisku MexA “pumpi”. Sadas
konfiguracijas efluksa “pumpji” iesaistas ar citu zalu vielu izvadiSana un rezistences veidoSana

(Wilke, et al., 2005; Hall, Barlow, 2005).

1.7.2. Makrolidu rezistence

Makrolidi ir biezi administréti, diez gan drosi un efektivi antibakterialie lidzekli. Tos
izmanto arT gadijumos, ja pacientam novero penicilina intoleranci. Diemzgl, mikroorganismi
saméra atri iegiist rezistenci, tapéc makrolidu izmantoSana arst€Sanas praks€ ir ierobezota
(Vester, Douthwaite, 2001; Gaynor, Mankin, 2003).

Makrolidu grupas savienojumu rezistenci iedala divos potencialos rezistences
veidoSanas mehanismos:

1. zalu vielu eflukss;
2. maintta zalu vielas meérkStinu konfiguracija, precizak, mainita ribosomas subvienibas
konformacija.

Gr(+) mikroorganismos, ka arT stafilokokos ir noteiktu plazmidu proceséti zalu vielu
efluksa mehanismi, kurus medié eprA géna ekspresija. Savukart, epidermala stafilokoka
radiniekam S. aureus zalu vielu efluksu koordiné msrA géna ekspresija. Zalu eflukss ir atkarigs
no energijas daudzuma, ko var patérét mikroorganisms (Zhong, Shortridge, 2000; He, et al.,
2016).
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Ka jau ieprieks bija min&ts, makrolidu grupas savienojumu rezistence var veidoties, ja
ir notikusi zalu vielas mérkSiinu konfiguracija. Biitiska nozime ir erm génu lokusam. Visbiezak,
konfiguraciju mainu izraisa 23S rRNS nukleotida demetilésanas reakcijas. Reakcijas procesé
Erm- tipa metiltransferazes. Demetilé$anas reakcijas drastiski samazina makrolidu afinitati jeb

sp&ju saistities ar mérksunam (Pechere, 2001; Gaynor, Mankin, 2003).

1.7.3. Fluorhinolonu rezistence

Tiek minéts, ka Gr(+) un Gr(-) mikroorganismi diez gan atri var klit rezistenti pret
fluorhinoloniem (King, et al., 2000). Fluorhinolonu rezistences veidosanas mehanismi var biit:
1. maintta zalu vielas mérkStnu konfiguracija, t. 1., DNS girazém un topoizomerazém;

2. zalu vielu eflukss.

Fluorhinolonu grupas =zalu vielu mérkis Gr(+) mikroorganismiem, piem.,
epidermalajam stafilokokam, galvenokart, ir topoizomeraze IV. Gadijuma, ja notiek mutacija
fluorhinolonu resistences noteico$aja géna regiona (quinolone resistance determing region),
kura atrodas gan, gyrA, gyrB, gan parC un parB géni. Rezistence var veidoties, ja
topoizomerazes kodgjosa géna parC, notiek mutacija, precizak, viena nukleotida polimorfisms
(Jacoby, 2005; Jackson, et al., 2016).

ledarbojoties uz Gr(+) mikroorganismiem, zalu vielam ir jasp€j Sk&rsot stnu
citoplazmatisko membranu. Zalu vielu rezistence var veidoties gadijumos, ja ir notikusas
mutacijas NOrA géna. Géna parekspresija pastiprinati stimul€s fluorhinolonu transportierus, kas

ar1 sekmés efluksu (Jacoby, 2005; Jackson, et al., 2016; Costa, et al., 2018).

1.7.4. Linkozamidu rezistence

Linkozamidu grupas savienojumu rezistenci lidzigi ka makrolidu gadijuma medié erm
géna lokuss. erm géna lokuss ekspresé klindamicina rezistences potenc€joSo metilazes
aktivitati. P&c lidzigas makrolidu rezistences shémas, rRNS metilaze pievieno vienu vai divas
metilgrupas adeninam 23S ribosomalaja subvieniba. Rezultata izraisot, ribosomalas
subvienibas konformacijas izmainu, kas rezult€jas ar samazinatu zalu vielas sp&ju saistities ar
mérk§inam. Erm- tipa metiltransferazu skaits varié ap 33 dazadam génu secibam (Roberts,
2008; Munita, Arias, 2016). Kops 1999. gada kopuma konstatétas 14 dazadas génu secibas, kas
kodg zalu vielu efluksa pumpja pastiprinatu darbibu, piem., IsaA un IsaB. Ka arT linkozamidu
rezistenci medi€ dazadu enzimu, piem., esterazu, transferazu, liazu un fosforilazu parekspresija

(Roberts, 2008).
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1.7.5. Glikopeptidu rezistence

Glikopeptidu grupas savienojumu picaugosa rezistence pedejas dekades laika ir kluvusi
par nopietnu problému. Glikopeptidi ir Saura spektra zalu vielas, medicinas prakse tos izmanto
gadijumos, ja infekcijas del, tiek apdraudéta pacienta dziviba. Pirmie glikopeptidu grupas
savienojuma- vankomicina- rezistences minéjumi saka paradities 20. gs. 80. gadu beigas
(Nunes, et al., 2006; Binda, et al., 2014).

Glikopeptidu rezistence var veidoties gadijumos, ja pentapeptida struktiiras D-Ala
terminalo galu mutaciju rezultata (par to atbild mutants van géna lokuss mikroorganismu
hromosomas) aizvietos ar D-Lac (D-laktatu) vai D-Ser (skat. 1.7.5. att.). Jaunizveidotais
pentapeptids ar D-Lac nukleotidu secibu nodrosinas visaugstako rezistences pakapi, savukart,
D-Ser nukleotidu seciba- zemaku. Mutacija ir arT priekSnosacijums mikroorganismu Stinas
membranas sabiezéSanai (Courvalin, 2006; Binda, et al., 2014).

No 2002. gada, kad krasi saka picaugt pirmas paaudzes glikopeptidu rezistences
gadijumu skaits, saka mekl€t risinajums, ka varétu radusos situaciju uzlabot. Tika izveidota otra
glikopeptidu paaudze, kas ir pussintétiski dabasvielu atvasinajumi. ASV Partikas un zalu
parvalde 2009. gada apstiprinaja lietoSanai pirmo jaunas paaudzes zalu vielu, t.i., telavancinu.
Strukturali no vankomicina, telavancins atskiras ar to, ka telavancina struktiira ir pievienotas
hidrofobas un hidrofilas funkcionalas grupas. Hidrofobas funkcionalas grupas garums tika
piemekl€ts ta, lai optimiz€tu antibakterialo iedarbibu gan pret MRSA (meticilinrezistento S.
aureus), gan pret VRE (vankomicina rezistento enterokoku). Savukart, hidrofila funkcionala
grupa nodrosSina labaku zalu vielas uzsukSanas sp€ju, izplatiSanos, metabolismu un ekskréciju

(uzlabotaks ADME profils) (Pootoolal, et al., 2002; Courvalin, 2006; Binda, et al., 2014).
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1.7.5. att. Vankomicina darbibas mehanisms (A) un sekojoSs rezistences mehanisms (B) (Munita,

Aries, 2016; autora tulkots attgls).

1.8. Koagulazes negativo stafilokoku meticilinrezistence

Ka jau ieprieks att€la bija noradits (skat. 1.7.1. att.), mikroorganismu meticilinrezistence
ir izveidojusies jau diez cik sen un, diemzel, péc penicilinu atklasanas- atri (Ventola, 2015).
Meticilins ir Saura darbibas spektra B-laktamu grupas antibakterials lidzeklis (Rolo, et al., 2017;

Viens no svarigakajiem koagulazes negativo stafilokoku rezistences mehanismiem tiek
asoci€ts ar meCA génu, kas, savukart, koording rezistences veidoSanos visa, lielaja B-laktamu
grupa (Namvar, et al., 2014; Kleinschmidt, et al., 2015; Fisher, Mobashery, 2016; Rolo, et al.,
2017). mecA géns kopa ar regulatorajiem elementiem ir lokalizéts masiva un mobila DNS
struktiirelementa, ko sauc par stafilokoku hromosomu kaseti mec (SCCmec) (Otto, 2009, 2012;
Namvar, et al., 2014). mecA géna atrasanas vieta hromosomas lokusa ir vienmér viena un ta
pati, t.i., 3" orfX gala (kode RNS metiltransferazi) (Rolo, et al., 2017).

KONS meticilinrezistence var izpausties gadijumos, ja SCCmec hromosomala kasete
spés ieklut stafilokoku genoma. mecA ir determinantais jeb noteicoSais géns, kas kodé
penicilinu saistoSos proteinus (PBP, galvenokart, meticilinrezistento PBP2a). PBP2q. raksturo

zema [B-laktamu afinitate. Veiktie zinatniskie petijumi pieradija to, ka jau ta zemo PBP2a
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acilésanas pakapi (pastiprinatu aciléSanu vajadz&tu izraisit B-laktamiem), papildus samazina
transpeptidazu (TP) aktivitate, jo tas nodroSina $iinas membranas elastigumu. Tiek minéts, ka
serina atrasanas Vvietai 403. pozicija piemit Kritiska nozime (3-laktamu antibakterialas terapijas
efektivitatei (Ohlsesn, et al., 2006; Wang, et al., 2016).

Misdienas meticilinrezistence un meticilinrezistenta S. epidermidis (MRSE) izplatiba
pasaulé ir sasniegusi teju 90% robezu (Cheung, Otto, 2010). Neskatoties uz mecA nozimi
rezistento stafilokoku epidemiologija, joprojam, géna evoliicija un izplatiSanas ir palikusi

jautajumu un noslépumu apvita (Otto, 2009, 2012; Qin, et al., 2017).
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Petijuma apraksts

Bakalaura darbs tika izstradats Tuberkulozes un plausu slimibu valsts centra (vad. Dr.
Norvaisa) un Latvijas Universitates mikrobiologijas laboratorijas.

Bakalaura darba laika tika analiz&ti 2017. gada ievakti 43 Staphylococcus epidermidis
baktériju paraugi. Paraugi tika ievakti no asinim (hemokultiira) un intravaskulariem katetriem,
operaciju materialiem. Izolétas baktérijas pec identifikacijas tika uzglabatas stobrinos, kas
pieméroti ilgstosai uzglabasanai saldétava (CryoBank™).

Baktériju paraugiem- izolatiem tika noteikta antimikrobiala rezistence pret
ciprofloksacinu, klindamicinu, eritromicinu, cefoksitinu un vankomicinu, izmantojot BBL™
DDT. Talak tika noteikta S. epidermidis izolatu biofilmas veidoSanas sp€jas, izmantojot
mikrotitru plates metodi. mecA géna klatbutne izolatos tika noteikta, izmantojot S. epidermidis
DNS un Geno Type™ testu, tas ir, lietojot PCR (amplifikacija) ar sekojoSu hibridizaciju uz

nitrocelulozes stripa.

2.1. att. Darba vide mikrobiologijas laboratorija (autora attels)
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2.2. Materiali

2.2.1. Aparatira un trauki

Bakalaura darba pétnieciskaja dala tika izmantotas dazadas aparatiiras un to sistémas.

Visi izmantotie materiali apkopoti tabulas (skat. 2.2.1.1. un 2.2.1.2. tabulu).

2.2.1.1. tabula

Pétijuma izmantota aparatiira, autora sastadita tabula

Nosaukums Modelis Razotajs, razotajvalsts
Autoklavs MLS- 302011 Sanyo, Japana
Centrifiiga Centrifuge 5810R Eppendorf AG, Vacija

Elektroniskie svari

Precisa

Precisa Gravimetrics
AG, Sveice

Laminaras plismas skapis

Biowizard 130

Kosair KR, Somija

Ledusskapis

Electrolux

Electrolux, Zviedrija

Mainama tilpuma pipetes

P1000, 200, 100, 10

Gilson, Vacija

PCR termocikleris

Veriti 96 Well Thermal
Cycler

Applied Biosystems,
ASV

Saldétava Indesit Indesit, Vacija
Termostats Heraeus Function Line, Vacija
Turbidimetrs (dulkainibas BioMerieux BioMerieux, Francija
meritajs)
Ultraskanas vanna Emag EMMI 30HC Emag AG, Vacija
Vorteksers Vortex V- 01/3 Labotek, Danija
2.2.1.2. tabula
Pétijuma izmantotie materiali un trauki, autora sastadita tabula
Nosaukums Apraksts Razotajs, razotajvalsts

Autoklavéjamas tvertnes

500mL, 1000mL

Boeco, Vacija

E- testa sloksnites

30 gab. iepakojuma

BioMerieux, Francija

Eppendorf mikromégenes

(centrifiigas stobrini)

1,5mL

Deltalab, Spanija
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Kriobankas Stobrini ilgstosai Copan, ASV
uzglabasanai saldétava

Petri plates @ 10cm Anumbra, Cehija

PipeSu uzgali 100uL, 200pL, 1000uL | Finntip, Somija

Plastmasas inokulacijas cilpas 20 gab. iepakojuma LP Italiana, Italija

Sterili vates kocini 10 gab. iepakojuma Deltalab, Spanija

2.2.2. Mikrobiologiskas barotnes

S. epidermidis kultivésanai un antibakterialas rezistences noteikSanai tika izmantotas
specifiskas barotnes. Mikroorganismu kultivé$anai izmantoja triptikazes sojas agaru (TSA,
Oxoid CMO0131) ar 5% aitas asins klatbtatni. Barotnes sastavs ir gramos uz litru, t. i., 50mL aitas
asins, 15,0 triptona, 15,0 agara, 5,0 sojas peptona, 5,0 natrija hlorida. 40,0 sausas barotnes
skidina 1000mL destiléta Gdent, pécak autoklavé 15 min. 121°C temp. Atdzisusai barotnei (47-
49°C) pievieno 50mL 5% aitas asinis. Barotnes pH svarstas no 7,1 lidz 7,5.

Savukart, antibakterialas rezistences noteik$anai izmantoja Mueller- Hinton agaru
(Scharlau, 01- 136). Barotnes sastavs ir gramos uz litru, t.i., 17,5 peptona, 17,0 agara, 2,0
liellopa galas ekstrakta, 1,5 cietes. 38,0 sausas barotnes $kidina 1000mL destiléta tdent,

autoklavé 15 min. 21°C temp. Barotnes pH svarstas no 7,1 lidz 7,3.

2.2.3. Inokulatu sagatavosana un inokulésana

Inokulats jeb mikroorganismu suspensija tika sagatavots, izmantojot S. epidermidis
kolonijas, kuras vairojusas neselektiva agara platé, izvéléto koloniju, parvietojot fiziologiska
Skiduma mégené. Inokulata turbiditati standartiz€, izmantojot automatisku ierici, kas paredzeta
mikroorganismu turbiditates noteik$anai fiziologiska $kiduma mégené. Inokulata turbiditati
izsaka McFarland vienibas, to salidzinot ar 0,5McF standartvertibu. 0,5McF standartvertiba ir
ekvivalenta 1,5 x 10° kvv/mL.

Plasu inokulésana tika izmantots ar inokulatu piesiicinats vates tampons. Ar tampona
palidzibu, Mueller- Hinton agara plates tika ripigi inokul€tas, tamponu maigi piespieZot pie

plates virsmas. Inokulésana tika veikta 3 reizes, katra no reiz€m, plati pagriezot par 60° lenki.
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2.3. S. epidermidis fenotipiskas izmekléSanas metodes

2.3.1. Antibakterialas jutibas noteikSana

2.3.1.1. Disku difuzijas tests

Antibakterialas jutibas noteikSanai izmanto disku diftizijas jeb Kirby-Bauer
antibakterialo Iidzeklu testu. Testa bitiba ir vienkarSa- ar antibakterialu vielu piesatinata papira
diska (& 6mm ) difiizija agara géela.

Jutibas noteikSanai izmanto jau sagatavoto 0,5McF inokulatu. Talak seko Mueller-
Hinton agara plaSu inokuléSana. P&dgjais solis, uz inokulétas plates ar disku dispensera
palidzibu, ar antibakterialu lidzekli piesatinatie diski tiek novietoti vienada attaluma, vismaz
24mm atstatuma no viena diska centra lidz otra diska centram. Plates tiek inkubé&tas 24 stundas
36°C temperatira, péc inkubacijas, nosakot diametru, seko savdabigo inhibicijas zonu
mériSana. AtbilstoSi interpretacijas kriterijiem M100-S26 2018 tiek novertéti iegiitie rezultati,
R- rezistents, I- vidgji jutigs, S- jutigs.

Izmantotie 5 antibakterialo lidzeklu diski satur- vankomicinu, cefoksitinu, eritromicinu,
ciprofloksacinu un klindamicinu. Disku diftizijas testa izmantotie diski, to saisinajumi un

koncentracijas ir apkopotas 2.3.1.2. tabula.

2.3.1.2. tabula
BBL™ DDT metodé izmantotie diski, autora sastadita tabula
Nr.p.k. Antibakterials Iidzeklis, Diska koncentracija, ug
saisinajums (& 6mm)
1. Vankomicins, VA 30
2. Cefoksitins, FOX 30
3. Eritromicins, ER 15
4, Ciprofloksacins, CIP 5
5. Klindamicins, CC 2
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2.3.2. Biofilmas producésanas noteikSana

2.3.2.1. Mikrotitru plates metode

S. epidermidis biofilmu veidoSanos sp&ju nosaka, izmantojot mikrotitru plates metodi.
P&tijuma lietota modificéta Christensen et al., 1987 metode. Veicot testésanu, tika izmantoti S.
epidermidis references celmi, nemot ATCC 35984 (RP62A) ka biofilmas veidojosu un ATCC
12228 ka biofilmas neveidojusu.

S. epidermidis suspensija tika inkub&ta 24 stundas 37°C temperatira 10% triptikazes
sojas buljona (Oxoid CM 1065). P&c inkubacijas tika sagatavots atSkaidijums, attieciba 1: 100,
nemot. 200uL atSskaidjjuma tika inokuléti trijos laucinos, izmantojot sterilu 96 laucinu
polistiréna mikrotitru plati (Sarstedt, Inc, Newton, ASV). Ka negativa kontrole tika nemts sterils
triptikazes sojas buljons bez S. epidermidis tirkultiiras suspensijas. Sagatavota plate tiek
inkubéta 24 stundas 37°C temperatiira. Péc inkubacijas, tiek nolieta suspensija un plate tiek
divreiz skalota ar 0,9% NaCl skidumu. P&c skalosanas plati zavé 45 miniites 55°C temperatiira.
P&c noZuisanas mikrotitru plates laucinus kraso 10 minttes, izmantojot 0,5% safranina Skidumu.

Péc krasosanas plate tiek velreiz skalota ar 0,9% NaCl Sskidumu. Vizuali tika novertéti biofilmu

veidojosie vai neveidojoSie S. epidermidis paraugi.

2.4. S. epidermidis genotipiskas izmekléSanas metodes

2.4.1. DNS izdaliSana

DNS izdalisana tika veikta no S. epidermidis tirkultiiras. Vispirms no barotnes, kura tika
kultivétas S. epidermidis kolonijas, ar plastmasas cilpas palidzibu tick panemtas S. epidermidis
kolonijas un parnestas uz paraugiem- stobriniem, stobrinos kolonijas tiek suspend&tas 200uL
TE bufert. Nakamaja soli, stobrini tika ielikti termobloka karséties 20 miniites 80°C
temperattira. Pec karséSanas stobrini tiek atdzeséti Iidz laboratorijas temperattirai. AtdzisuSiem
stobriniem tika pievienots 50uL lizocima tdens Skidums, ieglito maisjjumu samaisa ar
vortekseri. Stobrini tiek ievietoti termostata, tos inkube 1 lidz 2 stundas 37°C temperattra. Péc
inkub@Sanas katram stobrinam tiek pievienots maisijums, kas sastav no 75uL proteinkinazes K
un 10% SDS. P&éc maisTjuma pievienoSanas stobrini tiek atkartoti karséti termobloka 10 miniites
65°C temperatiira. Pec karséSanas, katram stobrinam pievieno 100uL 5M NaCl skidumu un

75uL CTAB, ar vorteksera palidzibu stobrina saturs tiek [éni samaisits, un, atkal, tie tiek likti
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kars@ties termobloka 10 miniites 65°C temperatura. P&c karséSanas, katram stobrinam tiek
pievienots 750uL hloroforma- izoamilspirta maisijums. Riipigi samaisot, stobrinus centrifugé
30 miniites pie 14 000 apgr./min. P&c centrifugéSanas augséja jeb alikvota faze tiek parnesta
jauna stobrina, un katram jaunajam stobrinam ar alikvoto fazi tiek pievienotas tris piektdalas,
no esosa apjoma, izopropanola. P&c rlipigas samaisiSsanas stobrinus liek centrifugéties 30
minttes pie 14 000 apgr./min. P&c tam tiek nolieta augs€ja faze, savukart, radusas nogulsnes
tiek skalotas ar 500uL etanola. Stobrini tiek atkartoti cetrifugéti 30 mintites pie 14 000
apgr./min. P&c pedejas centrifugéSanas tiek nolieta augseja faze un izveidojusas nogulsnes zave
laboratorijas temperattira. P&dgja soli katram stobrinam tiek pievienots SOuL TE buferis.
Iz8kidusT DNS turpmak var tikt izmantota polimerazes kédes reakcijai (PCR), Geno Type™

testam.

2.4.2. Amplifikacija

Amplifikacijas maistjumi (50uL) tiek sagatavoti sterila telpa. Katram pétamajam DNS
paraugam tiek sagatavots atsevisks amplifikacijas maistjums. Maisijums satur- 35uL PNM jeb
praimeru nukletidu kombinaciju, SulL polimerazes inkubacijas bufera, Syl pé&tama DNS
parauga (20- 100ng DNS), 1uL MgCl> skidumu, vienu lidz divam termostabilas DNS
polimerazes, dejoniz€ta iidens, to pievieno, lai kop€jais amplifikacijas maisijuma tilpums
sanaktu 50uL. Amplifikaciju veic programméjama termocikleri, veiktie cikli apkopoti 2.4.2.
tabula.

2.4.2. tabula

Amplifikacijas cikli, autora sastadita tabula

Laiks, s | Temperatira, °C | Ciklu skaits, n
300 95 1
30 95
10
120 58
25 95
40 53 20
40 70
480 70 1
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2.4.3. Hibridizacija

Amplifikacijas procesa radusies produkti tiek kimiski denatur€ti. Biotina iezimeéti,
komplementari amplifikacijas fragmenti hibridiz€jas ar zondém. Seko skaloSanas procesi, tiek
atsijati nespecifiskie amplifikacijas produkti. P&c skalosanas tiek pievienots CON-C
koncentrats (streptavidina konjugéta sarmaina fosfataze), kur§ neatgriezeniski saistas ar
biotinu. Hibridizacijas rezultata, uz nitrocelulozes stripa oligonukleotidu zondém paradas
purpurkrasas precipitats.

GenoType Staphylococcus (Hain Lifescience Gmbh, Vacija) testa komplekta ietilpst:

1. nitrocelulozes stripi, kuri satur 7 imobilizétas oligonukleotidu, t. i., (CC) konjugacijas
kontroles, (UC), lokusu kontroles- mecA un mecC, PVL, ka ari S. epidermidis, S. aureus
zondes;

PNM;

denaturacijas Skidums (DEN), satur <2% NaOH un krasvielu <0,001% timolzilo;
hibridizacijas buferis (HYB), satur surfaktantus;

skaloSanas Skidums (STR), satur 1,5% NaCl §kidumu un surfaktantus;

skaloSanas Skidums (RIN), satur 1,0% NaCl skidumu;

N oo g b~ DD

koncentréts konjugata Skidums (CON-C), satur streptavidina konjugé€to sarmaino
fosfatazi;

8. konjugata buferis (CON-D), satur 1,0% apstadinoSo reagentu;

9. substrata koncentrats (SUB-C), satur dimetilsulfoksidu;

10. substrata buferis (SUB-D), satur <1,0% MgCl, un NacCl.

2.5. Rezultatu statistiskas apstrades metodes

Rezultatu apstrade un analize tika veikta, izmantojot MS Excel 2017 un LIS

(laboratorijas informacijas sisteémas) statistiskos datus.
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3. REZULTATI UN DISKUSIJA

3.1. BBL™ DDT metodes rezultati

Izmantojot disku difuzijas jeb Kirby-Bauer antibakterialo lidzeklu jutibas testu, tika
noteikta S. epidermidis jutiba pret piecam antibakterialam zalu vielam. Testa laika tika analiz&ti
no 01.01.2017. Iidz 31.12.2017. ievakti 43 epidermala stafilokoka izolati. P&c diennakts ilgas
plasu inkubg&sanas tika iegiiti rezultati un atbilstosi p&c interpretacijas kriterijiem M100-S26-
2018 tika interpretéti sekojosi raditaji (skat. 3.1. tabulu). S (jutigs)- nozimé, ka mikroorganisma
izraisito iekaisumu un patologiju terapijas efektivitate bus efektiva, administréjot antibakterialo
lidzekli ierastas devas. I (vidgji jutigs)- nozimé, ka mikroorganisma izraisito iekaisumu un
patologiju terapijas efektivitate bas vidéji efektiva, administréjot antibakterialo Iidzekli ierastas
devas, jo tiks novérota mikroorganismu rezistence. R (rezistents)- nozimé, ka mikroorganisma
izraisito iekaisumu un patologiju terapijas efektivitate bus neefektiva, administréjot
antibakterialo Iidzekli ierastas devas, attiecigi notiks devu korekcijas vai ari, tiks administréta

cita zalu viela.

Eritromicina disks (R)

3.1.1. att. BBL™ DDT metodes rezultatu attelojums, Mueller-Hinton agara plate péc 24h

inkub@Sanas (autora attels)
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Lai uzskatamak un vieglak var€tu gan uztvert, gan analiz€t izmantotas metodes

rezultatus, iegiitos datus nosactti jasadala divas grupas, datus sagrup€jot, péc rezistences un

jutiguma raditajiem.

S. epidermidis antibakteriala jutiba 43 izolatos

3.1. tabula

Antibakteriala o
zalu viela § é o Gﬂ 8
7 L s & é
[= > S S = I ~—~ —~
5 218 215 2|18 9|5
EB|Z 8|8 4|Ee|E <
e ~ ‘ﬁ ~ o ~ O ~ < ~
_ .. 4 o = = o
Interpretacijas s = 2= o 8
N > © H sy o
kriterijs ©)
. 32 39 32 27
Rezistents (R) 0
(74%) | (93%) | (74%) | (63%)
Vidgji j (1 0 0 ' ' °
1dej1 jutigs
e @) | @%) | (4%
43 11 2 10 14
Jutigs (S)
(100%) | (26%) (5%) (24%) | (33%)

Tabula atspogulotie BBL™ DDT testa rezultati liecina, ka visaugstaka S. epidermidis
rezistence, 93% gadijumu (39 no 42 izolatiem, eritromicins ir vieniga zalu viela, kuru pétot,
tika izmantoti 42, nevis 43 S. epidermidis izolati), ir novérojama pret eritromicinu. Zemaku S.
epidermidis rezistenci novéro pret cefoksitinu un ciprofloksacinu, 74% gadijumu (32 no 43
izolatiem). Otro viszemako epidermala stafilokoka rezistenci 63% gadijjumu (27 no 43
izolatiem) noveéro pret klindamicinu. Savukart, pret vankomicinu nenovéro nevienu epidermala
stafilokoka rezistences gadijumu.

Analiz€jot epidermala stafilokoka jutiguma raditajus nakas secinat, ka visaugstaka S.
epidermidis jutiba, 100% gadijumu, ir novérojama pret vankomicinu. Zemaku S. epidermidis
jutibu, 33% gadijumu (14 no 43 izolatiem), novéro pret klindamicinu. Nakamo zemako
epidermala stafilokoka jutibu, 26% gadijumu (11 no 43 izolatiem), novéro pret cefoksitinu un
24% gadijumu (10 no 43 izolatiem) pret ciprofloksacinu. Savukart, viszemako S. epidermidis

jutibu, 5% gadijumu (diviem no 43 izolatiem), novero pret eritromicinu.
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S. epidermidis antibakteriala jutiba 43 izolatos
100

93
74 74
70
65 63
60
55
m Rezistents
2(5) Vidgji jutigs
33

35 | Jutigs
30 26 24
25
20
15
10 5 4

5 2 2

0 0 0 0 |

Vankomicins Cefoksitins Eritromicins  Ciprofloksacins  Klindamicins

Gadijumu skaits, %
()]
o

Antibakteriala zalu viela

3.1.2. att. S. epidermidis izolatu jutiba pret antibakterialam zalu vielam

Diagramma (skat. 3.1.2. att.) var uzskatamak redzet izmantotas BBL™ DDT metodes
rezultatus. Diagramma ir atspogulotas arT tas zalu vielas, pret kuram epidermalais stafilokoks
ir vid&ji jutigs. S. epidermidis vid&ju antibakterialo lidzeklu jutibu uzradija pret klindamicinu
(4% gadijumu, diviem no 43 izolatiem), ka ari, pret eritromicinu un ciprofloksacinu, t.i., 2%
gadijumu, vienam no 43 izolatiem.

Manis veiktaja pétijuma, izmantojot BBL™ DDT metodi, secinaju, ka vankomcins ir
vieniga zalu viela, pret kuru S. epidermidis piemit visaugstaka jutiba. Visi epidermala
stafilokoka izolati bija jutigi pret pirmas paaudzes glikopeptidu grupas zalu vielu. Salidzinot
manis iegiitos rezultatus, ar citiem veiktajiem petijjumiem un zinatniskajam publikacijam, nakas
secinat, ka visaugstako jutibu pret vankomicinu nov€roja un apstiprinaja Tunisija veikta
pétijuma starp 74 S. epidermidis izolatiem, no kuriem 55 izolati bija hemokulttras un 22 izolatu
paraugi no intravaskulariem katetriem (Bouchami, et al., 2006), Zviedrija veikta p&tijuma starp
173 S. epidermidis izolatiem, no kuriem 73 izolati bija hemokultiras, 55 izolatu paraugi no
kirurgiskam briicEm un pargjie 45 izolatu paraugi no citam virsmam, piem., intravaskulariem
katetriem, abscesa un bronhu skalojumiem (Widerstrom, et al., 2009), ka ari ASV veikta
pétijuma starp 71 S. epidermidis izolatiem, no kuriem 49 izolati bija hemokultaras (Mendes, et
al., 2012).

46



Ka jau iepriek§ bija mingts, vankomicinu uzskata ka vienu no p&dgjas izvéles
antibakterialiem lidzekliem dzivibai bistamo iekaisumu un infekciju arsté$ana. Vankomicina
administréSana KONS izraisitu patologiju gadijumos ir efektiva un terapijas pozitiva, jo S.

epidermidis jutibas pakape pret zalu vielu ir ievérojami augsta.
Sikak apskatot otras paaudzes cefalosporinu grupas savienojumu, cefoksitinu, var

noverot, ka S. epidermidis jutiba pret cefoksitinu, salidzinot ar vankomicinu, ir ievérojami

samazinajusies (skat. 3.1.3. att.).

S. epidermidis jutiba pret cefoksitinu

= Rezistents

= Jutigs

3.1.3. att. Procentuals S. epidermidis jutibas atspogulojums pret cefoksitinu

Viens no salidzino$i visaugstakajiem rezistences un zemiem jutiguma raditajiem bija
cefoksitinam. Salidzinot manis iegiitos rezultatus, ar citiem veiktajiem pé€tijumiem un
zinatniskajam publikacijam, nakas secinat, ka lidzigus raditajus un rezultatus ieguva, un
apstiprinaja Zviedrija veikta p&tijuma starp 33 S. epidermidis izolatiem, 84% gadijumu (28 no
33 izolatiem) bija rezistenti pret zalu vielu, un 16% gadijumu (pieci no 33 izolatiem) bija jutigi
pret cefoksitinu (Hellmark, et al., 2009). Manuprat, Saja gadijuma ir svarigi atzZimét to, ka
Zviedrija veikta pétjjuma, tika izmantota 10ug cefoksitina deva, savukart, manis veiktaja
pétjuma tika izmantota 30ug deva. Lidzigus raditajus un rezultatus ieguva, un apstiprinaja
Belgija veikta p&tijuma starp 74 S. epidermidis izolatiem, 54% gadijumu (40 no 74 izolatiem)
bija rezistenti pret cefoksitinu (Argudin, et al., 2015).
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S. epidermidis jutiba pret eritromicinu

2% 5%

\

= Rezistents
Videji jutigs
= Jutigs

3.1.4. att. Procentuals S. epidermidis jutibas atspogulojums pret eritromicinu

Visaugstaka epidermala stafilokoka rezistence un zemaka jutiba tika noverota pret
makrolidu grupas savienojumu- eritromicinu (skat. 3.1.4. att.).

P&tfjuma rezultati liecina, ka eritromicins ir viena no zalu vielam, pret kuru S.
epidermidis uzrada vid&ju jutibu. Salidzinot manis ieghtos rezultatus, ar citiem veiktajiem
petijumiem un zinatniskajam publikacijam, nakas secinat, ka lidzigus raditajus un rezultatus
ieguva, un apstiprindja Tunisija veikta p&tijuma starp 77 S. epidermidis izolatiem, 62%
gadijumu (48 no 77 izolatiem) (Bouchami, et al., 2006), Zviedrija veikta pétijuma starp 33 S.
epidermidis izolatiem, 67% gadijumu (22 no 33 izolatiem) (Hellmark, et al., 2009), ka ari
Belgija veikta p&tijuma starp 74 S. epidermidis izolatiem, 67% gadijumu (50 no 74 izolatiem)
(Argudin, et al., 2015).

Visos minétajos petijumos, visaugstako antibakterialo lidzeklu rezistenci noveroja pret
eritromicinu. Procentuali salidzinot, var novérot redzamu atSkiribu starp maniem iegiitiem
rezultatiem un publikacijas minétajiem. Tomér visos gadijumos, eritromicins bija viena no tam

zalu vielam, pret ko S. epidermidis bija pats nejutigakais.
Sikak apskatot fluorhinolonu grupas savienojumu ciprofloksacinu, var novérot, ka

lidzigi ka cefoksitina gadijuma, ciprofloksactnam ir salidzinosi augsti rezistences un salidzinosi

zemi epidermala stafilokoka jutibas raditaji (skat. 3.1.5. att.).
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S. epidermidis jutiba pret ciprofloksacinu

0,
2% = Rezistents

Videji jutigs
= Jutigs

3.1.5. att. Procentuals S. epidermidis jutibas atspogulojums pret ciprofloksacinu

Petfjuma rezultati liecina, ka ciprofloksacins ir viena no zalu vielam, pret kuru S.
epidermidis uzrada vid&ju jutibu. Salidzinot manis ieghtos rezultatus, ar citiem veiktajiem
petijumiem un zinatniskajam publikacijam, nakas secinat, ka lidzigus raditajus un rezultatus
ieguva, un apstiprinaja Zviedrija veikta pétijuma starp 134 S. epidermidis izolatiem, 81%
gadijumu (109 no 134 izolatiem) (Hamad, et al., 2015). Atskirigi rezultati tika sasniegti Belgija
veikta pétijuma starp 74 S. epidermidis izolatiem, kur ciprofloksacina rezistenci novéroja 49%
gadijumu (36 no 74 izolatiem) (Argudin, et al., 2015). Rezistenci novéro nosaciti retak, neka
manis veiktaja pétijjuma. Savukart, vél viena Zviedrija veikta petijuma, ciprofloksacina
rezistences klatbiitne epidermala stafilokoka izolatos tika noteikta procentuali vél augstak, t.i.,
79% gadijumu (26 no 33 izolatiem) (Hellmark, et al., 2009).

Analiz€jot gan savuS iegiitos datus, gan publikacijas mingtos varu secinat, ka
ciprofloksacins ir ta zalu viela, kas tomer var biit efektiva KONS izraisitu infekciju terapija.
Varbitiba, ka S. epidermidis bus jutigs pret ciprofloksacinu ir augstaka, neka pret to pasu

eritromicinu.
Sikak apskatot linkozamidu grupas savienojumu klindamicinu, var novérot, ka zalu

vielai ir salidzinoSi zemaki rezistences un salidzinosi augstaki epidermala stafilokoka jutibas

raditaji (skat. 3.1.6. att.).
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S. epidermidis jutiba pret klindamicinu

= Rezistents
Videji jutigs
= Jutigs

3.1.6. att. Procentuals S. epidermidis jutibas atspogulojums pret klindamicinu

Pétfjuma rezultati liecina, ka klindamicins ir viena no zalu vielam, pret kuru S.
epidermidis uzrada vid&ju jutibu. Salidzinot manis ieghtos rezultatus, ar citiem veiktajiem
petijjumiem un zinatniskajam publikacijam, nakas secinat, ka lidzigus raditajus un rezultatus
ieguva, un apstiprinaja Zviedrija veikta pétijuma, starp 33 S. epidermidis izolatiem, 67%
gadfjumu (22 no 33 izolatiem) (Hellmark, et al., 2009), Belgija veikta pétijuma, starp 74 S.
epidermidis izolatiem, 45% gadijumu (33 no 74 izolatiem) (Argudin, et al., 2015), vél viena
Zviedrija veikta pétijuma, starp 134 S. epidermidis izolatiem, 58% gadijumu (78 no 134
izolatiem) (Hamad, et al., 2015). Viena publikacija ir minéts gadijums, kad tika noteikta 94%
S. epidermidis rezistence pret klindamicinu, kas ir ievérojami lieclaks raditajs, neka manis
veiktaja pétijuma (Widerstrom, et al., 2009).

Analiz€jot gan savus iegiitos datus, gan publikacijas minétos varu secinat, ka
klindamicins var bt ievérojami efektivaks KONS izraisitu infekciju terapija, neka eritromicins,
ciprofloksacins un cefoksitins. Varbiitiba, ka S. epidermidis bus jutigs pret klindamicinu bis

viena no augstakajam.
3.2. Mikrotitru plates rezultati
Pétijuma lietota modificéta Christensen metode (Christensen, et al., 1987). Lai noteiktu

biofilmas veidosanas sp&ju, tika analiz&ti 17 kliiskie S. epidermidis celmi. Mikroorganismu

izolati tika iegiti no intravaskulariem katetriem.
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3.2.1. att. Mikrotitru plates metodes rezultatu attélojums (autora attéls)

P&tijuma rezultati norada, ka 65% gadijumu, t.i., 11 no 17 S. epidermidis izolatiem spg&;j
veidot biofilmu (skat. 3.2.1. att.).

S. epidermidis biofilmu veidoSanas izolatos

= Veido biofilmu

= Neveido biofilmu

3.2.2. att. Procentuals S. epidermidis biofilmu veidoSanas salidzinajums

Analiz€jot gan savus iegiitos, gan publikacijas mingtos rezultatus varu secinat, ka
procentuali augstaki rezultati, izmantojot tadu pasu modificétu Christensen metodi, tika iegati
Brazilija veikta pétfjuma, t.i., 81% gadijumu (Oliveira, et al., 2010). Vajag atzimét, ka p&tijuma
54% gadijumu (44 no 82 izolatiem) biofilmu veidoja tie izolati, kuri tika ieglti no
intravaskulariem katetriem, savukart, pargjie izolati tika tika ieghti no hemokultiram.

Turpretim Pakistana veikta pétijuma biofilmu veidoSanos konstatgja retak, t.i., 37% gadijumu,
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ka arT, tikai 10% no izolatiem tika iegiiti no intravaskulariem katetriem, pargjo izolatu ipatsvaru
veidoja no urinkatetriem un urina iegtitic paraugi (Hassan, et al., 2011). Indija veikta pétjjuma
tika izmantota cita biofilmas veido$anas metode, nevis Christensen metode, bet Moretro
protokols. Parsvara p&tamie izolati tika ieghti N0 hemokultiram. Rezultati sanaca lidzigi,
respektivi, 74% gadijumu (74 no 100 izolatiem) veidojas biofilma (Jain, et al., 2009).

Pedejas dekades laika ir veikti vairaki p&tijumi, kas tieSi ir v@rsti uz vienu no S.
epidermidis virulences faktoru, t.i., biofilmas veidosanos. Pielietojot praksé fenotipiskas
izmekleéSanas metodes, pieaugs varbiitiba iesp&jama virulences faktora identific€Sanai.
Diemzel, bet nemot véra plaso S. epidermidis izplatibu arstniecibas iestades, un, veicot
izmekléjumus, arvien biezak tiek identificéti patogénie, biofilmu veidojosie epidermala
stafilokoka celmi.

Viens no nozimigakajiem epidermala stafilokoka virulences faktoriem ir sp€ja veidot
biofilmu. Biezi vien, mikroorganismu kontaminacijas dél, ir griti atSkirt isto infekcijas
ierosinataju no viltus ierosinataja. Epidermala stafilokoka sp€ja kontaminét dazadus kliniskos
pacienta materialus un paraugus var rast griitibas un dazadas, ar sekojoSu terapiju saistitas,
komplikacijas (skat. 3.2.3. att.). Katru gadu pieaug HAISs, t.i., ar veselibas apripi saistitu

infekciju skaits (health care associated infections) (Suetens, et al., 2017).

Ar katetru lietoSanu saistitu infekciju skaits
(% Tpatsvars no visiem HAIs)

<4 "{F:':}
4 - <6

=6 - <8

N 8 - <12

=12

[ Nav ieklauts

Kartg neredzamas valstis
1  Lihten3teina

3 Luksemburga
— Malta

3.2.3. att. Ar katetru lietoSanu saistitu infekciju prevalence, procentuals salidzinajums (ar

izmainam no Suetens, et al., 2013).
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Analizgjot Eiropas Slimibu profilakses un kontroles centra (ECDC) statistiskos datus,
var secinat, ka Latvijas prevalences dati uz kopgja Eiropas valstu fona, it pasi Bulgarijas,
Griekijas, Rumanijas, Italijas u.c., ir vieni no labakajiem. Kas varétu liecinat par tik krasu
atSkiribu, iesp&jams pacientu, t.i., aprip&jamo skaits, infekciju kontrole, epidemiologiska
uzraudziba, arstu un arstniecibas iestades personala izglitosana. Salidzinot iedzivotaju skaitu,
Latvija 2012 gada bija virs 2 miljoniem, savukart, Bulgarija virs 7,3 miljoniem. DiemZzgl, bet
jaunaku datu, kas liecinatu par §1 briza situaciju vél nav publicéti (Suetens, et al., 2013).

Ka jau iepriek$ bija minéts, epidermala stafilokoka izraisitu patologiju un ar katetru
lietosanu saistitu infekciju gadfjumu skaits korelg ar pacientu vecumu. Sveicg veiktaja pétijuma
tika noskaidrots, ka visbiezak ar veselibas apriipi saistitu infekciju gadijumu skaits, ir vecuma

grupa no 41 lidz pat 80 gadiem (skat. 3.2.4. att.) (HOpitaux Universitaires de Geneve, 2018).

10
g_
87 74%
2 7
k]
= 67
=
= 57
E
= 47
|E
o - i,
3 3 25%
2-
1.2%
1_
U_
\.’Lwnecumoq 217 13—40 41-60 3'1-80 >80

Vecuma grupas

3.2.4. att. Ar veselibas apriipi saistitu infekciju prevalence dazadas vecuma grupas (ar izmainam

no Hopitaux Universitaires de Genéve, 2018).

Kadi vargtu bt racionali scenariji un stratégijas, lai cinitos ar epidermala stafilokoka
producétam biofilmam un sekojosam infekcijam. Uz doto bridi zinot un izprotot, ka veidojas
biofilmas gan molekulara, gan genétiska limeni, var improvizet iesp&jamos “cinas” variantus.

Tiek minétas vairakas kliniskas stratégijas, ka varétu mazinat epidermala stafilokoka
kolonizaciju un sekojosu biofilmas veidoSanos, pirmkart, lietot katetru lock skidumus, otrkart,
izmantot katetrus ar inkorporétam zalu vielam. Antibakteriala lock terapija (ALT, antimicrobial
lock therapy) tiek pielietota visbiezak, lai reduc&tu un kontrolétu katetru iesp&jamo kolonizaciju
un biofilmu veidosanos (Algburi, et al., 2017). ALT terapijas pamata ir intravaskulara katetra,

nosacita, sterilizacija ar antibakterialas zalu vielas Skiduma infiziju. Viens no butiskakajiem
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terapijas momentiem ir zalu vielas koncentracija, tai ir jabut vismaz 100 Iidz 1000 reizu lielakai,
neka minimala inhib&josa koncentracija (MIC) (Woods, Percival, 2014). Sada veida terapijai ir
gan pozitivas, gan arl izteikti negativas ipasibas. Pirmkart, parsvara terapija tiek izmantots
vankomicins, kas ir specigs, Saura spektra antibakterials Iidzeklis, iesp€jamie rezistences
izveidoSanas riski ir parak kritiski un absoliiti nevélami. Ka arT p&tijjumos tiek aprakstits, ka
vankomicins ir neefektivs “cina” jau ar izveidotajam S. epidermidis biofilmam (Claessens, et
al., 2015).

ALT var izmantot ne tikai antibakterialos lidzeklus, bet ari helatus, piem., EDTA.
Iedarbibas pamata ir neskistosu komplekso savienojumu veidosanas ar biofilmas Ca?*, Mg?*,
Fe*? joniem. Percival, et al., p&tfjuma in vitro modeli tika noteikts, ka 40mg/mL EDTA §kidums
sp&j ievérojami samazinat biofilmu veidosanos intravaskularos katetros, ipasi centralos venozos
katetros (Percival, et al., 2005).

Viena no visbiezak izmantotajam stratégijam ir lock skidumu izmantoSana, bet biezi
vien tiek izmantoti ar1 katetri ar inkorporétam zalu vielam, arstniecibas praks€ izmantojot,
antibakterialos katetrus. Katetros var biit ieklautas hlorheksidina, sudraba sulfadiazina, ka ar1
5-fluorouracila molekulas. Tomér, $adu katetru pielietoSana praks€ ir saméra ierobezota, jo
efekts ir diez ko islaicigs, ka ari, sadu katetru lietoSana nederés gadijumos, ja ir nepiecieSams
izmantot katetru ilglaicigi.

Viena no jaunakajam kliniskajam stratégijam un alternativam ir antibakterialo lidzeklu
lictosana kopa ar citam specifiskam antibakterialam komponentém, kuram iedarbojoties, piemit
sinergisks efekts. Pieméram, antimikrobialic peptidi, biofilmu degrad€josie enzimi, QS
inhibitori, &teriskas ellas, ka arT nanodalinas (Gupta, Birdi, 2017). No antibakterialo peptidu
grupas varétu izmantot tahiplezinu I1I, indollicidinu, mellitinu u.c. kopa ar antibakterialam zalu
vielam, piem., vankomicinu, ciprofloksacinu. No degradéjoSo enzimu grupas in vivo un in vitro
modelos izmanto dispersinu B, piem., kombinacija ar triklozanu, alginata liazi kombinacija ar
gentamicinu. No QS inhibitoru grupas patulinu, kombinacija ar tobramicinu, baikalina hidratu
komb. ar vankomicinu, ajoénu komb. arT ar tobramicinu. No &terisko ellu grupas izmanto
eugenolu komb. ar ampicilinu, smarzigas pelargonijas &terisko ellu komb. ar norfloksacinu.
Savukart, no nanodalinu grupas varétu izmantot sudraba, ka ar1 green sint€zes sudraba
nanodalinas komb. ar vankomicinu, selenata nanodalinas komb. ar oksacilinu, ka ar1 citrat-
ieklautas sudraba nanodalinas komb. ar aztreonamu. Sadu specifisku, sinergisku vielu
izmantoSana praksé ir tikai sakuma stadija, turklat petjjumos izmantoti nevis epdiermala
stafilokoka celmi, bet gan S. aureus un P. aeruginosa (Algburi, et al., 2017).

Atklajot un arstniecibas terapija ieklaujot arvien jaunas biofilmas supres€josas zalu

vielas un lock skidumus, vargs biitiski samazinat ar katetru lietoSanu saistitu infekciju incidenci.
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3.3. Geno Type™ testa rezultati

Epidermalo stafilokoku izolatu meticilinrezistences apstiprinasanai tika izmantots Geno

Type™ tests. Pétijuma tika analizéti 17 S. epidermidis izolati, kas iegiiti no intravaskulariem

katetriem, rezultata tika noskaidrots, ka 76% gadijumu, t.i., 13 no 17 izolatiem, ir pozitivs mecA

gens (skat. 3.3.1. tabulu).

mecA géna klatbiitne S. epidermidis izolatos

3.3.1. tabula

Izolatu skaits, n

mecA(+), n (%)

mecA(-), n (%)

17

13 (76)

4 (24)

Pielietojot genotipisko izmekleSanas metodi, tika noteikta meticilinrezistences izraiso$a

mecA géna klatbiitne, kas S. epidermidis izolatos redzami doming. Pétjjuma laika, tika kostat&ta

korelacija starp mecA géna klatbiitni, antibakterialo rezistenci (ipasi pret FOX ka B-laktamu

grupas zalu vielu) (skat. 3.3.2. tabulu).

3.3.2. tabula
S. epidermidis izolatu biofilmu, rezistences un mecA gena klatbiitnes apkopojums
Nr.p.k. Biofilma FOX mecA
1. \Y R Poz
2. \Y R Poz
3. \Y R Poz
4. \Y R Poz
5. \Y R Poz
6. V R Poz
7. V R Poz
8. S
9. V R Poz
10. S
11. R Poz
12. R Poz
13. \Y R Poz
14. S
15. \Y R Poz
16. S
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17. \Y R Poz

V — biofilma veidojas

N — biofilma neveidojas

FOX — cefoksitins

Interpretacija: S — jutigs, R — rezistents

Poz — pozitiva mecA gena klatbttne izolatos
Neg — negativa mecA géna klatbiitne izolatos

Analizgjot ieglitos datus var secinat, ka mecA géna neesamiba S. epidermidis izolatos
korele ar epidermala stafilokoka jutibu pret cefoksitinu (FOX). Respektivi, ja nav
meticilinrezistences kodgjosa géna, tad mikroorganismi biis jutigi pret antibakterialo zalu vielu,
vai arT otradak, ja ir meticilinrezistences kod€joSais géns, tad mikroorganismi biis nejutigi pret
antibakterialo zalu vielu. Savukart, ja apskata biofilmas producéSanu un mecA géna klatbttnes
savstarp&ju saistibu, tad nenovéro korelaciju, jo ne visos gadijumos, piem., kad veidojas vai
otradi neveidojas biofilma, ir pozitiva vai otradak negativa mecA géna klatbiitne.

Salidzinot gan savus iegltos, gan publikacijas min€tos rezultatus varu secinat, ka
Brazilija veikta petijuma 85% gadijumu (126 no 149 izolatiem) tika konstateta géna klatbiitne,
kas veido meticilinrezistenci. Izolati tika iegiiti no hemokultiiras (69% gadijumu), ka ar1 no
katetriem (lorio, et al., 2011). V&l viena Brazilija veikta pétijuma 72,5% gadijumu (116 no 160
izolatiem) tika konstatéta mecA géna klatbutne (Martins, et al., 2013). Indija veikta pétjjuma
67% gadijumu tika konstatéta mecA geéna klatbitne, bet iegiitie izolati bija nevis no
hemokulttram vai intravaskulariem katetriem, bet no iekaisusas acs konjunktivas (Jena, et al.,
2017). Dienvidafrika veikta pétijuma, Ehlers, et al., komanda visos p&tamajos S. epidermidis
izolatos (n-59) konstatéja mecA génu, lidzigi ka manis veiktaja p€tijjuma, izolatu iegiisanai tika
izmantoti intravaskularie katetri (Ehlers, et. al., 2018). Savukart, Wang, et al., p&tijuma rezultati
bija ievérojami citadaki, tikai 34,4% gadijumu tika konstatéta géna klatbutne (Wang, et al.,
2016). Lidzigus rezultatus ieguva ari Watanabe, et al., géna klatbiitne tika konstatéta ievérojami
zemak, neka manis veiktaja petijjuma, t.i., 36% gadijumu. Interesanti liekas tas, ka abi p&tjjumi
ir veikti viena valsti, t.i., Japana, ka arT viena laika posma, 2016. gada. Kas nebiit nav
mazsvarigi, epidermala stafilokoka celmus neizolgja no intravaskulariem katetriem, bet gan no
citam lokacijam (Watanabe, et al., 2016). Salidzinosi Iidzigi rezultati sanaca ari Kitao, et al.,
veiktaja petijuma, 42,9% gadijumu tika noteikta mecA géna klatbutne S. epidermidis izolatos,
kas iegiiti no hemokultiram (Kitao, et al., 2010). Savukart, Cabrera-Contreras, et al., komanda,
veicot pétijumu Meksika, nonaca pie secinajuma, ka biofilmu neveidojosie S. epidermidis
izolati 64% gadijumu bija mecA géna pozitivi, savukart, biofilmu veidojoSie izolati 91%

gadijumu bija mecA geéna pozitivi, $aja gadijuma var noverot korelaciju starp sp&ju veidot

56



biofilmu un mecA géna klatbutni, jo ir skaidri redzama procentuala atskiriba, ka biofilmu
veidojoSajiem izolatiem ir procentuali izteiktaka géna klatbuitne (Cabrera-Contreras, et al.,
2013).

Biezi vien publikacijas tiek aprakstits, ka S. epidermidis izolati aptuveni no 75 lidz pat
90% gadijumu ir rezistenti pret meticilinu. Sada procentuala prevalence tika noteikta arf manis
veiktaja pétjuma, respektivi, 76% gadijumu tika konstatéts mecA g€ns, kas medi€
meticilinrezistenci. Pastav ciesa saistiba starp antibakterialo zalu vielu rezistenci un mecA géna
klatbutni mikroorganismu genoma. Vienigi atSkiriba ir novérojama starp géna klatbiitni un
sp&ju veidot biofilmu, jo ne visos gadijumos, abi raksturlielumi, korel€ sava starpa.

Publikacijas ir aprakstiti gadijumi, kad meticilinrezistentajam S. epidermidis var
izpausties multi-rezistence, t.i., gadijumos, ja tiek noteikta rezistence ne tikai pret -laktamu
grupas antibakterialiem lidzekliem, bet ari fluorhinoloniem, glikopeptidiem u.c. zalu vielu
grupam. P&tljumos tiek aprakstiti gadijumi, ka biofilmu veidojosiem S. epidermidis izolatiem
piemit izteiktaka rezistence pret antibakterialiem Iidzekliem, neka tiem epidermala stafilokoka
izolatiem, kuri neveido biofilmas (Sahal, Bilkay, 2014). Ka jau iepriek§ bija ming&ts, SO
korelaciju starp meticilinrezistenci, mecA géna klatbttni un biofilmas veidoSanos es sava
petijuma nenoveroju.

Mehanismu un secigu procesu noteikSanai, kas medi€ antibakterialo lidzeklu, tostarp
meticilina rezistenci, piemit kritiska nozime. Pielietojot arstniecibas praksé genotipiskas
izmekleSanas metodes, varés atrak reagét un priekslaikus administrét tas nepieciesamas zalu
vielas, pret kuram S. epidermidis bas jutigs, nevis rezistents.

Runajot un skatoties retrospektivi par paveikto petijumu velos ieskicet to, ka p&tijums
izdevas un pétijuma izmantotas metodes tika veiksmigi realizétas. Atbildot uz jautajumu, vai
es gribetu kaut ko mainit, papildinat, tad atbilde bus viennozimigi ja, jo, intereses péc, veletos
izmantot vél citu biofilmas veidoSanas noteikSanas, piem., Congo red agara metodi. Sikak
iedzilinoties epidermala stafilokoka genoma, varétu un gribetu izmantot citas genotipiskas
izmekleésanas metodes, piem., multilokusu sekvencu tip€Sanu. Drizak ta varétu but ka nakotnes
perspektiva. Kas varbiit ne tik labi un ne ar pirmo reizi izdevas, ta drosi vien bija mikrotitru
plates metode, biofilmas veidoSanas noteikSanai. Esmu ieskic€jis iesp&jamos nakotnes petijjumu

planus.
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SECINAJUMI

No 43 S. epidermidis izolatiem visaugstako rezistenci, 93% gadijumu (n-39), novéro
pret eritromicinu.

No 43 S. epidermidis izolatiem visaugstako jutibu, 100% gadijumu (n-43), novéro pret
vankomictnu.

No 43 S. epidermidis izolatiem vidéju jutibu, 2% gadijumu, novéro gan pret
eritromicinu, gan ciprofloksacinu, 4% gadijumu pret klindamicinu.

No 17 S. epidermidis izolatiem, kas iegiiti no intravaskulariem katetriem, 65% gadijumu
(n-11) veidojas biofilma.

No 17 S. epidermidis izolatiem, kas iegiiti no intravaskulariem katetriem, 76% gadijumu
(n-13) tika noteikta mecA géna klatbutne.

mecA géna klatbatne S. epidermidis izolatos korel€ ar rezistenci pret cefoksitinu.

S. epidermidis izolatos nenovéro korelaciju starp mecA géna klatbitni un sp&ju veidot

biofilmu.
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PIELIKUMI

1. pielikums

S. epidermidis virulences faktori, to géni un funkcijas (ar izmainam no Fey, Olson, 2010; Otto,

2012).

Virulences faktors

Gens

Funkcija

Biofilmas veidoSanas:

Primara saistiSanas ar virsmu

AtIE atlE Daudzfunkcionals adhezins,
ietekmé virmas hidrofobitati
Aae aae Daudzfunkcionals adhezins
Teihojskabe Multipli biosinteézes géni | letekme saistiS8anos, biofilmas
(tag) komponente
SdrF sdrF Saistas ar kolagénu
SdrG (Fbe) sdrG Saistas ar fibrinogénu
SdrH sdrH Iesp€jams ietekmé saistiSanos
Ebp ebp Saistas ar elastinu
Embp embp Saistas ar fibronektinu
AtIE/ Aae atlE/ aae Saistas ar vairakiem Stnapvalka
proteiniem
Aap aap Saistas ar korneocitiem
Iekssiinu agregacija
PNAG/ PIA icaA, D, B, C Ieksstnu polisaharidu adhezins
Bap bap Ieksstnu proteinu adhezins
Aap aap Ieksstnu proteinu prekursors
Embp embp Iek$stnu proteinu adhezins
Teihojskabe Multipli biosintézes géni | letekme saistiSanos, biofilmas
(tag) komponente
Iekssiinu agregacija:
Protektivie eksopoliméri
PNAG/ PIA icaA, D, B, C Aizsarga no IgG, AMPs un
fagocitozes
PGA capABCD Aizsarga no AMPs un fagocitozes

IekSSunu agregacija:
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Antimikrobialo peptidu (AMPs) rezistence

SepA proteaze SepA Degrade AMPs
DIt, MprF, VraFG ditA, B, C, D, mprF, vraFG iesaistas AMPs izvadg,
vraFG savukart, dlt teihojskabju D-

alanilacijas procesa, bet mprF-

fosfolipidu lizeéSana

Aps sistéma

ApsR (graR), apsS (graS),

Regule AMPs rezistences

apsX mehanismus
ToksIni:
Enterotoksini
SEC3, SE1L sec3, selL Enterotoksinu génu patogenitates
saturosie genoma rajoni (génu salas)
- hemolizins hlb Hemolitiska un dermanekrotiska

iedarbiba

Fenolskistosie modulini

(PSMs)

PSMa. psma Merenas iedarbibas citolizins
PSMB1, PSMB2 psmpl, psm/p2 Biofilmas surfaktans, virsmas aktiva
viela
PSM$ psmé Spécigas iedarbibas citolizins
PSMe psme Merenas iedarbibas citolizins
8- toksins hld Mg&renas iedarbibas citolizins
PSM- mec psm- mec Merenas iedarbibas citolizins
Eksoenzimi:
Proteazes
Termonukleaze (nuc) nuc Nav zinama
Serina proteaze HtrA, htrA, sspA Nav zinama
serina proteaze V8
SspA
Cistelna proteazes sspB, sspC Nav zinama, iesp&jams veicina audu
(SspB, Ecp) bojajuma rasanos
Metaloproteaze/ sepA Citolitiska iedarbiba
elastaze (SepA)
Glutamilendopeptidazes | SSPA Piedalas fibrinogéna degradacija,
(GluSe, SspA, Esp) veicina proteolizi
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Lipazes (GehC, GehD)

gehC, gehD, lipA

Nav zinama

Citi faktori
Lantibiotikas Nav zinams Bakteriocinas 1pasibas, kave citu
(epidermins, Pep5) mikroorganismu attistibu
Taukskabju Nav zinams Procese baktericido taukskabju

modific€josie enzimi

(FAME)

detoksifikaciju, ieklauj arT pie

eksoenzimu grupas

Stafiloferrini A un B

sfna géna lokusa

Iesaistas sidereforu iegiiSana,

pastiprina vairo$anos
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