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Streszczenie

Wzrost lekoopornosci bakterii obserwowany jest zaré6wno w medycynie ludzkiej,
jak i weterynaryjnej. W ostatnich latach powaznym problemem stata sie nieefektywna
antybiotykoterapia zakazen. Problem ten dotyczy wielu rodzajéw bakterii, w tym gronkowcéw
(Staphylococcus spp.) - ubikwitarnych, Gram-dodatnich ziarniakéw. Wiekszo$¢ z nich stanowi
oportunistyczng mikrobiote zasiedlajaca skore i btony $luzowe ludzi i zwierzat. Uwaza sie,
ze najwieksze ryzyko dla zdrowia zwigzane jest z nosicielstwem gronkowcéw koagulazo-
dodatnich (CoPS) - Staphylococcus aureus (gronkowiec ztocisty - S. aureus) i Staphylococcus
pseudintermedius (S. pseudintermedius), natomiast gronkowce koagulazo-ujemne (CoNS) byty
dotychczas uwazane wylacznie za gatunki niepatogenne lub za $rodowiskowe
zanieczyszczenie probek. Podczas, gdy gatunki koagulazo-dodatnie, zwlaszcza gronkowiec
ztocisty, sa dobrze poznane, wiedza o gronkowcach nieprodukujacych koagulazy jest nadal
fragmentaryczna. W ostatnich latach zaobserwowano wzrost znaczenia CoNS w aspekcie
klinicznym, z uwagi na wystepowanie u ludzi i zwierzat powaznych zakazen wywotanych
przez te bakterie.

W zwigzku z powyzszym, celem badan byla charakterystyka epidemiologiczna
gronkowcow izolowanych od ludzi i zwierzat towarzyszacych, identyfikacja gatunkowa
uzyskanych szczepdw bakteryjnych z wykorzystaniem nowoczesnych metod, takich jak
spektrometria masowa MALDI-TOF MS z dodatkowa genotypizacja wybranych szczepéw
zaawansowanymi metodami molekularnymi wraz z oceng ich lekoopornosci. W wezszym
zakresie celem byto okres$lenie opornosci na metycyline na poziomie genetycznym
i fenotypowym, a takze oznaczenie typdw spa badanych szczepéw gronkowca ztocistego.
Dodatkowym aspektem projektu bylo badanie ankietowe, dzieki ktéremu pozyskano
informacje na temat charakterystyki grup badanych, srodowiska pracy i zamieszkania oraz
innych potencjalnych czynnikéw ryzyka kolonizacji przez gronkowce.

Materiatl w postaci wymazow bakteriologicznych pozyskano od ludzi oraz pséw i kotow.
0Od kazdej osoby pobrano wymazy ze skoéry za malzowing uszng i w zgieciu tokciowym,
przedsionka jamy nosowej i jamy ustnej. Materiat od zwierzat pochodzit z zewnetrznego
przewodu stuchowego, worka spojéwkowego, przedsionka jamy nosowej, jamy ustnej, skory
w pachwinie oraz odbytu. Jesli zwierze posiadato rane lub rany, dodatkowy wymaz pobierany
byt takze z tej lokalizacji. Badane osoby oraz wiasciciele zwierzat proszeni byli o wypetienie
ankiet, w ktorych pytano o cechy osobnicze, leczenie w ciggu ostatnich 12 miesiecy
(z uwzglednieniem przypadkéw hospitalizacji i antybiotykoterapii), mozliwos¢ kontaktu ze
zwierzetami, a takze warunki srodowiskowe, w ktorych zyja badani ludzie i zwierzeta. Celem
identyfikacji gatunkowej uzyskanych szczepéw bakteryjnych wykonano badanie

bakteriologiczne, test probéwkowy na wytwarzanie koagulazy oraz badanie metodg MALDI-



TOF MS. Przynaleznos$¢ gatunkowa Staphylococcus aureus i Staphylococcus pseudintermedius
potwierdzono odpowiednio poprzez detekcje gendéw nuc, spa oraz pta z wykorzystaniem
metody PCR-RFLP zgodnie z wytycznymi literatury. Lekowrazliwo$¢ szczepdw z rodzaju
Staphylococcus na poziomie fenotypowym okreslono z wykorzystaniem metody dyfuzyjno-
krazkowej oraz MIC w oparciu o standardy CLSI. Genetyczne determinanty opornosci na
wybrane grupy chemioterapeutykéw przeciwdrobnoustrojowych wykrywano metoda PCR.
Wykonano réwniez badanie metycylinoopornosci szczepéw CoNS pochodzacych od zwierzat
metoda MIC.

W badaniu wzieto udziat 161 kotéw, 113 pséw i 261 oséb, a szczegétowym analizom
laboratoryjnym poddano 165 szczepdéw S. pseudintermedius, 202 szczepy S. aureus oraz 413
szczepow CoNS. Najczesciej izolowanymi gatunkami gronkowcéw byty od badanych ludzi
- S. epidermidisiS. aureus, od kotéw - S. felis i S. epidermidis oraz od ps6w - S. pseudintermedius
i S. epidermidis. Wér6d badanych izolatéw CoPS dominowata oporno$¢ na penicyline,
ampicyline, klindamycyne, erytromycyne i amoksycyline z kwasem klawulanowym. Czestos$¢
izolacji metycylinoopornych gronkowcéw byta znacznie wyzsza w przypadku CoNS (18%) niz
CoPS (2%). Stwierdzono réwniez znaczny odsetek (niemal 16%) szczepoéw S. aureus
i S. pseudintermedius, u ktérych obecne byly geny vanA i vanB. Analiza statystyczna danych
uzyskanych z ankiet wykazata, Ze wsrdd istotnych czynnikéw ryzyka kolonizacji badanych
ludzi i zwierzat przez gronkowce nalezy wymieni¢ m.in. ekspozycje na sSrodowisko medyczne
(zaréwno w ramach wykonywanej pracy, jak i w roli pacjenta), leczenie w poprzednim roku
(wlaczajac terapie przeciwdrobnoustrojowe) i kontakt ze zwierzetami (w Zyciu zawodowym

oraz prywatnym).

Rezultatem przeprowadzonych badan wtasnych sg sformutowane wnioski, stanowigce
odpowiedzi na postawione pytania badawcze, ale takze implikacje praktyczne. Potwierdzono,
ze gronkowce powszechnie kolonizuja ludzi i zwierzeta, a opisana lekooporno$¢ stanowi
wskazéwke dla klinicystow przy podejmowaniu decyzji terapeutycznych. Wysoki odsetek
u zwierzat szczepow CoNS opornych na metycyline jest niepokojacy i sktania do refleksji nad
potencjalnym zagrozeniem dla zdrowia publicznego, jakie ze soba niesie, zwazywszy na
czestos¢ i blisko$¢ kontaktu ludzi z towarzyszacymi im zwierzetami. Poznanie czynnikéw
ryzyka kolonizacji ludzi oraz pséw i kotéw przez gronkowce pozwala na opracowanie

i wdrozenie dziatan edukacyjnych i profilaktycznych.



Abstract

An alarming increase of antibiotic resistance in bacteria is observed both in human and
veterinary medicine. The lack of effective antibiotic therapy has become a serious problem
in recent years. This problem affects many genera of bacteria, including staphylococci
(Staphylococcus spp.) - ubiquitous, Gram-positive cocci. Most of them belong to the
opportunistic microbiota that inhabit the skin and mucous membranes of humans and animals.
It is believed that the most significant risk to humans and animals is associated with carrying
of coagulase-positive staphylococci (CoPS) - Staphylococcus aureus (S. aureus) and
Staphylococcus  pseudintermedius (S. pseudintermedius), while coagulase-negative
staphylococci (CoNS) were considered exclusively as non-pathogenic species or environmental
contamination of the sample. While CoPS, especially Staphylococcus aureus, are well known,
the knowledge of the coagulase-negative staphylococci is still rather limited. In recent years,
there has been an increase in the importance of CoNS in the clinical aspect, due

to severe infections caused by these bacteria in humans and animals.

Therefore, the aim of the study was the epidemiological characterization
of staphylococci isolated from humans and companion animals, species identification of the
obtained bacterial strains using modern methods, such as mass spectrometry, the MALDI-TOF
MS method with additional genotyping of selected strains using advanced molecular methods
along with the assessment of their drug resistance. More narrowly, the aim was
to determine methicillin resistance at the genetic and phenotypic level, as well as to determine
the spa types of the tested strains of S. aureus. An additional aspect of the project was a survey,
from which information on the characteristics of the study groups, working and living

environment, and other potential risk factors for colonization by staphylococci was obtained.

The study material consists of bacteriological swabs taken from humans and dogs and
cats. From every person, the swabs from the skin behind the auricle and in the elbow bend,
nasal atrium and oral cavity were taken. The material from animals was collected from the
external auditory canal, conjunctival sac, nasal atrium, oral atrium, skin in the groin, rectum
and possible wounds or skin lesions (if present). The people and animal owners were asked
to complete questionnaires in which they were asked about personal characteristics, treatment
in the last 12 months (including cases of hospitalization and antibiotic therapy), the possibility
of contact with animals, as well as the environmental conditions in which the tested people and
animals live. To identify the species of the obtained bacterial strains, a bacteriological test,
a coagulase tube test and MALDI-TOF MS method were performed. Species affiliation
of S. aureus and S. pseudintermedius was confirmed by detection of nuc, spa and pta genes,

respectively, using the PCR-RFLP method in accordance with the guidelines of the literature.



The drug susceptibility of Staphylococcus spp. strains at the phenotypic level was determined
using the disc diffusion and MIC methods based on the CLSI standards. Genetic determinants
of resistance of selected groups of antimicrobial chemotherapeutics were detected by PCR.
Methicillin resistance of CoNS strains derived from animals was also tested using the MIC

method.

161 cats, 113 dogs and 261 people participated in the study, and 165 strains
of S. pseudintermedius, 202 strains of S. aureus and 413 strains of CoNS were selected
to detailed laboratory analyses. The most frequently isolated staphylococcal species were
S. epidermidis and S. aureus from humans, S. felis and S. epidermidis from cats, and
S. pseudintermedius and S. epidermidis from dogs. Among the tested CoPS isolates, resistance
to penicillin, ampicillin, clindamycin, erythromycin, and amoxicillin with clavulanic acid
prevailed. The isolation rate of methicillin-resistant staphylococci was visibly higher for CoNS
(18%) than for CoPS (2%). A significant percentage (nearly 16%) of S. aureus and
S. pseudintermedius strains were also found to contain the vanA and vanB genes. Statistical
analysis of the data obtained from the surveys showed that among the significant risk factors
of colonization of testes people and animals by staphylococci, one should mention, among
others: exposure to the medical environment (both as job and as a patient), treatment in the
previous year (including antimicrobial treatments) and contact with animals (in professional

and private life).

The results of the conducted own research are formulated conclusions, which are
answers to the research questions, but also practical implications. It has been confirmed that
staphylococci commonly colonize humans and animals, and the described drug resistance
is a guideline for clinicians when making therapeutic decisions. The high percentage
of methicillin-resistant CoNS strains in animals is alarming given the frequency and proximity
of human contact with companion animals. Understanding the risk factors
of colonization of humans, dogs and cats by staphylococci allows for the development and

implementation of educational and preventive measures.



WPROWADZENIE

143 lata temu, 36-letni szkocki chirurg Alexander Ogston (1844-1929), zaniepokojony
wysoka  Smiertelnoscia  pooperacyjna, zaczat badaé przyczyny zakazen ran
i bakteriemii u swoich pacjentéw (Lyell, 1989; Newsom, 2008). Wykonywat rozmazy z ropy,
poszukujac mikroorganizmu odpowiedzialnego za ten proces. W ten sposob odkryt,
Zze w ropie obecne bylty ziarniaki. Zaobserwowat, Ze czasami utoZone byty w tancuchy
nazywane juz wczesniej ,Streptococcus”, a czasami w skupiska, grona - te wtasnie nazwat
Staphylococcus”. Powiazat réwniez zottawa barwe ropy pochodzacej z ostrych zakazen
z kolorem niektérych kolonii gronkowcéw, ktére okreslal ,the deepest orange-yellow”
(Newsom, 2008). Jednak w literaturze nadanie nazwy rodzaju ,Staphylococcus” oraz gatunku
sStaphylococcus aureus” przypisywane jest niemieckiemu lekarzowi Friedriechowi Juliusowi
Rosenbachowi, ktéry zaobserwowat wzrost dwéch typoéw kolonii gronkowcéw - biatych
i zéttawych, ktére w 1884 roku nazwat odpowiednio Staphylococcus pyogenes albus
i Staphylococcus pyogenes aureus (Rosenbach, 1884; Newsom, 2008), wspominajac jednak
Ogstona nastepujaco: ,I will here adopt the name proposed by Ogston” (F.J. Rosenbach; cyt. za
Newsom 2008; Rosenbach 1884). Ostatecznie okreslono, Ze obserwowane przez Rosenbacha
gatunki gronkowcdéw to Staphylococcus aureus oraz Staphylococcus epidermidis (Welch, 1891;
Becker i wsp., 2014). W obrebie rodzaju dokonano licznych reklasyfikacji, a mimo to nazwa
gatunku gronkowca ztocistego pozostaje nadal niezmieniona. Sto lat p6Zniej wykazano,
ze niektére szczepy rosng tylko w warunkach beztlenowych; wyodrebniono wiec dwa
podgatunki: Staphylococcus aureus subsp. aureus oraz Staphylococcus aureus subsp. anaerobius
(De La Fuente i wsp., 1985; Kmieciak i wsp., 2017).

Caly rodzaj Staphylococcus, z gronkowcem ztocistym na czele stat sie przedmiotem
licznych opracowan naukowych i prac badawczych, traktujacych o problematyce zakazen
z udziatem tych bakterii, a takze ich szczegétowej budowy i metabolizmu komdérki, czynnikéw
zjadliwosci i patogennos$ci, miejsc bytowania, a nawet budowy genomu. Po wpisaniu hasta
LStaphylococcus” w bazie PubMed, pojawia sie 18 519 wynikéw, zas w Google Scholar jest
to az 2 430 000 rezultatéw, w tym od 2022 roku do dzi$ az 35 600 (dostep: 9.04.2023). Liczby
te z zaledwie dwoch baz obrazujg skale zainteresowania tym obszarem, odzwierciedlajaca
ciaggte poszukiwania nowej wiedzy, rozwigzan diagnostycznych i sposobéw terapii. Tak duza
liczba doniesien mogtaby sugerowa¢, ze gronkowce nie moga nas juz niczym zaskoczyc¢.
Co zatem wiadomo, a czego jeszcze nie wiemy o gronkowcach?

Gronkowce to ubikwitarne, Gram-dodatnie bakterie, sposréd ktérych wiekszos¢
zaliczana jest do sktadu mikrobioty oportunistycznej, zasiedlajacej skére i btony sluzowe
réznych gatunkéw ssakéw (Gémez-Sanz i wsp., 2013 (b); Elmoslemany i wsp., 2021; Rana

iwsp., 2022; Wegener i wsp., 2022). Sktad ten jest gatunkowo, a nawet osobniczo zmienny, ale
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kilka gatunkéw gronkowcédw czesciej kolonizuje ludzi i zwierzeta. Sa to m.in. Staphylococcus
aureus (S. aureus - gronkowiec ztocisty), S. epidermidis, S. haemolyticus, S. lugdunensis,
S. saprophyticus u ludzi (Murray i wsp., 2018), S. felis, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. xylosus,
S. aureus u kotow (Bierowiec, 2019) oraz S. pseudintermedius, S. aureus, S. haemolyticus
i S. lentus u pséw (Ruzauskas i wsp., 2015; Bean i wsp., 2016; Kizerwetter-Swida i wsp., 2018;

Ma i wsp., 2020). Klasyfikacje systematyczng gronkowcoéw przedstawiono na rycinie 1.

Krolestwo Bacteria
Podkrolestwo Posibacteria
Typ Firmicutes
Klasa Bacilli
Rzad Bacillales
Rodzina Staphylococcaceae
Rodzaj Staphylococcus

Ryc. 1. Systematyka bakterii z rodzaju Staphylococcus (opracowanie na podstawie Szewczyk, 2019).

Kulisty lub owalny ksztatt komoérek i tworzenie pakietéw przypominajacych kis¢ winogron
to wspdlne cechy gronkowcéw (Szewczyk, 2019). Sa szeroko rozpowszechnione i moga
stanowié¢ przyczyne zakazen w obrebie wszystkich ukladéw, zaréwno u ludzi, jak
i u zwierzat (Szewczyk, 2019; Cocca i wsp., 2021; Rana i wsp., 2022). O tym, jak szybko
gronkowce ewoluujg $wiadczy¢ moze fakt, Ze obecnie zidentyfikowanych jest juz 85 gatunkow
i 30 podgatunkéw tego rodzaju (za: LPSN - List of Prokaryotic names with Standing
in Nomenclature; www. Ipsn.dsmz.de; dostep: 9.04.2023). W 2017 roku bylo
to odpowiednio 47 gatunkéw i 23 podgatunki (Josse i wsp., 2017). Zr6znicowanie gatunkow
w obrebie rodzaju w pewnym zakresie pozwala na identyfikacje i utatwia prowadzenie
diagnostyki (Szewczyk, 2019).

Ze wzgledu na obecnos$¢ enzymu koagulazy i zdolno$¢ do wykrzepiania osocza, gronkowce
dzielone s3 na koagulazo-ujemne (ang. coagulase-negative staphylococci, CoNS) oraz

koagulazo-dodatnie (ang. coagulase-positive staphylococci, CoPS), ktére uwazane s3 za



bardziej patogenne (Szewczyk, 2019; Elmoslemany, 2021; Abusleme, 2022; Thomson
i wsp., 2022; Burke i wsp., 2023; Silva, 2023).

Przez wiele lat CoNS uznawano za niegroZznych komensali (Becker i wsp., 2014). Bakterie
te powszechnie kolonizujg skoére i btony S$luzowe ludzi i zwierzat, a w okreslonych
okoliczno$ciach moga powodowa¢ zakazenia miejscowe lub choroby ogoélnoustrojowe
(Patkiewicz, 2003; Wos-Oxley i wsp., 2010; Becker i wsp., 2014). Aktualnie uwazane s3 za
istotne zagrozenie w kontekscie zakazen szpitalnych (ang. hospital-acquired infections; HAIs),
powodowane przez gatunki S. epidermidis i S. haemolyticus, a takze S. saprophyticus jako
przyczyny ostrego zapalenia drég moczowych, S. lugdunensis odpowiadajacego za endocarditis
i inne schorzenia (Becker i wsp., 2014; Abdel-Moein i wsp., 2020). Podobnie jak w przypadku
CoPS, zakazenia powodowane przez gronkowce koagulazo-ujemne stanowig szczegdlne
ryzyko u pacjentow po zabiegach wszczepienia implantéw, oséb przechodzacych przez
procedury medyczne (w tym hospitalizacje) i majacych kontakt ze srodowiskiem przychodni
czy szpitali (Becker i wsp., 2014).

S. epidermidis to jeden z najlepiej poznanych gronkowcéw koagulazo-ujemnych bytujacych
u ludzi i zwierzat, nalezacy do S. epidermidis Group (Becker i wsp., 2014). W jej sktad wchodza
réwniez S. haemolyticus, S. capitis, S. hominis, S. pettenkoferi, S. simulans i S. warneri. U ludzi
kolonizuje najczesciej skore pach, pachwin, krocza i przestrzeni miedzy palcami u stép oraz
nozdrza przednie i spojowke (Schleifer i wsp., 1975). Podobnie jest u zwierzat — najczesciej
wymieniane miejsca kolonizowane przez te bakterie to skéra oraz rany (GOémez-Beltran
i wsp.,, 2020; Moon i wsp., 2022a; Moon wsp., 2022b). Od chorych kotéw i pséw CoNS
izolowane s3 m.in. z przypadkéw ropni, zapalenia ucha srodkowego czy zapalenia spojéwek
(Bierowiec i wsp., 2019; Abdel-Moein i wsp., 2020). Wiedza na temat epidemiologii CoNS
pochodzacych od zwierzat sa znacznie mniej obszerna niz CoPS (Elmoslemany i wsp., 2021).
Gatunki te charakteryzuje wysoki stopien zmienno$ci genetycznej, a badania wskazujg,
ze niektére klony czeSciej niz inne powigzane sg z zakazeniami, zar6wno w $Srodowisku
szpitalnym jak i pozaszpitalnym u os6b dorostych i dzieci (Jamaluddin i wsp. 2008;
Widerstrom i wsp., 2011; Gordon i wsp., 2012). Dzieki transferowi zmiennych struktur
genetycznych, takich jak SCCmec, rozprzestrzenianie sie szczepéw o potencjale epidemicznym
zachodzi bardzo szybko (Kozitskaya i wsp., 2005; Miragaia i wsp., 2007). W poréwnaniu
do metycylinoopornych gronkowcéw ztocistych (ang. methicillin-resistant Staphylococcus
aureus, MRSA) mniej wiadomo na temat epidemiologii CONS w placéwkach ochrony zdrowia,
a takze o ich czynnikach wirulencji (Becker i wsp. 2014). Opisano izolacje klonéw
wielolekoopornych S. epidermidis i S. haemolyticus z zakazen u noworodkéw (zwtaszcza dzieci
przedwcze$nie urodzonych), a takze pacjentéw intensywnej opieki medycznej (Wang i wsp.,
1999; Krediet i wsp., 2004; Monsen i wsp., 2005; Foka i wsp., 2006; Widerstrém i wsp., 2006;
Liakopulos i wsp., 2008; Brito i wsp., 2009; Mazzariol i wsp., 2012; Rgken i wsp., 2022).



Rozprzestrzeniane sie pozaszpitalne S. epidermidis zostato udokumentowane réwniez u os6b
zdrowych, ktére nie byty hospitalizowane (Widerstréom i wsp., 2011).

[zolacja bakterii z grupy S. epidermidis w probkach pochodzenia klinicznego kazdorazowo
wymaga podjecia decyzji, czy odpowiadajg za objawy kliniczne pacjenta jako Zrédto zakazenia,
czy tez stanowia jedynie kontaminacje prébki jako mikrobiota komensalna (Becker i wsp.,
2014). Pomimo, iz zakazenia z udziatem CoNS charakteryzuja sie gléwnie przebiegiem
podostrym lub przewlektym z nieswoistymi, czesto fagodnymi objawami klinicznymi (von Eiff
i wsp., 2002), opisano rowniez przypadki zachorowan o przebiegu ciezkim, niekiedy nawet ze
skutkiem $miertelnym, zwtaszcza u noworodkéw lub oséb z ostabionym uktadem
immunologicznym (np. leukopenia) (Becker i wsp., 2014). Zapalenie wsierdzia, opon
mozgowych, stawdw, ropnie, a takze lokalne objawy takie jak rumien, opuchlizna, ocieplenie,
tkliwos$¢ tkanek i ropny wysiek to przyktady stanéw wywotanych obecnoscia S. epidermidis
(Hugonnet i wsp., 2004; Becker i wsp. 2014). Opisano réwniez przypadki bakteriemii
zwigzanej z obecnoscia ciat obcych (ang. foreign body-related bloodstream infections; FBR-
BSIs) (np. kateteréw dozylnych lub portéw naczyniowych) oraz zapalenia wsierdzia (ang. early
prosthetic valve infective endocarditis; PVIE) wywotanych przez S. epidermidis. Co ciekawe,
w tym drugim przypadku S. epidermidis odpowiadat za zakazenie w 37-47% przypadkéw,
aS. aureus tylko za 11-21% z nich (Moreillon i wsp., 2004; Hill i wsp., 2006; Alonso-Valle i wsp.,
2010). Réwniez przypadki zakazen powodowanych przez mate warianty CoNS (ang. small
colony variants; CoNS-SCVs) dotyczyly gtéwnie zakazen zwigzanych z obecnoscia ciat obcych
w organizmie (Baddour i wsp., 1990; von Eiff i wsp., 1999). Mozliwos$¢ kolonizacji powierzchni
biotycznych i abiotycznych, tworzenie biofilmu, produkcja enzyméw, a nawet zdolno$¢ do
internalizacji do wybranych komoérek gospodarza i ,ukrywanie sie” przed jego mechanizmami
obronnymi to wybrane czynniki zjadliwosci CoNS (Peters i wsp., 1981; Christensen i wsp.,
1982; Peters i wsp., 1982; Patti i wsp., 1994; Costerton i wsp., 1999; Chavakis i wsp., 2005;
Clarke i wsp., 2006; Hirschhausen i wsp., 2010; Heilmann, 2011; Becker i wsp., 2014; Foster
i wsp., 2014). Uwaza sie takze, ze szczepy CoNS bedace komensalami na skérze i btonach
$luzowych ludzi i zwierzat, moga stanowi¢ rezerwuar genéw opornosci i innych czynnikéw
wirulencji dla bardziej patogennych CoPS (Gémez-Beltran i wsp., 2020). Z obserwacji wiasnych
wynika, Zze w wielu laboratoriach komercyjnych, w przypadkach izolacji z materiatu
klinicznego gronkowcéw koagulazo-ujemnych, traktowane s3 one jako mikrobiota
komensalna i dla tych szczepéw nie jest rutynowo wykonywany antybiogram. Pacjent
otrzymuje wowczas wynik o tresci: ,wynik ujemny” lub ,nie stwierdzono obecnoS$ci
drobnoustrojéw patogennych” (ryc. 2) i pozostaje w trudnej sytuacji. Wystepuja ucigzliwe
objawy kliniczne (np. zapalenia zatok przynosowych), wskazujace na powiktanie bakteryjne
procesu chorobowego, ale jednocze$nie ujemny wynik badania uniemozliwia lekarzowi

odpowiedzialny dobor leku. Wéwczas albo wypisuje pacjentowi recepte na antybiotyk metoda
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»W ciemno”, bazujac na wtasnej wiedzy i doswiadczeniu klinicznym, albo leczy pacjenta
objawowo, bez stosowania antybiotykéw. Pojawia sie wtedy pytanie - ktéra z drog jest
wilasciwa? Uzyskanie informacji o gatunkach bakterii, ktére zostaly wyhodowane
z probki, ale nie zostaty uznane przez laboratorium za patogenne jest zwykle niemozliwe,
podobnie jak zlecenie laboratorium na wtasng prosbe oznaczenia opornosci tych szczepéw.
Z drugiej strony stosowanie antybiotykéw bez znajomosSci antybiogramu stwarza ryzyko nie
tylko rozwoju lekoopornosci drobnoustrojow, ale takze przedtuzania lub niepowodzenia
terapii. Bioragc pod uwage powyzsze aspekty, epidemiologia oraz charakterystyka czynnikow
zjadliwosci CoNS, a zwtlaszcza S. epidermidis wydaje sie szczeg6lnie interesujaca, zar6wno

u ludzi, jak i zwierzat.

Rodzaj badania: Wymaz z nosogardzieli (bad. bakter.)

wymaz / nosogardziel

Wynik badania:

Badanie wykonano metodg hodowlana.

Nie stwierdzono obecnosci drobnoustrojéw patogennych.

Legenda w przypadku wystgpienia antybiogramu:
O - oporny, W - wrazliwy, S (WZE) - wrazliwy przy zwi 1ej ekspozyciji drobr ju na lek, NO - naturalna oporno$¢

Uwaga! S (WZE) - oznacza, ze szczep jest wrazliwy w oparciu o wysokg dawke leku i zmieniony sposéb podawania (odstepy migdzy dawkami, czas wlewu, dystrybucja, wydalanie) lub wynikajacej z
wysokiego stezenia leku w miejscu zakazenia. Tylko wtedy terapia moze by¢ skuteczna.

Interpretacja wyniku oznaczenia i ina biotyki zgodnie z ymi zaleceniami EUCAST wersja 10.0 z dnia 01.01.2020 r. (www.eucast.org)

Autoryzowat:

Ryc. 2. Przyktad wyniku badania bakteriologicznego wymazu z nosogardzieli cztowieka

(archiwum wtasne).

Do grupy gronkowcéw koagulazo-dodatnich naleza m.in. S. aureus oraz S. pseudintermedius.
Uwaza sie, Ze najwieksze zagrozenie dla ludzi zwigzane jest z nosicielstwem gronkowca
ztocistego. W przypadku pséw i kotéw, rownie alarmujaca wydaje sie rosngca prewalencja
i lekoopornos¢ S. pseudintermedius (Ma i wsp., 2020). Dotychczas uwazano,
ze S. pseudintermedius to gatunek typowo zwierzecy, o marginalnym znaczeniu dla cztowieka.
Jednak prawdopodobnie czesto$¢ wystepowania tego gronkoweca u ludzi jest niedoszacowana,
ze wzgledu na mylng identyfikacje szczepow S. pseudintermedius jako S. aureus (Goémez-Sanz
i wsp., 2013 (b); Abusleme i wsp., 2022; Wegener i wsp., 2022). Wskazuje sie, Ze potencjat
chorobotworczy S. pseudintermedius u ludzi jest wysoki i poréwnywalny z S. aureus (Darlow

i wsp., 2017). Poza zdolnoscia kolonizacji ludzkich tkanek, gatunek ten moZe réwniez
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ogranicza¢ wzrost bakterii bedacych naturalng mikrobiota ludzi i zwierzat (Kmieciak i wsp.,
2018). Bezobjawowa kolonizacja ludzi zaré6wno wariantami metycylinoopornymi (MRSA), jak
i wrazliwymi (ang. methicillin-susceptible Staphylococcus aureus, MSSA) gronkowca ztocistego
stanowi istotny czynnik predysponujacy do zakazen, a takze rozwoju bakteriemii (Bierowiec
iwsp., 2014). Uwaza sie, ze ryzyko zakazen u nosicieli MSSA jest trzykrotnie wyzsze niz u oséb
nieskolonizowanych, a w przypadku MRSA nawet czterokrotnie wyZsze niz u nosicieli MSSA
(Szymanek-Majchrzak i wsp., 2019). Ponadto, MRSA s3 zaliczane do jednych z najbardziej
niebezpiecznych ludzkich patogenéw (Faires i wsp., 2009; CDC, 2019; Szymanek-Majchrzak
i wsp., 2019; Rgken i wsp., 2022; Fitranda i wsp., 2023).

W stanach obniZonej odpornosci gronkowce moga by¢ przyczyng zakazen endogennych,
poczawszy od stanéw zapalnych skéry nawet do standw zagrozenia zycia, takich jak:
zastoinowa niewydolno$¢ serca, cukrzyca, choroby ptuc, uszkodzenie nerek czy bakteriemia
(Oliveira i wsp., 2002; McKinell i wsp., 2013, Bierowiec i wsp., 2014, D'Aofit i wsp., 2022; Rana
i wsp., 2022; Thomson i wsp., 2022, Wegener i wsp., 2022; Saud i wsp., 2023). O przebiegu
zakazenia decydowa¢ moga lekoopornosé oraz inne czynniki wirulencji, charakteryzujace
dany szczep bakterii. Problem narastajacej opornosci (ang. antimicrobial resistance, AMR)
i wystepowanie szczepéw opornych na wszystkie lub niemal wszystkie powszechnie
stosowane grupy lek6w maja znaczacy wplyw na przebieg terapii zakazen oraz powiktan
choréb podstawowych pacjentéw (Cocca i wsp., 2021). Wielolekoopornos¢ (ang. multidrug-
resistance, MDR) niejednokrotnie odpowiada za przedtuzajace sie leczenie, zmeczenie
i ostabienie pacjentéw, nawracajace zakazenia i stosowanie kolejnych chemioterapeutykéw,
a czasami nawet zupelnie niepowodzenie w terapii. Stanowi réwniez obcigzenie dla systemu
opieki zdrowotnej, zwieksza koszty pracy oraz obniza wydolno$¢ pracownika lub wyklucza go
z pracy (Nowakowicz-Debek i wsp., 2016; Kozinska i wsp, 2017; Yaovi i wsp., 2022). Jest to
réwniez problem dla ochrony zdrowia publicznego (Elmoslemany i wsp., 2021).

Potencjal zoonotyczny S. aureus i S. pseudintermedius nie zostat jeszcze do korica
wyjasniony. Tematyka transmisji gronkowcéw pomiedzy cztowiekiem i zwierzeciem zastuguje
na uwage zwlaszcza w kontek$cie mozliwosci szerzenia genéw opornosci na
chemioterapeutyki przeciwdrobnoustrojowe. Mozliwo$¢ transmisji bakterii pomiedzy ludZmi
i zwierzetami, a takze wymiany informacji genetycznej pomiedzy réznymi gatunkami
drobnoustrojéw oznacza, ze bakteryjne szczepy zwierzece i ludzkie moga nabywac¢ geny
opornosci na leki przeciwdrobnoustrojowe poprzez horyzontalny transfer gendw i stawac sie
bardziej zjadliwe (Wtadyka i wsp., 2015; Kizerwetter-Swida i Ptawinska-Czarnak, 2017).
Proponowany model potencjalnej transmisji drobnoustrojow i zaleznos$ci miedzy

zwierzeciem, jego opiekunem oraz wybranymi czynnikami ryzyka przedstawiono na rycinie 3.
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dostep do srodowiska
wolnego czasu Obecnosc zwierzat

miejsce pracy kontakt z innymi
zwierzetami

miejsce nauki
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() stanzdrowia
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leczenie - . —
ambulatoryjne antybiotykoterapia hospitalizacja

Ryc. 3. Teoretyczny model potencjalnej transmisji drobnoustrojéw oraz zaleznosci miedzy
zwierzeciem i jego opiekunem oraz wybranymi czynnikami ryzyka kolonizacji przez gronkowce

(opracowanie wtasne).

Niewrazliwos¢ drobnoustrojow na chemioterapeutyki jest przedmiotem zainteresowania
nie tylko naukowcéw, ale réwniez klinicystow. Moze bowiem skutkowa¢ wydtuzeniem czasu
leczenia, dodatkowym obcigzeniem organizmu pacjenta, ryzykiem wystapienia dziatan
niepozadanych, trudno$ciami technicznymi w prowadzeniu terapii lub nawet catkowitym jej
niepowodzeniem i zgonem pacjenta (Faires i wsp., 2009, Fitranda i wsp., 2023). Jest to
szczegdlnie istotne zwlaszcza w przypadku medycyny weterynaryjnej, ze wzgledu na mniejsza
niz w medycynie cztowieka liczbe dostepnych preparatow. Wynika to z faktu, iZ stosowanie
pewnych grup lekéw =zostalo w weterynarii ograniczone w ubiegltym roku
na mocy Rozporzadzenia Wykonawczego Komisji (UE) 2022/1255 z dnia 19 lipca 2022 roku

okreslajacego  Srodki  przeciwdrobnoustrojowe lub  grupy $rodkéw  przeciw-
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drobnoustrojowych zarezerwowanych do leczenia niektérych zakazen u ludzi zgodnie
z rozporzadzeniem Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2019/6 (https://eur-
lex.europa.eu/legal-content/PL/TXT/PDF /?uri=CELEX:32022R1255).

Zakazenia lekoopornymi szczepami gronkowcoéw wigza sie rowniez ze wzrostem kosztow
leczenia (obecnos¢ MRSA wigze sie z ok. 1,5-3 razy drozszym leczeniem niz w przypadku
MSSA), naktadéw ponoszonych w zwigzku z nieobecnoscig lub mniejsza produktywnoscia
pracownika oraz istotnym zagrozeniem dla zdrowia publicznego (Kozinska i Sitkiewicz, 2017,
Abusleme i wsp., 2022, Yaovi i wsp., 2022; Fitranda i wsp., 2023). Szacuje sie, Ze jesli aktualng
sytuacje epidemiologiczng pozostawi sie bez kontroli, lekooporno$¢ bakterii do 2050 roku
moze stac sie gléwna przyczyna $miertelnosci pacjentéw, niosac za soba koszty rzedu 100
bilionéw dolaréw (Yaovi i wsp., 2022).

Opornos¢ komorki bakteryjnej moze by¢ efektem statej ekspresji odpowiednich genéw
(odpornos¢ konstytutywna) lub indukowanej obecnos$cia innych substancji np. antybiotykow
(Stefaniska, 2003). Geny opornosci znajdowa¢ moga sie na chromosomie, plazmidach
(pozachromosomalnych czasteczkach DNA zdolnych do samodzielnej replikacji) lub
genetycznych elementach translokacyjnych (transpozonach, sekwencjach insercyjnych)
(Stefaniska, 2003; Ong i wsp., 2023). Z punktu widzenia pracy klinicznej, istotnym aspektem
utrudniajacym terapie jest takze zjawisko opornosci krzyzowej (dotyczacej lekéw z jednej lub
réznych grup chemicznych) oraz sprzezenie genéw w obrebie jednego plazmidu lub
transpozonu (moze to dotyczy¢ jednoczesnej opornosci na leki i $rodki dezynfekcyjne)
(Stefaniska, 2003).

Bakterie bronig sie przed substancjami stosowanymi w medycynie do ich zwalczania
na wiele sposobdéw, bedacych odpowiedzig na mechanizmy dziatania poszczegélnych lekéw.
Zgodnie z klasyfikacja wg Davisa i Maasa (Markiewicz i wsp., 2008; Kubica i wsp., 2012),
wyro6znia sie kilka podstawowych mechanizméw opornosci: modyfikacja miejsca docelowego
dla leku (np. zmiany w biatkach wigzacych penicyline PBP), inaktywacja leku poprzez enzymy
bakteryjne (np. B-laktamazy), zahamowanie transportu leku do komoérki bakteryjnej
(np. poprzez pogrubienie S$ciany komoérkowej), wytworzenie alternatywnej drogi
umozliwiajacej ominiecie etapu wrazliwego na lek (np. nowe biatka wigzace penicyline),
zwiekszenie stezenia enzymu, ktory ulega inaktywacji (np. enzymy szlaku biosyntezy
tryptofanu), wzrost produkcji substancji antagonistycznej w stosunku do inhibitora,
zmniejszenie zapotrzebowania na produkt szlaku metabolicznego, ktéry hamowany jest przez
lek, synteza pomp usuwajacych lek z komorki, wytworzenie systemoéw regulacyjnych
dwusktadnikowych (niezwigzanych bezposrednio z mechanizmem dziatania leku), czy tez
zmniejszenie poziomu enzymu przeprowadzajacego lek do formy aktywnej w komdrce

bakteryjnej (Stefanska, 2003; Markiewicz i wsp., 2008; Kubica i wsp., 2012).
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W leczeniu zakazen gronkowcowych lekami pierwszego wyboru s3 czesto penicyliny.
Pierwsze przypadki opornosci na nie zwigzane byty z obecnoscia penicylinazy (-laktamazy)
kodowanej przez geny plazmidowe (Markiewicz i wsp., 2008). Oporno$¢ komorek
bakteryjnych na antybiotyki B-laktamowe moze takze wynika¢ z produkcji dodatkowego
biatka PBP2a (ang. penicillin-binding protein) o zmniejszonym powinowactwie do czasteczek
antybiotyku (Stefaniska, 2003). Obecnie odnotowuje sie opornos$¢ gronkowcédw na penicyliny
rzedu nawet 76-90% (Stefanska, 2003; Fefiler i wsp., 2022). Genem kodujgcym B-laktamazy
jest blaZ (Fefiler i wsp., 2022), natomiast metycylinooporno$¢ warunkuje obecnos$¢ genu mecA
lub mecC, znajdujacy sie na mobilnym elemencie genetycznym, nazywanym SCCmec
(ang. Staphylococcal Chromosomal Cassette) (Abusleme i wsp., 2022).

Mupirocyna jest skladnikiem wielu lekéw do stosowania miejscowego w terapii
zakazen skdéry w postaci kreméw lub masci. Wykorzystywana jest réwniez do kontrolowania
rozprzestrzeniania sie szczepéw MRSA u ludzi (Markiewicz i wsp., 2008; Kizerwetter-Swida
i wsp., 2019). Wyro6znia sie dwa fenotypy szczepow opornych na mupirocyne - opornos¢
niskiego stopnia (ang. low-level mupirocin resistance, LLMR) zwigzang z mutacjami w genie
ileS (chromosomalnym) oraz prezentowaniem niskich warto$ci MIC (ang. minimal inhibitory
concentration), a takze wysokiego stopnia (ang. high-level mupirocin resistance, HLMR)
wynikajaca z obecnosci plazmidowego genu ileS2 (mupA), kodujacego enzym o obniZzonym
powinowactwie do mupirocyny (Kizerwetter-Swida i wsp., 2019). Pierwszy w Polsce
przypadek wystapienia HLMR u wielolekoopornych MRSA wyizolowanych od zwierzat
towarzyszacych opisaty Kizerwetter-Swida i wsp. w 2019 roku.

Szeroko rozpowszechniona oporno$¢ na pozostate grupy lekéw spowodowata,
ze niejednokrotnie wankomycyna okazuje sie lekiem ostatniej szansy dla pacjentéow
z ciezkimi zakazeniami (Markiewicz i wsp. 2008). Pierwsze izolaty CoNS opornych
na glikopeptydy opisano w USA i w Wielkiej Brytanii w 1986 roku (Markiewicz i wsp., 2008),
natomiast w 2002 roku w USA wykryto pierwsze szczepy gronkowca ztocistego oporne na
wankomycyne (vancomycin-resistant Staphylococcus aureus, VRSA), z obecnym transpozonem
Tn1546 niosacym operon vanA (Stefaniska, 2003; Kubica i wsp., 2012). Opisano réwniez
wankomycynooporno$¢ klasy B, a warunkujace ja geny vanB moga znajdowac sie na
chromosomie bakteryjnym (Kubica i wsp, 2012). Szczepy o posredniej opornosci okreslane sg
mianem GISA (ang. glycopeptide-intermediate Staphylococcus aureus) lub VISA
(ang. vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus) (Markiewicz i wsp., 2008; Kubica

iwsp., 2012).

15



PODSTAWY TEORETYCZNE BADAN

1. Staphylococcus aureus

1.1. Charakterystyka gatunku

Staphylococcus aureus to jeden z lepiej poznanych i opisanych mikroorganizméow
(Harris i wsp., 2002; Barbuti i wsp., 2023), zasiedlajacych skére i btony Sluzowe ludzi
i zwierzat (Mashayamombe i wsp., 2023; Monecke i wsp., 2023; Nikolic i Mudgil, 2023; Silva
i wsp., 2023). Sa to nieprzetrwalnikujace, wzglednie beztlenowe, niezdolne do ruchu, Gram-
dodatnie ziarniaki, produkujace enzym katalaze (rozktadajacy nadtlenek wodoru do wody
i tlenu) (Harris i wsp. 2002; Murray i wsp. 2018; Rasheed i Hussein, 2021; Silva
i wsp., 2023). Pod mikroskopem obserwowane s3 jako utoZone pojedynczo, w parach lub
w gronach kuliste komoérki (Gnanamani i wsp., 2017). Charakteryzuje je zdolno$¢ wzrostu
w pozywce zawierajacej wysokie stezenie soli (toleruja 7,5 - 10% stezenie chlorku sodu),
w zakresie temperatur 18 - 40°C (Gnanamani i wsp., 2017; Murray i wsp., 2018; Rasheed
i Hussein, 2021; Taylor i Unakal, 2022; Silva i wsp., 2023). Kolonie gronkowca ztocistego
sa okragle, gtadkie, 1Snigce, o odcieniu zéttawym do ztocistego, dzieki pigmentom
karotenoidowym  (stafyloksantynom) wytwarzanym w trakcie wzrostu bakterii
i chronigcym je jednoczesnie przez fagocytoza (Murray i wsp., 2018; Rasheed i Hussein, 2021;
Thomer i wsp., 2016). Rozmiar pojedynczych kolonii wynosi od 0,5 do 1,5 pm $rednicy (Harris
i wsp.,, 2002; Gnanamani i wsp., 2017; Bitrus i wsp., 2018; Rasheed i Hussein, 2021).
Na podtozu wzbogaconym krwia rosng zwykle powodujac hemolize ze strefg przejasnienia
dookota kolonii (Plata i wsp., 2009; Gnanamani i wsp., 2017; Bitrus i wsp., 2018; Rasheed
i Hussein, 2021), natomiast podczas wzrostu na selektywnym poditozu Chapmana (ang.
mannitol-salt agar) rosng w postaci z6ttych kolonii i zmieniajg kolor pozywki z ré6Zowej na
70tt3, co jest wynikiem fermentacji mannitolu z zakwaszeniem podtoza w obecnosci czerwieni
fenolowej (wskaznika pH) (Vandepitte i wsp., 2003; Rasheed i Hussein, 2021). Opisano
réwniez wzrost S. aureus jako tzw. ,small colony variants” (SCV) (Proctor i wsp., 2006), ktory
charakteryzuje mniejszy rozmiar kolonii (okoto 10% wielkoSci standardowych kolonii tego
gatunku), brak pigmentacji, brak hemolizy, ograniczenie pewnych reakcji biochemicznych (np.
brak zmiany koloru podtoza Chapmana), a takze wydtuzenie czasu hodowli do 72h (Proctor
i wsp., 2006; Abidemi Ayeni, 2019). Wzrost kolonii S. aureus zaobserwowany w niniejszym

badaniu przedstawiono na rycinie 4.
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Ryc. 4. Wzrost czterech szczepoéw gronkowca ztocistego na agarze z dodatkiem krwi baraniej

(archiwum wtasne).

Sciana komérkowa S. aureus zlozona jest z wielu warstw o lacznej grubosci
ok. 20-40 nm (Barbuti i wsp., 2023; Nikolic i Mudgil, 2023), ale gtéwne elementy stanowia
warstwa peptydoglikanu, btona cytoplazmatyczna z lipidami, kwasy tejchojowe zintegrowane
z warstwa lipidowq oraz $ciang komérkowa (Waldvogel, 2000; Bitrus i wsp., 2018; Rasheed
i Hussein, 2021; Barbuti i wsp., 2023; Nikolic i Mudgil, 2023). Komdrki bakteryjne produkuja
zewngtrzkomorkowa $luzowg substancje, ztozong z monosacharydéw, biatek i peptydow,
ktéra wigze bakterie do tkanek oraz powierzchni sztucznych (Murray i wsp. 2018).
Peptydoglikan, czyli polimer ztozony z warstw tancuchéw glikanowych zbudowanych
vA utozonych naprzemiennie podjednostek  kwasu N-acetylomuraminowego
i N-acetyloglukozaminy (Murray i wsp., 2018) ma aktywno$¢ endotoksyczng, wptywa na
produkcje czynnikdw zapalnych, aktywuje system dopetniacza, wytwarzanie interleukin przez
monocyty i agregacje neutrofili (proces tworzenia ropnia) (Murray i wsp., 2018). Synteze
peptydoglikanu katalizujg enzymy nazywane biatkami PBP. Obecno$¢ zmienionego biatka
PBP2a warunkuje oporno$¢ na penicyliny, bowiem jego budowa nie pozwala antybiotykom

B-laktamowym na wigzanie sie do niego, czyniac komdrki opornymi na te leki. Biatko PBP2a
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kodowane jest przez gen mecA znajdujacy sie na chromosomie kasetowym (nazywanym
SCCmec) gronkowca (Murray i wsp., 2018; Abusleme i wsp., 2022; Adiguzel i wsp., 2022).
Dotychczas opisano 14 typéw SCCmec (https://www.sccmec.org/index.php/en/sccmmecc-list-
smn-en). W sktad $ciany komoérkowej gronkowcoéw wchodza réwniez kwasy tejchojowe,
stymylujace odpowiedZ humoralng (Murray i wsp. 2018, Rasheed i Hussein, 2021),
a wiekszos$¢ szczepdw S. aureus posiada w $cianie komérkowej rowniez biatko A (SpA), bedace
przedstawicielem biatek powierzchniowych odpowiadajacych za adhezje, okres$lanych
mianem MSCRAMMs (ang. Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix
Molecules) (Kowalska-Krochmal, 2017; Murray i wsp., 2018). Jego obecnos$¢ wykorzystywana
jest w testach serologicznych do identyfikacji tego gatunku gronkowcéw (Murray i wsp., 2018).
Biatko A jest waznym czynnikiem wirulencji gronkowca ztocistego (Kowalska-Krochmal,
2017).

Wedtug niektérych autordéw, testy biochemiczne pozwalaja odrézni¢ S. aureus
od innych Gram-dodatnich ziarniakow (Rasheed i Hussein, 2021). Inni badacze twierdza,
ze podobienstwo pomiedzy poszczegblnymi gatunkami gronkowcéw moze by¢ na tyle duze,
ze rozréznienie wylacznie na podstawie wiasciwosci biochemicznych jest niemozliwe
(Kmieciak i wsp., 2017; Kizerwetter-Swida i wsp., 2018; Abusleme i wsp., 2022). Poniewaz
oparta na cechach fenotypowych identyfikacja moze by¢ nieprecyzyjna, obecnie coraz
powszechniej stosowane sg metody molekularne, technika PCR (ang. polymerase chain
reaction) czy MALDI-TOF MS (ang. matrix-assisted laser desorption ionization — time
of flight mass spectrometry) (Kizerwetter-Swida i wsp., 2018; Moon i wsp., 2022b; Abidemi
Ayeni, 2019). S. aureus jest katalazo-dodatni (co odréznia go od katalazo-ujemnych
Streptococcus), oksydazo-ujemny, koagulazo-dodatni (Harris i wsp., 2002; Thomer i wsp.,

2016; Gnanamani i wsp., 2017; Rasheed i Hussein, 2021).

1.2. Wystepowanie i chorobotworczo$¢ u ludzi

Obecno$¢ gronkowca ztocistego u ludzi ma charakter nosicielstwa statego lub
przejsciowego (Nowakowicz-Debek i wsp., 2016; Szymanek Majchrzak i wsp., 2019). Szacuje
sie, ze 10 - 37% zdrowych ludzi jest stalymi nosicielami S. aureus (Feingold i wsp., 2012;
Nowakowicz-Debek i wsp., 2016; Gnanamani i wsp., 2017; Szymanek-Majchrzak i wsp., 2019;
Rasheed i Hussein, 2021). Nawet 70-90% populacji to nosiciele tymczasowi tych bakterii
(Habeeb i wsp., 2014; Tong i wsp., 2015; Nowakowicz-Debek i wsp., 2016; Bierowiec i wsp.,
2016 (a); Szymanek-Majchrzak i wsp., 2019; Rasheed i Hussein, 2021). Gronkowce ztociste
najczesciej izolowane sg od ludzi z przedsionka jamy nosowej (10-48% nosicieli), gardia
(4-64%), przewodu pokarmowego (17-31%) oraz skéry w okolicy pach i pachwin (8-63%)
(Szymanek-Majchrzak i wsp., 2019; Lisowska-Lysiak i wsp., 2019; Rasheed i Hussein, 2021).
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Prewalencja szczepdw S. aureus jako przyczyny zakazen u dzieci wynosi od 2,7 do nawet 69,9%
(Nowakowicz-Debek i wsp., 2016; Salazar-Ospina i Jiménez, 2018; Ladhani i wsp., 2019; Vogel
i wsp., 2019). W Wielkiej Brytanii, gronkowiec zlocisty byl raportowany jako gtéwna
przyczyna sepsy noworodkéw (od 0 do 28 dnia zycia) i izolowany z 13% posiewéw krwi
pobranych od tych dzieci (Shane i Stoll, 2014). W badaniach Shane i Stoll (2014) pomimo,
ze S. aureus byty odpowiedzialne za jedynie 1% przypadkow zapalenia opon mézgowych lub
bakteriemii u dzieci, Smiertelnos¢ z ich powodu wyniosta odpowiednio az 26 i 24% (Ilczyszyn
i wsp., 2016). Odsetek izolacji MRSA u ludzi zaleznie od regionu to od 1,9 do nawet 69,9%
(Wertheim i wsp., 2005; Shore i wsp., 2011; Abidemi Ayeni 2019).

Niektére grupy ludzi sg bardziej narazone na kolonizacje S. aureus (nawet do 80%).
Szczegblnie osoby majace z racji wykonywanego zawodu kontakt z pomieszczeniami
szpitalnymi oraz pacjentami s szczegélnie narazone - lekarze, pielegniarki, potozne,
ratownicy medyczni, studenci medycyny czy diagnosci laboratoryjni (Szymanek-Majchrzak
i wsp., 2019). S. aureus charakteryzuje zdolnos¢ do wywotywania stanéw chorobowych
poczawszy od zakazen niewielkiego obszaru tkanek i umiarkowanej ucigzliwosci, az po stany
zagrazajace zyciu (Ilczyszyn i wsp., 2016; Abidemi Ayeni, 2019; Vogel i wsp., 2019; Rana i wsp.,
2022). Gatunek ten znany jest jako jedna z gtdwnych przyczyn zakazen skory i tkanek miekkich
(ang. skin and soft tissue infections; SSTIs) (Kaplan, 2016). Zapalenie ucha $rodkowego,
zapalenie ptuc, zakazenia uktadu miesniowo-szkieletowego, zapalenie wsierdzia, bakteriemia,
zakazenia u noworodkéw (zmiany skérne, zapalenie ptuc, zapalenie opon moézgowych,
bakteriemia) czy syndrom wstrzasu toksycznego (ang. Staphylococcal Toxic Shock Syndrome,
STSS) to tylko nieliczne z przytaczanych w literaturze zachorowan wywotanych przez S. aureus
(Kaplan, 2016; Nowakowicz-Debek i wsp., 2016; Abidemi Ayeni, 2019; Vogel i wsp., 2019).
Gronkowce zlociste najczesciej kojarzone s3g jednak z tzw. zakazeniami szpitalnymi (HAIs),
zwlaszcza zwigzanymi z wykorzystaniem cewnikéw, stentéw itp. (Sebola i wsp., 2023;

Abidemi Ayeni, 2019; Thomsen i wsp., 2019; Kizerwetter-Swida i Ptawinska-Czarnak, 2017).

1.3. Wystepowanie i chorobotworczos$¢ u zwierzat towarzyszacych

U zwierzat towarzyszacych prewalencja S. aureus wynosi 1,5 - 25%, przy czym u pséw
jestto 1,5-16%, a u kotéw od 3,2 do nawet 54,5% w przypadkach zapalenia skory (Quekwana
i wsp., 2017; Liiwsp., 2021; Rana i wsp., 2022; Andrade i wsp., 2022; Burke i Santoro, 2023).
Opisywana w literaturze czestos¢ izolacji MRSA u pséw wynosi 0,5 - 9%, a u kotow 0-4%
(Rynhoud i wsp., 2021; Rana i wsp., 2022). Do niedawna sadzono, Ze S. aureus to gatunek
typowy dla cztowieka, sporadycznie izolowany od zwierzat domowych. Obecnie zwraca sie
uwage na psy i koty jako bezobjawowych nosicieli tych bakterii, a takze jako pacjentéw

zmagajacych sie z zakazeniami wywotanymi przez te bakterie. Nosicielstwo tych bakterii moze
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miec charakter trwaty, okresowy lub krétkotrwaty (Hartmann i wsp., 2005), przy czym rodzaje
nosicielstwa nie zostaty sprecyzowane i s3a definiowane przez badaczy na potrzeby
konkretnych badan. W przypadku zwierzat, czeSciej nosicielami gronkowcéw koagulazo -
dodatnich byty osobniki chore oraz bedace pod opieka oséb wykonujacych zawod
o charakterze medycznym (Bierowiec i wsp., 2019 (b)). W odniesieniu do zwierzat chorych,
S. aureus najcze$ciej izolowany byt z przypadkéw zakazen ran (w tym pooperacyjnych),
zakazen skory, zapalenia uszu, septycznego zapalenia stawdéw, zapalenia goérnych drog
oddechowych, zapalenia ptuc, zakazen drég moczowych oraz zapalenia wsierdzia (Wipf
i Perreten, 2016; Liiwsp., 2021; Andrade i wsp., 2022; D'Aoliti wsp., 2022; Fefiler i wsp., 2022;
Rana i wsp., 2022; Burke i Santoro, 2023; Sebola i wsp., 2023). Réwniez wizyty
w gabinetach weterynaryjnych, leczenie miejscowe uszu, podawanie glikokortykosteroidow
i antybiotykéw byly czynnikami ryzyka kolonizacji zwierzat gronkowcem ztocistym (Cocca

i wsp., 2021; Elmoslemany i wsp., 2021; Burke i Santoro, 2023).

1.4. Czynniki zjadliwo$ci

»Once established the micrococci are hard to kill - the only thing I found effective was
cauterization with a strong solution of chloride of zinc” - Alexander Ogston

(cyt. za: Newsom, 2008)

Dzieki szerokiemu zasobowi czynnikéw zjadliwosci, S. aureus w okreslonych
warunkach moze stawac sie patogenem wysokiego ryzyka (Lisowska-tysiak i wsp., 2019).
Szereg toksyn i enzymo6w w potaczeniu z r6znymi strategiami unikania dziatania antybiotykéow
czy mechanizméw obronnych gospodarza sprawiajg, ze walka z gronkowcem ztocistym bywa
bardzo trudna (Murray i wsp., 2018; Lisowska-Lysiak i wsp., 2019; Rasheed i Hussein, 2021).
Mechanizmy opornosci gronkowcéw na wybrane substancje przedstawiono na rycinie 5.

Juz same komponenty strukturalne gronkowcéw wywieraja istotne z punktu widzenia
przebiegu zakazenia efekty biologiczne. Otoczka komoérki bakteryjnej hamuje chemotaksje
i fagocytoze oraz proliferacje neutrofili; $luz na powierzchni komoérki utatwia przyleganie do
cial obcych (np. stentéw czy implantéw medycznych); peptydoglikan zapewnia stabilno$¢
osmotyczng, stymuluje produkcje endogennych czynnikéw ropotwdrczych, dziata jako
chemoatraktant dla leukocytéw i hamuje fagocytoze; kwas tejchojowy wigze sie do
fibronektyny, a biatko A (SpA) hamuje odpowiedZ immunologiczng zwigzana z przeciwciatami,
wigzac sie z receptorami IgG1l, IgG2, IgG4 Fc, wabi leukocyty i hamuje dziatanie biatek
dopetiacza (Murray i wsp., 2018; Rasheed i Hussein, 2021).
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Ryc. 5. Mechanizmy opornosci gronkowcéw na wybrane srodki przeciwdrobnoustrojowe

(opracowanie wtasne).

Enzymy

Wytwarzana przez S. aureus koagulaza to biatko, ktére $cina osocze na drodze
przeksztatcenia fibrynogenu w nierozpuszczalng fibryne, warunkujac powstanie zakrzepu.
Proces ten zachodzi z udziatem aktywatora koagulazy, znajdujacego sie w osoczu (Murray
i wsp., 2018). CF (ang. clumping factor, koagulaza zwigzana) zmienia fibrynogen w fibryne bez
udziatu tego aktywatora. Dziatanie obydwu mechanizméw sprawia, Ze bakteria staje sie
niedostepna dla fagocytéw (Murray i wsp., 2018). Gronkowce produkuja réwniez inne enzymy,
tj. hialuronidazy, fibrynolizyne (stafylokinaze), lipazy i nukleazy, dzieki ktéorym sg w stanie
rozktadaé tkanki gospodarza i DNA komoérek oraz rozpuszczac skrzepy fibrynowe, co utatwia
im rozprzestrzenianie sie i przetrwanie w organizmie (Murray i wsp., 2018; Lisowska-Lysiak

i wsp., 2019).
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Toksyny tworzace kanaly w blonie komdérkowej (Pore-forming toxins, PFT)

Toksyna Panton-Valentine (PVL) to leukotoksyna zloZona z dwéch komponentéw
biatkowych - S-PVL (ang. slow-pvl) (LukS-PV) oraz F-PVL (ang. fast-pvl) (LukF-PV) (Woodin,
1960). Biatka te s3 kodowane przez geny LukS-LukF (Oliveira i wsp., 2018). Doktadna rola
leukocydyny Panton-Valentine (PVL; Panton-Valentine leukocidin) w patogenezie zakazen
gronkowcowych wcigz pozostaje niejasna (Yoong i Torres, 2013; Oliveira i wsp., 2018). Zwykle
wystepuje u szczepdw CA-MRSA (ang. community-acquired MRSA) (Vandenesch
i wsp., 2003; Shallcross i wsp., 2013). Wiadomo, Ze PVL maja dziatanie cytotoksyczne,
uszkadzaja komorki uktadu odpornosciowego (biate krwinki, komorki fagocytujace)
(Shallcross i wsp., 2013; Oliveira i wsp., 2018), poniewaz uszkadzaja btone komoérkowa
leukocytéw (Woodin, 1960). Badania wykazuja, ze PVL izolowana byta z przypadkow
martwicy skory, ropni, czyrakéw, ale nie wystepowata w przypadkach zapalenia wsierdzia,
ptuc, $rdédpiersia, drég moczowych czy STSS (Prevost i wsp., 1995; Oliveira i wsp., 2018).
Kolejna toksyna to LukE-LukD, ktéra ztozona jest z podjednostek LukE i LukD (Rasheed
i Hussein, 2021). Jak wynika z danych literatury, wywiera efekt bdjczy wobec kroéliczych
erytrocytow i leukocytéw, fagocytéw mysich i ludzkich neutrofili (Van der Goot, 2001; Alonzo
i wsp., 2012; Oliveira i wsp., 2018). Uwaza sie, ze produkcja LukE-LukD zwigzana jest
z ekspresja genu LukED i ma znaczaca role w patogennosci S. aureus (Al-Hassnawi
i wsp., 2013; Rasheed i Hussein, 2020).

Wazng grupa toksyn produkowanych przez gronkowce zlociste sg hemolizyny
o i B (Rasheed i Hussein, 2021). Hemolizyna-o (Hla), kodowana przez gen hla (Burnside
i wsp., 2010) jest cytotoksyczna wobec erytrocytow, zwtaszcza kréliczych (Burnside i wsp.,
2010; Saleem, 2017). Ma tez szkodliwy wplyw na komérki ludzkie - nabtonki, makrofagi,
limfocyty T, komorki endotelium czy monocyty (Oliveira i wsp., 2018). S. aureus posiadajace
gen hla izolowane byty z przypadkéw zapalenia ptuc, ropni mézgu, septycznego zapalenia
stawdw, zakazen rogéwki czy sepsy (Burnside i wsp., 2010). Hemolizyna-p (Hlb), kodowana
przez gen hlb, nazywana réwniez sfingomielinazg C (Hayashida i wsp., 2009; Flores-Diaz
i wsp., 2016), jest wysoce specyficzna wobec pewnych gatunkéw komoérek gospodarzy,
co moze by¢ zwigzane ze specyficzng budowa sfingomieliny u réznych gatunkéw - jest
toksyczna dla ludzkich komoérek skory, biatych krwinek wielojadrzastych (ang. white blood
cells, WB(C), limfocytéw T i monocytéw. Hlb hamuje sekrecje interleukiny 8 (IL-8) przez
komorki endotelium, co chroni S. aureus przez fagocytoza oraz sprzyja budowaniu biofilmu
(Walev i wsp., 1996; Tajima i wsp., 2009; Katayama i wsp., 2013; Oliveira i wsp., 2018).
S. aureus z genem hlb izolowano z przypadkéw zapalenia ptuc, endocarditis czy zakazen

rogoéwki (Burnside i wsp., 2010; Oliveira i wsp., 2018).
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Superantygeny

Toksyna-1 Syndromu Szoku Toksycznego (ang. Toxic Shock Syndrome Toxin - 1, TSST-
1) jest jednym z superantygendéw (ang. superantigen toxins, SAgs) i moze powodowac
wielonarzadowe zakazenia sama lub w kombinacji z enterotoksynami gronkowcowymi
(Greenwood i wsp., 2011; Murray i wsp. 2018). Zakazenia z jej udziatem przebiegaja
z goraczka, wysypka, ztuszczaniem skory, hipotensja oraz uszkodzeniami wielonarzagdowymi
(Holtfreter i wsp., 2006; Oliveira i wsp., 2018).

Toksyny eksfoliatywne (ang. exfoliative toxin; epidermolytic toxin A, B; ETA, ETB)
to enzymy o wysokim powinowactwie do seryny, ktére niszczg komorki nabtonka przerywajac
potaczenia pomiedzy keratynocytami a komoérkami naskoérka, skutkujac ztuszczaniem skoéry
i formowaniem pecherzy (Murray i wsp., 2018; Oliveira i wsp., 2018). Produkowane s3 przez
nieliczne szczepy S. aureus (okoto 5%), a ich epidemiologia rézni sie w réznych obszarach
geograficznych (Rasheed i Hussein, 2021). ETB jest wariantem dominujagcym w Japonii, a ETA
jest bardziej rozpowszechniona w Europie, USA i Afryce (Oliveira i wsp., 2018). Wydzielanie
toksyn eksfoliatywnych prowadzi do miejscowych lub uogélnionych ciezkich stanow
chorobowych, takich jak liszajec pecherzykowy oraz gronkowcowy zespét poparzonej skory
(ang. Staphylococcal scalded skin syndrome, SSSS) (Mariutti i wsp., 2017; Murray i wsp., 2018;
Rasheed i Hussein, 2021).

Element ACME

Element ACME (ang. arginine catabolic mobile element) to ruchomy element
genetyczny, w obrebie ktérego zidentyfikowano dwie grupy genéw arc (arcA, arcB, arcC, arcD)
oraz opp (opp3-4, opp3-B, opp3-C, opp3-D) (Otto, 2013; Podkowik i wsp., 2014; Xue i wsp.,
2017; Rasheed i Hussein, 2021). Wyrdznia sie 3 allotypy ACME w zaleznosci od obecnosci
genow opp-3 oraz speG (Rasheed i Hussein, 2021), przy czym u szczepéw MRSA opisuje sie
gtownie allotyp I (Shore i wsp., 2011). Geny obecne na elemencie ACME koduja enzymy
dodatkowego szlaku deiminacji argininy i system permeaz oligopeptydowych (Diep i wsp.,
2006; Podkowik i wsp., 2014). Uwaza sie, ze szczepy S. aureus uzyskaly ACME na drodze
horyzontalnego transferu genéw od S. epidermidis (Diep i wsp., 2006; Otto, 2013). Jego
obecno$¢ zwieksza szanse przetrwania gronkowcow ztocistych na skoérze cztowieka
i sSrodowisku, ktore ja przypomina, a takze takim o obniZzonej zawartosci tlenu (Diep i wsp.,

2006; Alonzo i Torres, 2013; Thurlow i wsp., 2013).
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System globalnej regulacji genéw agr (accessory gene regulator)

Wytwarzanie czynnikéw wirulencji S. aureus kontrolowane jest przez trzy globalne
regulatory: accessory gene regulator (agr), staphylococcal accessory regulator (sar) oraz
ekspresje egzoproteiny S. aureus (sae) (Giraudo i wsp., 1994; Traber i wsp., 2008; Rasheed
i Hussein, 2021). Locus agr zawiera 4 elementy transkrypcyjne: agrA, agrC, agrD i agrB
(Rasheed i Hussein, 2021). Locus agr reguluje ekspresje m.in. hemolizyn o i B, toksyny TSST-
1, enterotoksyn B i C, eksfoliatyn A i B, leukocydyny PVL oraz biatek powierzchniowych
wigzacych kolagen, fibrynogen i fibronektyne (Takeuchi i wsp., 2001; Harris i wsp., 2002;
Bronner i wsp., 2004; Robinson i wsp., 2005; Xie i wsp., 2011; Zeidler, 2012; Rasheed
i Hussein, 2021). Locus agr jest polimorficzny i zawiera zréZnicowane regiony, co pozwolito na
wyroznienie czterech grup specyficznos$ci (agrl, agrll, agrlll i agrlV) w populacji S. aureus
(Harris i wsp., 2002; Shopsin i wsp., 2003; Garbacz i wsp., 2009; Rasheed i Hussein, 2021).
Przynalezno$¢ izolatu do danej grupy wiaze sie ze zdolnoscia do produkcji czynnikéw
wirulencji, a co za tym idzie réwniez zakresem wywolywanego zakazenia i uszkodzen tkanek

(Zeidler, 2012; Rasheed i Hussein, 2021).

1.5. Lekoopornos¢

Metycylinooporne szczepy S. aureus (MRSA) zaliczane s3 na catym Swiecie
do najbardziej niebezpiecznych ludzkich patogenéw (Szymanek-Majchrzak i wsp., 2019).
Swiatowe dane przedstawiane sa m.in. przez European Centre for Disease Prevention and
Control (ECDC). Z generowanych na stronie www.ecdc.europa.eu raportow dowiedzie¢ sie
mozna, ze w Polsce, w latach 2016-17, czwartym co do czestoSci izolacji mikroorganizmem
u pacjentéw poddawanych dtugoterminowemu leczeniu w szpitalach byt wiasnie S. aureus
(https://www.ecdc.europa.eu/en/all-topics-z/healthcare-associated-infections-long-term-
care-facilities/surveillance-and-disease-5). Jak podaje Surveillance Atlas of Infectious Diseases
ECDC, w 2021 roku w Polsce odnotowano prewalencje dla szczepo6w MRSA w wysokosci 16,5%
(https://atlas.ecdc.europa.eu/public/index.aspx; dostep 10.04.2023). W poréwnaniu do roku
2020 (13,8%) jest to niestety tendencja wzrostowa. Oporne na metycyline, glikopeptydy lub
oksazolidynony szczepy gronkowca ztocistego zajmuja w Polsce pierwsze miejsce na liscie
czynnikéw alarmowych zgodnie z Rozporzadzeniem Ministra Zdrowia z dnia 23 grudnia 2011
roku w sprawie listy czynnikéw alarmowych, rejestrow zakazen szpitalnych i czynnikéw
alarmowych oraz raportéw o biezacej sytuacji epidemiologicznej szpitala (Dz.U. 2011 nr 294
poz. 1741). Swiatowa range zagrozenia podkresla réowniez fakt, ze World Health Organization

(WHO) uznalo w 2017 roku o umieszczeniu MRSA na lisScie dwunastu najbardziej
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niebezpiecznych patogenow, stanowiacych zagrozenie dla zdrowia publicznego (World Health
Organization, 2017; Szymanek-Majchrzak i wsp., 2019).

W Polsce, w zaleznosSci od badania, czesto$¢ wystepowania szczepéw MRSA jako
przyczyny zakazen szpitalnych waha sie od 2,7 % do nawet 60% (Nowakowicz-Debek
i wsp., 2016). Dane dotyczace prewalencji szczepow MRSA w Polsce sg bardzo zr6znicowane
i zaleza miedzy innymi od organizacji badania, ograniczen w postaci poboru préb (np.
wylacznie z jednego oddziatu szpitalnego lub okreslonej grupy wiekowej), przez co znaczne sa
réznice w specyfice schorzen, a co za tym idzie duza zmienno$¢ uzyskiwanych warto$ci
procentowych (Nowakowicz-Debek i wsp., 2016). Szczepy gronkowca ztocistego oporne na
metycyline cechuje brak wrazliwos$ci na wszystkie antybiotyki -laktamowe, co jest zwigzane
najczesciej z obecnoscia genu mecA (Kizerwetter-Swida i Plawinska-Czarnak, 2017).
Ze wzgledu na Zrodto pochodzenia szczepéw, dokonano podziatu metycylinoopornych
gronkowcow ztocistych na kilka grup. Izolaty pochodzace ze srodowisk szpitalnych okresla sie
jako szczepy szpitalne (ang. hospital-associated MRSA, HA-MRSA) i s one uwazane za bardziej
zjadliwe. Szczepy, ktoére wywotuja zakazenia w Srodowisku pozaszpitalnym okreSla sie
mianem CA-MRSA (ang. community acquired MRSA). Kolejna grupa sa szczepy pochodzenia
odzwierzecego, czyli tzw. LA-MRSA (ang. livestock-associated MRSA) (Kizerwetter-Swida
i Plawinska-Czarnak, 2017). Niektérzy autorzy szczepy odzwierzece klasyfikuja jako FA-MRSA
(ang. farm-associated MRSA); najczesciej dotyczy to gronkowcéw pochodzacych od zwierzat
gospodarskich i oséb, ktére z nimi pracuja (Nowakowicz-Debek i wsp., 2016; Empel i wsp.,
2021). Niestety dane dotyczace opornosci szczepow pochodzacych od zwierzat wciaz sa

fragmentaryczne.

2. Staphylococcus pseudintermedius

2.1. Charakterystyka gatunku

Taksonomicznie gatunek ten zaliczany jest do Staphylococcus Intermedius Group (SIG),
w sktad ktérej wchodza jeszcze trzy inne koagulazo-dodatnie gatunki: S. delphini
i S. intermedius oraz niedawno opisany S. cornubiensis (Lee i wsp., 2018; Worthing i wsp., 2018
(b)). Wszystkie gronkowce zaliczane do SIG majg wiele wspolnych cech, takich jak wyglad
kolonii (w =zalezno$ci od podtoza hodowlanego najczeSciej okragte, gtadkie, I$niace,
nieprzezroczyste, biate lub szare kolonie do 1-2 mm S$rednicy po 24 godzinach inkubacji),
zdolno$¢ do wywotania hemolizy na agarze z dodatkiem krwi (obecnos¢ a- i f-hemolizyn),
szybki wzrost na podtozach nieselektywnych (np. agar odzywczy - inkubacja w 37°C w ciggu

18-24 godzin) oraz selektywnych (np. podtoze Chapmana - wzrost w 37 °C w 24-48 godzin)
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i sa wlasciwie nierozréznialne w standardowym badaniu bakteriologicznym (Tanner
i wsp., 2000; Paul i wsp., 2011; Ruzauskas i wsp., 2015; Worthing i wsp., 2018 (b)). Dlatego tez
przez wiele lat okreslano wystepowanie tylko jednego gatunku - S. intermedius. Dopiero
w 2005 r., po analizie réznic genetycznych miedzy poszczegélnymi izolatami, wyodrebniono
oddzielne gatunki, w tym S. pseudintermedius (Robb i wsp., 2017). Wiasciwosci biochemiczne,
ktore umozliwiaja rozrdznienie szczepéw S. intermedius od pozostatych gatunkéw SIG to m.in.
zdolno$¢ do wytwarzania dihydrolazy argininy i kwasu z [-gentiobiozy w warunkach
tlenowych oraz z D-mannitolu w warunkach beztlenowych (Wettstein i wsp., 2008; Ruzauskas
i wsp., 2015; Quekwana i wsp., 2017). Wobec tego do okreslenia gatunkéw z grupy SIG
niezbedne s3 metody biologii molekularnej, takie jak taficuchowa reakcja polimerazy —
polimorfizm dtugosci fragmentéw restrykcyjnych (PCR-RFLP) zwykorzystaniem enzymu
restrykcyjnego Mbol (Kawamura i wsp., 1998) lub multiplex-PCR wykrywajacy gen kodujacy
termonukleaze (nuc) gronkowcoéw koagulazododatnich (Lehner i wsp., 2014). Opisane jest
réwniez wykorzystanie spektrofotometrii masowej (ang. matrix-assisted laser desorption
ionization — time of flight mass spectrometry, MALDI-TOF MS) do oznaczen
S. pseudintermedius od zwierzat, cho¢ niektoérzy autorzy wykazali wciaz niewielka czuto$¢ tej

metody (Espadale i wsp., 2018).

2.2. Wystepowanie i chorobotwodrczos¢ u zwierzat towarzyszacych

Nawet do 92% zdrowych pséw jest nosicielami S. pseudintermedius (Worthing i wsp., 2018
(a); Feng i wsp., 2012). Gronkowiec ten moze by¢ izolowany z wielu miejsc anatomicznych
zdrowych zwierzat, w tym: uszu, workéw spojéwkowych, nozdrzy, jamy ustnej, skory pachwin
i krocza (van Duijkeren i wsp., 2011; Kuan i wsp., 2016; Somayaji i wsp., 2016 (a); Robb i wsp.,
2017). Szczepy MRSP byly najczesciej izolowane od pséw z nosa iodbytu, ale byty
to jednocze$nie najczestsze miejsca pobierania probek (van Duijkeren i wsp. 2011).
Nosicielstwo S. pseudintermedius moze mie¢ charakter trwaty, okresowy lub krétkotrwaty
(Hartmann i wsp., 2005), przy czym rodzaje nosicielstwa nie zostaty sprecyzowane i s3
definiowane przez badaczy na potrzeby konkretnych badan. Hartman i wsp. (2005) przy
okreslaniu nosicielstwa u pséw uwzgledniali liczbe izolacji szczepow S. pseudintermedius
w ciggu 12 miesiecy i pokrewienstwo tych bakterii. Przyjeto, Ze jednokrotna izolacja
S. pseudintermedius w zaktadanym czasie $wiadczy o krétkotrwatym nosicielstwie,
przynajmniej dwukrotna izolacja bakterii (ale nie w kolejno pobieranych wymazach) zostata
zdefiniowana jako nosicielstwo okresowe, a dwukrotna lub wieksza liczba izolowanych
szczepow w Kkolejnych pobraniach z tej samej okolicy ciata interpretowana byta jako
nosicielstwo trwate. Co wazne, badania te wykazuja réwniez, ze zwierzeta kolonizowane przez

S. pseudintermedius w sposéb trwaty lub okresowy zasiedlane sa wieksza liczbg komérek tego
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gronkowca, niz te kolonizowane w sposdéb krotkotrwaly, co zwieksza ryzyko zakazen
spowodowanych przez S. pseudintermedius u tych pséw oraz mozliwo$¢ przenoszenia bakterii
na inne zwierzeta i ludzi (Tanner i wsp., 2000).

W zaleznosci od badan i schematu pobran materiatu, czestos¢ izolacji S. pseudintermedius
u zdrowych pséw waha sie 24,4-92%, natomiast odsetek szczepé6w MRSP wynosi 0-36,84
(Griffeth i wsp., 2008; Hanselmann i wsp., 2009; Han i wsp., 2018; Rubin i Chirino-Trejo, 2011;
Lee i wsp., 2018). Uznaje sie, Ze gronkowiec ten jest najczestsza przyczyna ropnego zapalenia
skéry u psow (van Duijkeren i wsp., 2011; Feng i wsp., 2012; Chrobak-Chmiel i wsp., 2023),
izolowany jest réwniez z materiatu klinicznego w przypadku zakazen ran, ran pooperacyjnych,
ucha zewnetrznego, gérnych drég oddechowych, drég moczowych i rodnych oraz kosci
i szpiku kostnego (Chrobak i wsp., 2013; Maluping i wsp., 2014; Marques i wsp., 2018;
Marszalik i wsp., 2018; Kalhoro i wsp., 2019; Krapfiwsp., 2019). Badania wykazuja, Ze niektore
stany chorobowe, np. atopowe zapalenie skory u pséw, sprzyjaja czestszej kolonizacji przez
S. pseudintermedius nie tylko skéry, ale réwniez zewnetrznego kanatu stuchowego i workéw
spojowkowych (Fazakerley i wsp. 2009; Furiani i wsp., 2011; Chrobak i wsp. 2013).
Odnotowano takze przypadki Smierci szczenigt w wyniku sepsy z powodu zakaZenia
S. pseudintermedius w pierwszych dwdéch tygodniach zycia. Dowiedziono réwniez, Ze siara
i mleko suk moga by¢ potencjalnym Zrédtem tych bakterii dla szczeniat (Corro i wsp., 2018;
Zakosek Pipan i wsp., 2019).

Nosicielstwo S. pseudintermedius u kotow opisywane jest rzadziej niz u pséw (Hanselman
i wsp., 2009; Gandolfi-Decristophoris i wsp., 2013). Wedlug niektérych autoréw kotowate
(Felidae) nie sg naturalnymi gospodarzami S. pseudintermedius (Chrobak i wsp., 2013). Dane
dotyczace czestosci izolacji tego gatunku gronkowcéw u kotéw sa nadal fragmentaryczne.
Hanselman i wsp. (2009) opisali izolacje S. pseudintermedius u 6,8% badanych kotéw, z czego
odsetek zwierzat nosicieli szczepow MRSP wynosit 1,2%. W badaniach Bierowieciwsp. (2019)
gronkowiec ten cze$ciej izolowany byt od kotéw z bakteryjnymi zakazeniami skéry i bton
$luzowych niz kotéw klinicznie zdrowych. Wedlug dotychczasowych doniesien,
S. pseudintermedius byt izolowany u kotéw m.in. z przypadkéw zakazen gérnych i dolnych drég
oddechowych, spojowek, drég moczowych, zewnetrznego kanatu stuchowego, skéry oraz ran
(Wettstein i wsp., 2008; Hanselman i wsp., 2009; Bierowiec i wsp., 2019 (a); Quekwana i wsp.,
2017; Maali i wsp., 2018).

Zaréwno u psoéw, jak i kotéw opisano czynniki ryzyka, ktére maja wptyw na zakazenie
S. pseudintermedius i jego przebieg, w tym zakazenia szczepami MRSP. Wykazano m.in. silny
zwigzek miedzy zakazeniem zwierzat a ich wcze$niejsza hospitalizacja (w tym zwigzang
z zabiegami chirurgicznymi), czestymi wizytami w gabinecie weterynaryjnym, podawaniem
glikokortykoidéw oraz leczeniem chemioterapeutykami przeciwdrobnoustrojowymi (Sasaki

i wsp., 2007; Lehner i wsp., 2014; Krapf i wsp., 2019). Istnieja takze doniesienia o mozliwosci
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kontaminacji gronkowcami placdwek weterynaryjnych oraz ich wyposazenia medycznego.
Sugeruje to konieczno$¢ zwrdcenia szczeg6lnej uwagi na higiene i dezynfekcje powierzchni
i sprzetow w placowkach weterynaryjnych, aby zmniejszy¢ ryzyko transmisji patogenu na
pacjentéw oraz lekarzy (Youn i wsp., 2014; Paul, 2015; Espadale i wsp., 2018; Fefiler i wsp.,
2018).

2.3. Wystepowanie i chorobotwoérczos¢ u ludzi

Pojawia sie coraz wiecej doniesien o izolacji S. pseudintermedius u ludzi, niemniej jednak
zakazenia ludzi powodowane przez S. pseudintermedius odnotowywane s3a rzadko (Van
Hoovels i wsp., 2006; Somayaji i wsp., 2016 (a)). CzeSciej opisywana jest kolonizacja os6b
majacych kontakt z psami lub kotami i dotyczy 0,4-8,9% wtascicieli lub oséb zawodowo
zajmujacych sie zwierzetami (Paul i wsp., 2011; Robb i wsp., 2017; Rodrigues i wsp., 2017;
Ference i wsp., 2019). Przewaza opinia, Ze kolonizacja ludzi tym gronkowcem ma charakter
przejSciowy (Ference i wsp., 2019) i dotyczy gléwnie os6b zimmunosupresja lub
w starszym wieku (Kuan i wsp., 2016; Somayaji i wsp., 2016 (b); Rodrigues i wsp., 2017).
Sa jednak prace, w ktoérych podkresla sie mozliwos¢ dtugookresowej kolonizacji skoéry
i bton Sluzowych ludzi przez szczepy MRSP (Paul i wsp., 2011) oraz zakaZenia osdb bez
deficytow odpornosci (Ference i wsp., 2019). Prawdopodobnie jednak czesto$¢ wystepowania
tego gronkowca u ludzi jest niedoszacowana, ze wzgledu na mylna identyfikacje szczepow
S. pseudintermedius jako S. aureus (Paul i wsp., 2011; Kuan i wsp., 2016; Somayaji i wsp., 2016
(b); Gagetti i wsp., 2020).

Najczesciej opisywanym miejscem izolacji S. pseudintermedius u ludzi byta jama nosowa
oraz tkanki miekkie (Kuan i wsp., 2016; Somayaji i wsp., 2016 (b); Ference i wsp., 2019). Moze
to wynika¢ z faktu, Ze znaczna cze$¢ zakazen wywotanych tym patogenem przebiegata
z ostrym lub przewleklym zapaleniem nosa i zatok (Paul i wsp., 2011; Kuan i wsp., 2016;
Ference i wsp., 2019). Bakterie te izolowano rowniezZ z przypadkéw zapalenia wsierdzia, sepsy,
gtebokich ropni, zakazenia ran powstaltych w wyniku pogryzien przez psy, zapalenia ptuc,
zapalenia stawdw, zakazen skory i tkanek miekkich z owrzodzeniami i martwica (Van Hoovels
i wsp., 2006; Borjesson i wsp., 2015; Kuan i wsp., 2016; Somayaji i wsp., 2016 (a); Darlow
i wsp., 2017; Lozano i wsp. 2017; Robb i wsp. 2017; Diaz i wsp. 2019; Ference
i wsp., 2019; Gagetti i wsp., 2020). Badacze wskazuja na wysoki potencjat chorobotworczy
S. pseudintermedius u ludzi, poréwnywalny z opisanym u S. aureus (Darlow i wsp., 2017). Poza
zdolnoscig kolonizacji ludzkich tkanek, gatunek ten moze réwniez ogranicza¢ wzrost innych
bakterii bedacych skladowymi naturalnej mikrobioty skoéry i bton Sluzowych (Kmieciak
i Szewczyk, 2018). Pojawila sie tez sugestia, ze MRSP moze czeSciej kolonizowac ludzi niz MSSP

(Paul i wsp., 2011). Alarmujaca jest takze znaczna oporno$¢ na chemioterapeutyki
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przeciwdrobnoustrojowe i zdolnos¢ do wytwarzania biofilmu szczepéw S. pseudintermedius
izolowanych od ludzi (Ference i wsp., 2019), zwigzana rdéwniez zszybkim
rozprzestrzenianiem sie wiréd ludzi dominujacego w Europie klonu ST71 (Paul i wsp., 2011;
Pompilio i wsp., 2015; Somayaji i wsp., 2016 (b)).

Wielu autoréw podkresla, Ze znacznie czesSciej kolonizowane s3 osoby majace kontakt ze
zwierzetami, a zwtaszcza z psami (Paul, 2015; Somayaji i wsp., 2016 (b); Robb i wsp., 2017;
Diaz i wsp., 2019; Ference i wsp., 2019; Krapf i wsp., 2019). Niemniej jednak, opisano takze
przypadki zakazenia S. pseudintermedius u oso6b, ktére nie miaty wczesniej kontaktu ze
zwierzetami (Lozano i wsp., 2017; Gagetti i wsp., 2020). Wskazuje sie takze na zwiekszone
ryzyko kolonizacji wsréd lekarzy weterynarii oraz personelu pomocniczego (Pauli wsp., 2011;
Silva i wsp., 2015; Rodrigues i wsp., 2017). Wykazano réwniez, ze kurz i sier$¢ zwierzat moga
mie¢ udzial w przenoszeniu MRSP na ludzi w obrebie gospodarstwa domowego (Ference

i wsp., 2019).

2.4. Czynniki zjadliwosci

Omawiany gatunek wytwarza rézne czynniki zjadliwoSci; niektére s3a podobne
do wytwarzanych przez S. aureus. Czynniki te sprzyjaja kolonizacji réznych okolic ciata oraz
zakazeniom (van Duijkeren i wsp., 2011; Marszalik i wsp., 2018). Determinanty
chorobotworczosci S. pseudintermedius to m.in.: czynniki adhezyjne - biatka powierzchniowe
biorace udziat w adhezji do komoérek gospodarza, a takze biatka wigzace (biatko A, clumping
factor - CF), egzoenzymy, egzotoksyny oraz superantygeny. Spos$rod superantygenéw na
szczegblng uwage zastuguja: TSST-1, toksyny eksfoliatywne, koagulaza, stafylokinaza,
hialuronidaza, hemolizyny, proteazy i nukleazy. Leukotoksyna (Luk-lI) wytwarzana przez
S. pseudintermedius, ktéra przypomina wytwarzang przez S. aureus leukocydyne Panton-
Valentine, wykazuje toksyczno$¢ wobec komoérek wielojadrzastych i makrofagéw, a takze
komorek mieloidalnych prezentujacych receptor CXCR2 (Fitzgerald, 2009; van Duijkeren
i wsp., 2011; Maali i wsp., 2018; Marszalik i wsp., 2018). Luk-I sktada sie z biatek LukS-I oraz
LukF-I, ktére indukuja lize komérek (Maali i wsp., 2018). Maali i wsp. (2018) wskazuja takze
na wytwarzanie toksyn d-toxin oraz PSMg, wykazujacych silng aktywno$¢ cytotoksyczna
wobec “non-professional phagocytic cells” (NPPc), np. psich keratynocytéw, ludzkich komoérek

epitelialnych i osteoblastow.

2.5. Lekoopornos¢

Podobnie jak w przypadku S. aureus, wsrod szczepow S. pseudintermedius obserwuje sie

w ostatnich latach narastanie oporno$ci na powszechnie stosowane chemioterapeutyki.
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Zarowno od ludzi, jak i od zwierzat izolowane s3 szczepy oporne na metycyline (van Duijkeren
iwsp., 2011; Somayajiiwsp., 2016 (a); Gronthal i wsp., 2017; Rodrigues i wsp., 2017; Worthing
i wsp., 2018 (a); Meroni i wsp., 2019; Wegener i wsp., 2020). Oporno$¢ na antybiotyki
B-laktamowe najczesSciej jest zwigzana z obecno$cia genu mecA w obrebie kasety
chromosomowej mec (staphylococcal chromosomal cassette mec - SCCmec). Jako mobilny
element genetyczny (mobile genetic elements - MEG) moze by¢ przenoszona w wyniku
transferu horyzontalnego miedzy szczepami tego samego lub réznych gatunkéw gronkowcow
(Fitzgerald, 2009; van Duijkeren i wsp., 2011; Chrobak i wsp., 2013; Wegener i wsp., 2020).
Kaseta SCCmec jest zbudowana z determinanty opornos$ci na metycyline (mecA, mecB lub
mecC) zawartej w kompleksie genu mec i obejmuje geny rekombinazy ccr swoistej dla miejsca,
ktore sa odpowiedzialne za insercje kasety do genomu. Moze takze obejmowac szeroki zakres
genow dodatkowych (International Working Group on the Classification of Staphylococcal
Cassette Chromosome Elements (IWG-SCC), 2009; Duim i wsp., 2018; Worthing i wsp., 2018
(a); Krapfiwsp., 2019). Typy SCCmec poczatkowo zdefiniowano ze wzgledu na ich kombinacje
kompleksu klasy genéw mec oraz genu recombinazy ccr. Jednak klasyfikacja elementow
SCCmec i zastosowanie nomenklatury zostaty utrudnione przez istnienie kompozytowych
kaset i elementéw pseudo-SCCmec, ktére nie zawieraja gendw ccr (Worthing i wsp., 2018 (a).
Obecnie w bazie danych International Working Group on the Staphylococcal Cassette
Chromosome (IWG-SCC) znajduje sie czternascie kaset SCCmec. Zostaty ponumerowane
zgodnie z kolejnoscig ich opisania (Worthing i wsp., 2018 (a)). Mimo, ze sekwencje kaset
chromosomowych pochodzace od szczepdw innych niz S. aureus czesto réznig sie od
identyfikowanych u gronkowca ztocistego, wszystkie sa klasyfikowane jako ccrA, ccrB lub ccrC
(International Working Group on the Classification of Staphylococcal Cassette Chromosome
Elements (IWG-SCC), 2009). U gronkowcédw innych niz gronkowiec ztocisty opisano kilka
dodatkowych allotypéw ccr. Na przyktad u S. pseudintermedius KM241 zidentyfikowano ccrA5
jako odpowiednik genu ccrA (International Working Group on the Classification of
Staphylococcal Cassette Chromosome Elements (IWG-SCC), 2009). Opisano kilka kaset SCCmec
MRSP, wilaczajac SCCmec 111 (wczesniej znany jako II-III), ktéry wystepuje w globalnie
dominujacym typie ST71 oraz ST316 i ST25, warianty SCCmecVr, (ST496, ST64 i ST751) oraz
nowo zgloszony SCCmecnass, ktéry zawiera gen mec klasy C1 oraz gen rekombinazy ccrC.
U S. pseudintermedius opisywano réwniez inne elementy SCCmec, ktére nie s3 odnotowywane
przez IWG-SCC, takie jak: ySCCmecsyzos, ktory nie zawiera gendéw ccr oraz SCCmeckmz41
i SCCmecaiie (Duim i wsp., 2018; Worthing i wsp., 2018 (a)). Jak opisuje Krapf i wsp. (2019)
w Srodkowej Europie wiekszo$¢ izolatéw MRSP zawiera elementy SCCmec 11, w dalszej
kolejnosci SCCmec 1V oraz najrzadziej SCCmec V/VT. Wykazano ponadto, Ze elementy SCCmec
wystepujace u S. pseudintermedius wykazuja znaczne podobienstwo do tych

zidentyfikowanych w szczepach MRSA, co wskazuje, ze zachodzi miedzygatunkowy transfer
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mobilnych elementéw genetycznych (van Duijkeren i wsp., 2011; Worthing i wsp., 2018 (a)).
Przyktad szczepow S. pseudintermedius prezentujacych opornos¢ na oksacyline na poziomie

fenotypowym oraz wielolekooporno$¢ przedstawiono na rycinach 6 oraz 7.

Ryc. 6. Fragment ptytki, na ktérej wykonano badanie lekooporno$ci szczepu S. pseudintermedius

z widocznym wzrostem bakterii przy krazku nasaczonym oksacyling (archiwum wtasne).

Ryc. 7. Szczep S. pseudintermedius pochodzacy od zdrowego Kklinicznie psa,

prezentujacy wielolekoopornos¢ (MDR) (archiwum wtasne).
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PROBLEMATYKA I METODA BADAN WELASNYCH

Podejmowana w pracy problematyka dotyczy czestosci wystepowania bakterii
z rodzaju Staphylococcus u zwierzat domowych (kotéw i pséw) oraz ludzi, charakterystyki ich
potencjalu chorobotwérczego, a zatem takze proby oceny, jakie zagroZenie stanowig
te drobnoustroje dla badanych ludzi i zwierzat. Zagadnieniem réwnie istotnym jest poznanie
czynnikéw, ktére moga mie¢ zwigzek z kolonizacja organizmoéw ludzi i ich najblizszych
towarzyszy przez gronkowce, a czasem rowniez z wystepowaniem u nich zakazen
i niebezpiecznych stanéw chorobowych. Wiedza na ten temat moze pomdc okresli¢ zasady
bezpiecznego postepowania i zachowania stanu zdrowia zar6wno w pracy zawodowej,

jak i w zyciu prywatnym.

3. Pytania i hipotezy badawcze oraz uzasadnienie celu badan

Celem badan byta charakterystyka epidemiologiczna gronkowcéw izolowanych od ludzi
i zwierzat towarzyszacych, identyfikacja gatunkowa uzyskanych szczepéw bakteryjnych
z wykorzystaniem nowoczesnych metod, takich jak spektrometria masowa MALDI-TOF MS
z dodatkowg genotypizacjg wybranych szczepéw zaawansowanymi metodami molekularnymi
wraz z oceng ich lekoopornosci. W wezszym zakresie celem byto okresSlenie opornosci na
metycyline na poziomie genetycznym i fenotypowym, a takze oznaczenie typoéw spa badanych
szczepow gronkowca ztocistego. Dodatkowym aspektem projektu byto badanie ankietowe,
dzieki ktéremu pozyskano informacje na temat charakterystyki grup badanych, srodowiska
pracy i zamieszkania oraz innych potencjalnych czynnikéw ryzyka kolonizacji przez

gronkowce.

Wobec powyzszego, za cel badan przyjeto w szczegélnosci:

1. Sprawdzenie, z jaka czestoscig wystepuja gronkowce u pséw oraz kotéw i ludzi,
uwzgledniajac zaréwno szczepy koagulazo-ujemne, jak i koagulazo-dodatnie;

2. Okreslenie lekoopornosci szczepow na poziomie fenotypowym oraz genetycznym
ze szczegblnym uwzglednieniem opornosci na metycyline;

3. Oznaczenie typow spa Staphylococcus aureus;

4. Weryfikacje zwigzku potencjalnych czynnikéw ryzyka z kolonizacja badanych ludzi
i zwierzat przez gronkowce, ze szczegbélnym uwzglednieniem szczepéw koagulazo-

dodatnich (S. aureus, S. pseudintermedius).

Jedna z przestanek do podjecia badann w wybranym obszarze jest obserwowany od lat

wzrost opornosci gronkowcéw na stosowane w medycynie zwierzat i cztowieka leki
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przeciwdrobnoustrojowe. Znajomos¢ czynnikéw zjadliwosci i skali problemu lekoopornosci
w badanej puli szczepéw pozwoli na lepsze zrozumienie obecnej sytuacji oraz odpowiednie
dostosowanie wyboréw terapeutycznych w codziennej praktyce lekarzy medycyny
i weterynarii. Scharakteryzowanie typow spa izolatéw gronkowca zlocistego umozliwi
przesledzenie doniesien literaturowych na ich temat i wskazanie kolejnych, interesujacych
z punktu widzenia nauki i praktyki klinicznej zagadnien i wnioskéw. Wyjatkowo interesujacy
wydaje sie by¢ aspekt potencjalnej transmisji gronkowcéw miedzy ludZmi i ich zwierzetami.
Wiedza o obszarach ciata, w ktérych najczesciej izolowane s3 gronkowce umozliwi
stwierdzenie, jaka droga ludzie i zwierzeta moga dzieli¢ sie drobnoustrojami. Czy zwyczajowy,
tak czesto widziany w praktyce klinicznej autorki catus w psi lub koci pyszczek udzielany przez
wiasciciela na pocieszenie podczas wizyty lekarskiej to istotne zagrozenie dla cztowieka?
A moze dla zwierzecia? Niewatpliwie, bliski kontakt miedzygatunkowy sprzyja¢ moze
transmisji bakterii - i tych niepatogennych, i tych zjadliwych. Utrzymywany moze by¢ nie tylko
w gospodarstwach domowych z wiasnymi pupilami, ale takze w pracy zawodowej - zwtaszcza
lekarzy weterynarii i personelu zakladéw leczniczych dla zwierzat. Oczywiscie nie tylko
zwierzeta moga stanowic rezerwuar drobnoustrojow patogennych - narazeni na zwiekszong
ekspozycje na nie sg réwniez pracownicy sektora ochrony zdrowia, m.in. lekarze, pielegniarki,
ratownicy, osoby sprzatajace - wszyscy majacy stycznos$¢ z pacjentami oraz ich wydzielinami
i wydalinami. Powstaje zatem pytanie, czy istotnie cze$ciej osoby wykonujace takie zawody
sa kolonizowane przez gronkowce? Czy zwierzeta, ktérych opiekunowie maja taka prace
réwniez? W badaniach odnoszacych sie do zagadnienia prewalencji i zjadliwos$ci gronkowcow
u czlowieka i zwierzat widoczny jest deficyt tych, w ktoérych przedstawiono by obszernie
i szczegblowo dane dotyczace kolonizacji w wielu lokalizacjach anatomicznych jednoczesnie,
w grupie psow, kotow i ludzi (w tym w parach ,cztowiek-zwierze”) oraz tak szeroko

ujmujacych czynniki ryzyka.

Nakres$lona powyzej problematyka wraz ze sformutowanymi celami badan staty sie podstawg
do postawienia nastepujacych pytan badawczych:

1. Czy S. aureus dominuje u ludzi, a S. pseudintermedius u pséw, u kotéw stanowiac
gatunek marginalny?
Czy lekoopornos$¢ obu powyzszych gatunkéw ksztattuje sie na podobnym poziomie?
Czy lekooporno$¢ CoNS jest niska i w istocie nie zwiastuje trudno$ci dla pacjentow?
Czy ktérys z typdw spa dominuje w badanej puli S. aureus?

Czy rodzaj wykonywanej pracy ma zwiazek z czestsza kolonizacja przez gronkowce?

o 1ok W N

Czy wczesniejsza historia leczenia, w tym hospitalizacji ma zwigzek z wyzsza

prewalencjg gronkowcoéw u badanych oséb i zwierzat?
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7. Czy stosowanie antybiotykdw ma zwiazek z wiekszg czestoScig wystepowania
szczepow lekoopornych (w tym metycylinoopornych) i wielolekoopornych u ludzi

i zwierzat?

W odniesieniu do postawionych powyzej pytan badawczych sformutowano nastepujace

hipotezy badawcze:

Hipoteza 1

Organizmy ludzi i zwierzat moga by¢ kolonizowane przez te same genotypy bakterii.

Hipoteza 2
Czynnikami ryzyka zwigzanymi z kolonizacja przez gronkowce koagulazo-dodatnie zwierzat
s3: stan zdrowia i wcze$niejsze leczenie, kontakty wtascicieli ze stuzba zdrowia oraz warunki

utrzymania zwierzat (w tym mozliwo$¢ kontaktu z innymi zwierzetami).

Hipoteza 3

Czynnikami ryzyka w odniesieniu do kolonizacji przez badane bakterie ludzi s3: kontakty
z sektorem ochrony zdrowia (np. praca o charakterze medycznym lub zwigzanym z medycyna
i ekspozycja na czynniki zakaZne), hospitalizacja, stan zdrowia, posiadanie zwierzecia lub

praca zwigzana z bezpoSrednim kontaktem ze zwierzetami.

W Polsce brakuje badan, ktére w tak szerokim ujeciu podejmowatyby temat oddziatywania
drobnoustrojéw na organizmy ludzi i zwierzat oraz mozliwosci ich transmisji
miedzygatunkowej, zwlaszcza w kontekscie utrzymywania bliskiego kontaktu ludzi ze
zwierzetami domowymi. Okre$lenie rozpowszechnienia gronkowcéw u ludzi i zwierzat
uzupetni wiedze na temat epidemiologii tych bakterii, a uwzglednienie typéw genetycznych
spa bedzie szczegélnym wktadem. Okres$lenie profilu lekoopornosci izolowanych szczepow,
ze szczegblnym uwzglednieniem metycylinoopornosci nie tylko postrzeganych za
najgrozniejsze gatunkéw koagulazo-dodatnich, ale takze gatunkéw nie produkujacych
koagulazy, pozwoli na skuteczne leczenie przyczynowe, a by¢ mozZe unowocze$nienie
standard6w diagnostyki laboratoryjnej, co bedzie realng pomoca w pracy lekarzy klinicystéw,
a takze ograniczy niewtasciwe stosowanie antybiotykéw w dobie rosnacej opornosci bakterii.
Znajomo$¢ genotypodw szczepoéw wniesie wiedze o gronkowcach w badanym $rodowisku.
Okreslenie czynnikéw ryzyka dla transmisji miedzygatunkowej bakterii, zwtaszcza dla os6b
pracujacych ze zwierzetami, os6b o obnizonej odpornosci oraz hospitalizowanych, stanowi¢

bedzie wskazowke bezpiecznego postepowania w pracy zawodowej i opiece nad zwierzetami
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towarzyszacymi. Uzyskane wyniki moga mie¢ szczegélne znaczenie w kontekscie dzieci, ktére

pozostaja w statym, bliskim kontakcie ze zwierzetami domowymi.

4. Materialy i metody

4.1. Organizacja i pobieranie materiatu do badan

Material pozyskiwano od ludzi i zwierzat zgodnie z procedura postepowania
zaakceptowang przez Komisje Bioetyczng przy Uniwersytecie Medycznym we Wroctawiu oraz
Lokalng Komisje do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach we Wroctawiu przy Instytucie
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda, Polskiej Akademii Nauk (opinie
Komisji stanowig zatgczniki nr 1i 2 do dysertacji).

Miejscem pozyskiwania probek do badan byto ambulatorium Katedry i Kliniki Pediatrii
i Chordéb Infekcyjnych Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, a takze Kliniki Weterynaryjne
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Zwazywszy na miejsca pobierania materiatu
i szczegdblnie trudny okres (pandemia COVID-19) okazato sie wowczas, Ze uzyskanie wymazéw
od ludzi z zachowaniem standardéw bezpieczenstwa zaréwno osoby badanej, jak
i pobierajacej materiat byto przez pewien czas niemozliwe. Utrudniony byt réwniez dostep do
laboratoriéw, czasowo niemozliwa byta identyfikacja gatunkowa metoda MALDI-TOF MS,
skonczywszy na problemach z dostepnoscia podstawowych produktéw, takich jak pateczki do
wymazow czy rekawiczki ochronne. Wskutek tego nie byto mozliwe uzyskanie zadowalajacej
liczby wymazéw wytacznie w planowanych placéwkach ochrony zdrowia ludzi i zwierzat
i ostatecznie badania zostaty przeprowadzone dodatkowo w zakitadach leczniczych dla
zwierzat na terenie Wroctawia oraz wsréd zgtaszajacych sie samodzielnie ochotnikéw - dzieci

wraz z rodzicami lub opiekunami prawnymi.

4.2. Przebieg badania ludzi

Osoby doroste wraz z dzie¢mi po zgtoszeniu sie do Poradni Choréb Zakaznych Dzieci lub
Oddziatu Klinicznego Zakaznego Katedry i Kliniki Pediatrii i Choréb Infekcyjnych
Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu. Personel medyczny
informowat szczegétowo opiekunéw prawnych dzieci o mozliwo$ci wziecia udziatu w badaniu.
Osoby, ktore wyrazity taka wole otrzymywaty formularz §wiadomej zgody na udziat w badaniu
dla osoby dorostej oraz w odniesieniu do nieletnich - formularz swiadomej zgody na udziat
w badaniu dziecka (w przypadku dzieci, ktére ukonczyty 16 rok zycia réwniez ich pisemnej
zgody) i formularz zgody na przetwarzanie danych osobowych w zwigzku z udziatem

w badaniu i ubezpieczeniem badania (zataczniki 3-6). Nastepnie pobrano wymazy od
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badanych osé6b przez uprawniony personel z czterech lokalizacji anatomicznych: przedsionka
jamy nosowej, gardta w okolicy migdatkdw, skéry za matzowing uszng oraz skéry w zgieciu
tokciowym. Na koniec rodzic lub opiekun prawny dziecka przy pomocy personelu medycznego
wypetniat ankiete dotyczaca osoby badanej i srodowiska, w ktérym zyje (zataczniki 8-9).
Osoby, ktére zdecydowaly o udziale dzieci (oraz ewentualnie takze swoim) w badaniuy,
posiadajace w domu zwierze (psa lub kota) informowano o mozliwosci wykonania
analogicznego badania u zwierzecia. Do tego celu przygotowano broszury informacyjne, ktére
osoby otrzymaja na wlasnos¢, aby miaty mozliwos¢ zapoznac sie z zawartymi informacjami.
W broszurach zamieszczono informacje o mozliwosci wykonania badania zwierzecia wraz
z danymi kontaktowymi Przychodni Katedry Epizootiologii z Klinika Ptakéow i Zwierzat
Egzotycznych, gdzie po uprzednim uméwieniu wizyty, wiasciciele beda mogli przyby¢ ze
zwierzeciem celem pobrania wymazoéw. Formularze $wiadomej zgody pacjentéw na udziat
w badaniu wraz z ich danymi osobowymi s3 przechowywane przez Katedre Epizootiologii
z Klinikg Ptakéw i Zwierzat Egzotycznych. Anonimowe ankiety oraz pobrany materiat
(wymazy) zostaly opisane poprzez indywidualny kod danego pacjenta uniemozliwiajacy
identyfikacje badanej osoby.
W badaniu zastosowano kryteria wigczenia i wylaczenia z badania. Kryteria wiaczenia byty
nastepujace:
e Pacjenci Kliniki Pediatrii i Chordéb Infekcyjnych, Uniwersytetu Medycznego
we Wroctawiu.
o Wiekod0do 18 lat.
o Wyrazenie §wiadomej i dobrowolnej zgody na udziat w badaniu.
e Rodzice lub opiekunowie prawni pacjentow =zainteresowani swoim udziatem
w badaniu.
o Wyrazenie $wiadomej i dobrowolnej zgody na udziat w badaniu.
Przyjeto ponizsze kryteria wykluczenia z badania:
e Brakzgody na udziat w badaniu.
e Pacjent bedacy w trakcie antybiotykoterapii miejscowej w lokalizacjach pobierania
wymazow lub antybiotykoterapii ogélnoustrojowe;j.
e Pacjent bedacy w okresie tuz po zakonczeniu antybiotykoterapii miejscowej
w lokalizacjach pobierania wymazéw lub antybiotykoterapii ogoélnoustrojowej
- za czas wykluczajacy mozliwo$¢ udziatu w badaniu przyjeto 7 dni od momentu

zakonczenia dziatania zastosowanego leku.

Materiatl mikrobiologiczny od ludzi pobierany byt za pomoca jatowych pateczek z wacikiem
wiskozowym umieszczanych niezwtocznie po pobraniu wymazu w probéwce transportowej

z podtozem Amies (Deltalab, Barcelona, Hiszpania). Probéwki opisano indywidualnym kodem
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pacjenta wraz z oznaczeniem miejsca pobrania wymazu. Tak zabezpieczony materiat oraz

zakodowane ankiety odbierane byty bezposrednio z ambulatorium.

4.3. Przebieg badania zwierzat

Analogiczne zasady przeprowadzenia badania zastosowano w odniesieniu do zwierzat.
Kazdy ze zglaszajacych sie ze zwierzeciem do gabinetu weterynaryjnego wtascicieli miat
mozliwo$¢ zapoznania sie z informacja o prowadzonym badaniu poprzez plakaty
informacyjne, broszury oraz informacje ustng od personelu medycznego. Osoby
zainteresowane udziatem zwierzecia w badaniu byly szczegétowo informowane
o planowanym przebiegu badania, miejscach pobierania materiatu bakteriologicznego
i odczuciach, ktére moze powodowac¢ dotykanie pateczka do wymazdédw wybranych okolic ciata
zwierzecia, celem oceny czy zwierze pozwoli na pobranie materiatu, a takze o kwestionariuszu
dotyczacym badanego psalub kota i sSrodowiska, w ktérym zyje. Osoby zostaty poinformowane
takze o mozliwosci rezygnacji z badania w dowolnym momencie bez Zadnych konsekwencji.
Nastepnie wtasciciele, ktorzy zaakceptowali te informacje wyrazali ustng zgode
na wypetnienie kwestionariusza i pobranie od zwierzecia przez wykwalifikowany personel
weterynaryjny wymazow z szesSciu lokalizacji anatomicznych - zewnetrznego przewodu
stuchowego, nozdrzy przednich, worka spojéwkowego, jamy ustnej, skory w pachwinie oraz
odbytu. Jesli zwierze miato rane lub zmiany skérne - dodatkowy wymaz pobierany byt takze
z tej lokalizacji. W trakcie pobierania wymazéw od pacjenta wtasciciel wypetniat
kwestionariusz. Wtasciciele zwierzat poinformowani zostali réwnieZz o mozliwosci wziecia
przez nich udzialu w badaniu w parze ze zwierzeciem. W tym celu udostepniono dane
kontaktowe do wyznaczonych o0s6b z ramienia Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu,
gdzie po wczesniejszym umoéwieniu wizyty wiasciciele mogli przyby¢ celem dopeiienia
formalnosci i pobrania od nich wymazéw przez uprawniony personel medyczny. Uzyskany
materiat mikrobiologiczny przekazywany byt niezwltocznie do laboratoriéw Katedry
Epizootiologii z Klinika Ptakow i Zwierzat Egzotycznych. Zgromadzone kwestionariusze
przechowywane s3 w Katedrze Epizootiologii z Klinika Ptakéw i Zwierzat Egzotycznych.
Zaréwno materiat kliniczny jak i kwestionariusze dotyczace zwierzat zakodowane zostaty
tozsamymi oznaczeniami.

Réwniez w przypadku pséw i kotdw =zastosowano kryteria wiaczenia pacjentéw
do badania:

e Pacjent zakladu leczniczego dla zwierzat

o Wyrazenie przez wiasciciela zwierzecia $wiadomej i dobrowolnej zgody na udziat

zwierzecia w badaniu
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Nie wszystkie zwierzeta mogty zosta¢ zakwalifikowane do udzialu w projekcie. Kryteria
wykluczenia to:
e Brak zgody wtasciciela na udziat zwierzecia w badaniu
e Pieslub kotbedacy w trakcie antybiotykoterapii miejscowej w lokalizacjach pobierania
wymazow lub antybiotykoterapii ogélnoustrojowe;j.
e Pacjent bedacy w okresie tuz po zakonczeniu antybiotykoterapii miejscowej
w lokalizacjach pobierania wymazéw lub antybiotykoterapii ogoélnoustrojowej
- za czas wykluczajacy mozliwo$¢ udziatu w badaniu przyjeto 7 dni od momentu

zakonczenia dziatania zastosowanego leku.

Material mikrobiologiczny od zwierzat pobierany byt za pomoca jatowych pateczek
z wacikiem wiskozowym (Deltalab, Barcelona, Hiszpania) umieszczanych niezwlocznie
po pobraniu wymazu w jatowej probéwce polistyrenowej (F.L. Medical, Torreglia, Wtochy)
z podtozem ptynnym BHI w ilosci 2 ml (Oxoid, Basingstoke, Wielka Brytania). Probéwki
opisano indywidualnym kodem pacjenta wraz z oznaczeniem miejsca pobrania wymazu. Tak
zabezpieczony materiat oraz zakodowane ankiety przekazywane byly do dalszych etapow

prac.

4.4. Badana grupa ludzi i zwierzat

W pierwszym etapie badania, w latach 2019 - 2021 przebadano 1acznie 274 zwierzeta.
Koty i psy byly przydzielane do 4 grup na podstawie danych zawartych
w kwestionariuszach oraz badania klinicznego.

Wyodrebniono nastepujace grupy:

o Koty zdrowe (n=120)

e Koty chore (n=41)

e Psyzdrowe (n=64)

e Psychore (n=49)

Na potrzeby niniejszego projektu badawczego, poprzez zwierzeta chore rozumiano osobniki,
u ktorych stwierdzono w badaniu klinicznym objawy przynajmniej jednego
z wymienionych ponizej stanéw chorobowych:

e Zapalenie spojowek

e Zapalenie przewodu stuchowego

e Niezyt géornych drég oddechowych

e Zmiany skérne lub rany

e Inne objawy Kkliniczne (inne, niewymienione wyzej objawy wskazujace

na mozliwo$¢ wystepowania zakazen bakteryjnych w organizmie)
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W latach 2019 - 2021 w badaniu udziat wzieto 261 oséb, w tym 36 dzieci oraz 225 oséb
dorostych. W grupie badanej byty 23 osoby chore (4 dzieci oraz 19 os6b dorostych),
tj. posiadajace objawy bakteryjnego zapalenia skory, géornych drég oddechowych, spojowek
i/lub ran. Strukture badanej grupy ludzi i zwierzat przedstawiono w tabeli 1. W drugim etapie
badan analizie poddano szczepy S. aureus oraz S. pseudintermedius pochodzace od badanych

ludzi i zwierzat.

Tabela 1
Charakterystyka badanych zwierzqt i ludzi

Zwierzeta Ludzie
Zmienna Zmienna
Koty Psy Dorosli Dzieci

Zdrowe 120 64 Zdrowi 206 32
Chore 41 49 Chorzy 19 4
taczna liczba taczna liczba

161 113 225 36
badanych badanych

4.5. Badanie bakteriologiczne

Material pochodzacy od ludzi przenoszono z podtoza transportowego do probowki
z podtozem ptynnym BHI i namnazano przez 24 godziny w temperaturze 37°C. Probki
od zwierzat bezposrednio po pobraniu umieszczano w podiozu ptynnym BHI i inkubowano
w taki sam sposdb. Po inkubacji, 1 ul uzyskanej hodowli bakteryjnej posiewano za pomoca
jatowej ezy (F.L. Medical, Torreglia, Wtochy) na podloza state: agar z krwig barania, podtoze
Chapmana oraz agar z eskuling (Oxoid, Basingstoke, Wielka Brytania) i inkubowano przez 24
godziny w temperaturze 37°C. Po tym czasie dokonano oceny morfologii obecnych na ptytkach
kolonii bakteryjnych. Wszystkie kolonie, ktére odpowiadaly cechom opisywanym dla
gronkowcow przesiewano ponownie. Po kolejnej dobie inkubacji, oceniano morfologie
i stopien odseparowania kolonii. Jesli wynik oceny byt niejednoznaczny (widoczne byty tylko
pojedyncze kolonie lub nadal nie byty odpowiednio odizolowane od innych), wykonywano
dodatkowy posiew redukcyjny na agar z krwig baranig i podtoze Chapmana przy wydtuzonym
czasie inkubacji do 48 godzin w 37°C. W przypadku uzyskania wzrostu czystych kolonii
bakteryjnych, podejrzanych o reprezentowanie rodzaju Staphylococcus, kolonie przesiewano
ponownie na agar z krwig baranig. Za kolonie przynalezne do rodzaju Staphylococcus
uznawano kolonie speiniajace nastepujace kryteria: na podtozu z krwig baranig - okragte,

gtadkie, 1$nigce, w odcieniach bieli, szarosci i Zo6tci, bez i ze strefg hemolizy B (ryc. 8.),
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na podtozu Chapmana - okragte, 1$nigce, gtadkie, w odcieniach zétci lub czerwieni (ryc. 9.),

na agarze z eskuling - niepowodujgce zmiany zabarwienia podtoza na czarno lub brazowo.

Ryc. 8. Poréwnanie wygladu kolonii S. aureus (a), S. pseudintermedius (b), S. hominis (c) oraz

S. epidermidis (d) na agarze z dodatkiem krwi baraniej (archiwum wtasne).

Ryc. 9. Wzrost bakterii z rodzaju Stapylococcus na podtozu Chapmana (archiwum wtasne).
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4.6. Identyfikacja gatunkowa szczepow

4.6.1.Zdolnos¢ wytwarzania koagulazy

Celem weryfikacji produkcji koagulazy wolnej, dla wyselekcjonowanych uprzednio
szczepOw wykonano test probéwkowy (Patkiewicz i wsp., 2003). W jalowej probéwce (F.L.
Medical, Torreglia, Wtochy) umieszczono 0,5 ml liofilizowanej plazmy kroéliczej
i dodano kilka kolonii bakteryjnych, celem utworzenia zawiesiny. Probéwki inkubowano
w 35°C przez 18 godzin, a nastepnie obserwowano obecno$¢ skrzepu. Szczepy, ktére
powodowaty wytworzenie skrzepu oznaczono jako wytwarzajace koagulaze wolng. Kontrole
negatywna stanowita probéwka z 0,5 ml plazmy kréliczej i dwoma kroplami sterylnej

zawiesiny podtoza BHI.

4.6.2. Identyfikacja metoda MALDI-TOF MS

Wybrane na podstawie morfologii pojedyncze kolonie bakterii z podtoza z krwig baranig
poddano ekstrakcji celem identyfikacji metoda MALDI-TOF MS. Procedura przygotowania
ekstraktow zostata wykonana w oparciu schemat opisany wcze$niej w literaturze (Pasciak
iwsp., 2015; Kréli wsp., 2016; Wanecka i wsp., 2019), zgodnie z instrukcjg producenta (Bruker
Daltonics, Bremen, Niemcy). Zawiesine prébki badanej o objetosci 1 pl naniesiono na
dedykowang do spektrometru Bruker Daltonics UltrafleXtreme ptytke o 384 polach (ryc. 10),
po czym pokryto je 1 pl roztworu matrycy zawierajgcego kwas a-cyjano-4-hydroksy-
cynamonowy (HCCA) w rozpuszczalniku organicznym (50% acetonitryl i 2,5% kwas
trifluorooctowy). Po osuszeniu, ptytka umieszczana byta w komorze analizatora, a nastepnie
wynik pomiaru uwalnianych czasteczek rejestrowany w postaci widma mas odczytywany byt
z uzyciem oprogramowania The Biotyper 3.1 (Bruker Daltonics). Zgodnie z wytycznymi
producenta zastosowano nastepujace kryteria identyfikacji gatunkowej: wynik <1,7 oznaczat
brak wiarygodnej identyfikacji, wynik 1,7-1,999 oznaczat prawdopodobng identyfikacje na
poziomie rodzaju, wynik 2,0-2,200 oznaczal wiarygodna identyfikacje rodzaju
i prawdopodobng identyfikacje gatunku oraz wynik 2,3-3,0 oznaczat wysoce prawdopodobng
identyfikacje gatunku. W badaniu wtasnym przyjeto wyniki réwne lub wyzsze 2,0 jako
akceptowalny poziom identyfikacji gatunkowej. Dla izolatédw, ktére uzyskaty wynik w zakresie
miedzy 1,7 a 1,999 badanie wykonywano ponownie. Wszystkie szczepy gronkowcéw, dla
ktorych okreslono gatunek byly gromadzone do dalszych etapéw prac poprzez zamrozenie
1 ml zawiesiny bakteryjnej w wyciggu moézgowo-sercowym z dodatkiem 15% glicerolu
w temperaturze -80°C (Sanyo TwinGuard Ultra Low Freezer -86cC MDF-U700VX, Sanyo
Electric Co. Ltd., Osaka, Japonia).
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Ryc. 10. Plytka do identyfikacji gatunkowej szczepéw bakteryjnych

w spektrometrze Bruker Daltonics UltrafleXtreme (prébki naniesiono na polach w wierszach

od A do ) (archiwum wtasne).

4.7. 1zolacja genomowego DNA

Dla wszystkich szczepoéw S. aureus oraz S. pseudintermedius wykonano izolacje DNA
genomowego wykorzystujac zestawy Genomic Mini AX Staphylococcus Spin (A&A
Biotechnology, Gdansk, Polska), a izolacja wykonywana byta zgodnie z instrukcja producenta.
W trakcie izolacji wykorzystywano nastepujacy sprzet laboratoryjny: wiréwke Centrifuge
5425 (Eppendorf Poland Sp. z 0.0., Warszawa, Polska), worteks LP Vortex Mixer (Thermo
Fisher Scientific Inc., Massachusetts, USA), pipety Eppendorf Research Plus (Eppendorf Poland
Sp. z 0.0, Warszawa, Polska), Biometra TS1 ThermoShaker (Analytik Jena, Jena, Niemcy).
Procedura izolacji przebiegata zgodnie z instrukcja producenta zestawu. Uzyskane izolaty DNA
bakteryjnego zostaty umieszczone w jatowych mikroprobéwkach (SARSTEDT AG & Co. KG,
Niimbrecht, Niemcy), posegregowane w kriopudetkach do mrozenia (Biologix Group Limited,

Shandong, China) i zabezpieczone w zamrazarce w temperaturze - 20°C.

4.8. Wykrywanie genéw metoda PCR

W celu okreslenia przynalezno$ci gatunkowej szczepéw oraz okreslenia u nich obecno$ci

genow opornos$ci na chemioterapeutyki przeciwdrobnoustrojowe wykonano badanie metoda
PCR.
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Do przeprowadzenia reakcji zastosowano mieszanine reakcyjng o tacznej objetosci 25 pl

i nastepujacym sktadzie:

e 19,9 ul H20

e 2,5 pl buforu 10X DreamTaq Green Buffer (zawierajacego 20mM MgCl2) (Thermo
Fisher Scientific Inc., Massachusetts, USA)

e 0,5 ul dNTP NZYMix 10mM (Nzytech, Lizbona, Portugalia)

e 0,2 ulstarteraR

o 0,2 plstarteraF

e 0,2 pl (1U) polimerazy DreamTaq Green DNA Polymerase (5U/puL) (Thermo Fisher
Scientific Inc., Massachusetts, USA)

e 1,5ulDNA

Matryce stanowito DNA izolowane ze szczepow S. aureus i S. pseudintermedius, a takze
ze szczepow referencyjnych, uzyczonych przez Panig Doktor Karoline Bierowiec z Katedry
Epizootiologii z Klinikg Ptakéw i Zwierzat Egzotycznych Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu i szczegétowo opisanych we wczeSniejszych
badaniach wykonywanych w tej Katedrze (Bierowiec i wsp., 2016 (b)). W kazdej reakcji
zastosowano Kkontrole pozytywna, negatywna oraz probe kontrolng, ktéra stanowita
mieszanina z DNA zastgpionym jalowg, destylowang H,O (A&A Biotechnology, Gdansk, Polska)
w objetosci 1,5 pl. Warunki reakcji PCR dla poszczegélnych produktéw ustalono w oparciu
o literature Zr6dtowa (Harmsen i wsp., 2003; Martin i wsp., 2003; Garcia-Alvarez i wsp., 2011;
Bierowieciwsp., 2016 (b); MaliSova i wsp., 2019). Reakcje przeprowadzono z wykorzystaniem
nastepujacych sprzetéw i aparatury: termocyklera Bio-Gener Technology model GE9612T-S,
worteksu LP Vortex Mixer (Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts, USA), pipet

Eppendorf Research Plus (Eppendorf Poland Sp. z 0.0., Warszawa, Polska).

4.8.1. Wykrywanie gendéw potwierdzajacych przynaleznos$¢ gatunkowa S. aureus
Wszystkie izolaty DNA S. aureus poddano reakcjom PCR wykrywajacym obecno$¢ genéw

spa oraz nuc w oparciu o dane literaturowe (Martin i wsp., 2003, Harmsen i wsp. 2003).

Sekwencje zastosowanych w badaniu oligonukleotydéw przedstawiono w tabeli 2.
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Tabela 2

Zestawienie sekwencji starteréw wykorzystanych w reakcjach PCR

Wielkos¢ Literatura
Gen Startery Sekwencja 5’-3’ produktu Py
2) zrodlowa
, aph-F GAGCAATAAGGGCATACCAAAAATC
aac(6’)le- 480
aph(2’)la aph-R CCGTGCATTTGTCTTAAAAAACTGG
blaZ-F ACTTCAACACCTGCTGCTTTC
blaZ 173
blaZ-R TGACCSCTTTTATCAGCAACC
ermA-F TCTAAAAAGCATGTAAAAGAA Rizzotti i wsp.,
ermA 645 2005
ermA-R CTTCGATAGTTTATTAATATTAGT
ermB-F GAAAAGGTACTCAACCAAATA
ermB 639
ermB-R AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC
ermC-F TCAAAACATAATATAGATAAA
ermC 642
ermC-R GCTAATATTGTTTAAATCGTCAAT
fusB-F CCGTCAAAGTTATTCAATCG .
Cheniwsp.,
fusB 492 2010
fusB-R ACAATGAATGCTATCTCGACA
mecA-F TCACCAGGTTCAAC[Y]CAAAA Garcia-Alvarez
iwsp., 2011;
mecA 162 Oliveira
mecA-R CCTGAATC[W]GCTAATAATATTTC i Leznggztre'
mecC-F TCACCAGGTTCAAC[Y]CAAAA Garcfa-Alvarez
mecC 356 iwsp., 2011
mecC-R CCTGAATC[W]GCTAATATTTC
mupA-F TATATTATGCGATGGAAGGTTGG .
Seah i wsp.,,
mupA 457 2012
mupA-R AATAAAATCAGCTGGAAAGTGTTG
nucF GAAGATCCAACAGTATATAGTGC Martin i wsp,,
nuc 468 2003
nucR ATTGACCTGAATCAGCGTTGTCTT
pta-F AAA GAC AAA CTT TCA GGT AA v .
pta 320 Malisova i wsp.,
pta-R GCA TAA ACA AGC ATT GTA CCG 2019
1095F AGACGATCCTTCGGTGAGC Harmsen i wsp.,
2003;
spa 250 - 637 Shopsin i ws
1517R GCTTTTGCAATGTCATTTACTG Moo T
tetK-F TCGATAGGAACAGCAGTA Rizzotti i ws
tet(K) 169 005 P>
tetK-R CAGCAGATCCTACTCCTT
tetL-F ATAAATTGTTTCGGGTCGGTAAT E .
el 177 Bmaneiniiwsp,
tetL-R AACCAGCCAACTAATGACAATGAT
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tetM-F GTGGACAAAGGTACAACGAG

tet(M) 406
tetM-R CGGTAAAGTTCGTCACACAC
tetO-F AACTTAGGCATTCTGGCTCAC
tet(0) 515
tetO-R TCCCACTGCTCCATATCGTCA Rizzotti i wsp.,
2005
vanA-F GGGAAAACGACAATTGC
vanA 732
vanA-R GTACAATGCGGCCGTTA
vanB-F ATGGGAAGCCGATAGTC
vanB 635
vanB-R GATTTCGTTCCTCGACC

Adnotacje: pz - par zasad

4.8.2. Weryfikacja przynaleznosci gatunkowej S. pseudintermedius metoda PCR-RFLP

W celu potwierdzenia przynalezno$ci gatunkowej izolatéw S. pseudintermedius,
wykonano badanie metoda PCR-RFLP wedtug MaliSova i wsp. (2019) dla genu pta.
Po potwierdzeniu obecnosSci genu pta, otrzymane mieszaniny reakcyjne inkubowano
z enzymem Mbol w dedykowanym przez producenta buforze (Nzytech, Lizbona, Portugalia)
w temperaturze 379C przez 2 godziny. Produkty trawienia naniesiono na Zel elektroforetyczny
oraz obserwowano efekty procedury zgodnie z procedurg opisang w punkcie 4.8.4. Obraz zelu
elektroforetycznego po wizualizacji obecno$ci genu pta oraz produktéw po trawieniu

enzymatycznym przedstawiono na rycinach 111 12.

Ryc. 11. Wizualizacja produktéw reakcji PCR dla genu pta dla szczepdw S. pseudintermedius

po rozdziale w Zelu elektroforetycznym. Widoczne s3 produkty wielkosci ok. 320 par zasad

(archiwum wtasne).
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Ryc. 12. Wizualizacja produktéw trawienia enzymatycznego w przebiegu procedury
PCR-RFLP wedtug MaliSova i wsp. (2019) dla szczepow S. pseudintermedius. Obecno$¢ po trawieniu
enzymem Mbol dwéch prazkow potwierdza przynaleznos¢ do gatunku S. pseudintermedius

(archiwum wtasne).

4.8.3. Identyfikacja gen6w odpowiadajacych za lekoopornos¢

Obecno$¢ gendéw opornosci na penicyliny (blaZ), B-laktamy (mecA i mec(),
aminoglikozydy (aac(6’)le-aph(2”)1a), glikopeptydy (vand, vanB), makrolidy, linkozamidy
i streptograminy (ermA, ermB i erm(), tetracykliny (tet[K], tet[L], tet[M] i tet[O]), mupirocyny
(mupA) oraz kwas fusydowy (fusB) okreslono metoda PCR z wykorzystaniem starteréw
i warunkoéw reakcji okre$lonych w literaturze (Bierowiec i wsp., 2016 (b)). Na podstawie
danych Zrédtowych przyjeto, iz szczep wielolekooporny (MDR) to taki, ktéry prezentuje
obecnos$¢ gendéw na 3 lub wiecej klas substancji przeciwdrobnoustrojowych (Schwarz i wsp.,

2010; Bierowiec i wsp., 2016 (b)).

4.8.4. Wizualizacja otrzymanych produktéw PCR

Otrzymane produkty poddawano rozdzialowi w 1,5% zelu agarozowym (Prona Agarose EU)
z uzyciem barwnika Midori Green Advance DNA Stain (Nippon Genetics Europe GmbH, Diiren,
Niemcy) oraz markera mas FastGene 100 bp DNA Marker ready-to-use (orange G & xylene
cyanol FF) (Nippon Genetics Europe GmbH, Diiren, Niemcy) w buforze TAE (Tris-Acetate-
EDTA, Nippon Genetics Europe GmbH, Diiren, Niemcy) z wykorzystaniem aparatu Sub-Cell GT
Cell model 192 (Bio-Rad, California, USA) oraz zasilacza PowerPac™ Basic Power Supply (Bio-

Rad, California, USA). Po rozdziale elektroforetycznym wykonano wizualizacje Zelu w aparacie
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ChemiDoc ™ XRS+ z oprogramowaniem Image Lab ™ oraz Gel Doc XR+ i Quantity One 4.6.8.

(Bio-Rad, California, USA) w Srodowisku Windows XP (Microsoft, Waszyngton, USA).

4.9. Okreslenie typow spa S. aureus

Celem powielenia fragmentu genu spa wykonano reakcje PCR z zastosowaniem swoistych
starterow i warunkoéow reakceji wedtug Harmsen i wsp. (2003). Otrzymane produkt przestano
do sekwencjonowania (Macrogen Europe BV, Amsterdam, Holandia), a uzyskane sekwencje

analizowano przy uzyciu The Ridom SpaServer (http://spa.ridom.de/).

4.10. Okreslenie lekoopornosci szczepé6w metoda dyfuzyjno-krazkowa

Wszystkie izolaty S. aureus i S. pseudintermedius oceniano pod katem lekoopornosci na
poziomie fenotypowym z wykorzystaniem metody dyfuzyjno-krazkowej zgodnie
z procedura i wytycznymi Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) Performance
Standards for Antimicrobial Disk and Dilution Susceptibility Tests for Bacteria Isolated From
Animals, supplement VET01S ED6:2023 oraz Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing’ 31st Edition. CLSI
document M100:ED31:2021. Substancje, dla ktérych wykonano oznaczenie przedstawiono
w tabeli 3.

Tabela 3

Wykaz substancji i stezen zastosowanych do oznaczen lekoopornosci metodq dyfuzyjno-krqzkowq

Substancja Oznaczenie Stezenie/krazek Producent

amoksycylina z kwasem

AMC 30 30 pug
klawulanowym
ampicylina AMP 10 10 pg
cefoksytyna* FOX 30 30 ug
chloramfenikol C30 ug Oxoid™ (Oxoid Ltd.,
ciprofloksacyna CIP5 5ug Basingstoke, Wielka
erytromycyna E15 15 g Brytania)
gentamycyna CN 10 10 ug
klindamycyna DA 2 2ug
kwas fusydowy FD 10 ug
linezolid LZD 30 ug
MASTDISCS® AST
marbofloksacyna MAR 5 5ug (Mast Group Ltd,,
Liverpool, Wielka
Brytania)
mupirocyna MUP 200 200 pg
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oksacylina* 0X1 1lpg

penicylina G P10 1010
rifampicyna RD 5 5ug Oxoid™ (Oxoid Ltd.,
sulfametoksazol /trimetoprimem SXT 25 25 g Basingstoke, Wielka
tetracyklina TE 30 30 ug Brytania)
tigecyklina TGC 15 15 pg
tobramycyna TOB 10 10 pug

Adnotacje: *szczepy S. aureus badano z wykorzystaniem krazkéw z cefoksytyna, a S. pseudintermedius z oksacyling

4.11. Okres$lenie metycylinoopornosci metoda MIC

Wszystkie izolaty gronkowcow pochodzace od zwierzat (zaré6wno CoPS, jak i CoNS) byty
oceniane pod katem opornosci na metycyline na poziomie fenotypowym z wykorzystaniem
metody MIC zgodnie z procedura i wytycznymi zawartymi w Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) Performance Standards for Antimicrobial Disk and Dilution Susceptibility
Tests for Bacteria Isolated From Animals, supplement VET01S ED6:2023 oraz Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility
Testing’ 31st Edition. CLSI document M100:ED31:2021. Badane szczepy inkubowano
w ptynnym podtozu Mueller-Hinton broth cation-adjusted (Oxoid Ltd., Basingstoke, Wielka
Brytania) w serii rozcienczen: 4, 2, 1, 0,5, 0,25 i 0,125 pg/mL roztworu oksacyliny (TOKU-E,
Gent, Belgia). Zgodnie z rekomendacjami wymienionych wyzej opracowan CLSI, przygotowano
zawiesine kolonii bedaca ekwiwalentem 0,5 wedtug standardu McFarlanda, inkubowano przez
24 godziny w temperaturze 37°C, a nastepnie identyfikowano szczepy metycylinooporne.

Wykonanie metody zaprezentowano na rycinie 13.

Ryc. 13. Plytka titracyjna zastosowana w metodzie MIC, widziana od spodu.

Strzatki wskazujg wzrost bakterii w kolejnych roztworach oksacyliny (archiwum wtasne).
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4.12. OkreS$lenie czynnikéw ryzyka kolonizacji badanych zwierzat i ludzi przez

gronkowce

W celu okreslenia czynnikéw ryzyka, wtasciciele zwierzat byli proszeni o wypeinienie
ankiet dotyczacych cech osobniczych badanego psalub kota, jego obecnego stanu zdrowia oraz
historii leczenia z ostatnich 12 miesiecy (ze szczegdlnym uwzglednieniem stosowania
w terapii antybiotykéw), a takze warunkéw srodowiska, w ktérym zyje. Badane osoby doroste
otrzymywaly do wypelienia odpowiedni kwestionariusz uwzgledniajacy analogiczne
kwestie, a takze pytania o warunki wykonywanej pracy (oraz czy ma zwigzek
z kontaktem ze zwierzetami) i codzienne czynnos$ci mogace by¢ potencjalnym czynnikiem
ryzyka kolonizacji przez gronkowce. W przypadku dzieci, wtasciwa wersje ankiety uzupetniali
rodzice lub opiekunowie prawni. Dane pozyskane z wypetionych kompletnych ankiet
poréwnano z wynikami badania mikrobiologicznego i PCR dotyczacymi wystepowania
gronkowcow u tych oséb i zwierzat, z uwzglednieniem szczepéw lekoopornych, celem
weryfikacji przyjetych hipotez badawczych oraz okreslenia czynnikéw ryzyka do kolonizacji
przez gronkowce. Wzory ankiet dostepne sa w zalacznikach dysertacji (zalaczniki

8-10).

4.13. Opis zastosowanych analiz statystycznych

Do wykonania analizy statystycznej w I etapie badan zastosowano jezyk statystyczny
R statistical package (wersja 3.6.3.). Prewalencje oraz przedziaty ufnoSci w odniesieniu
do bakterii z rodzaju Staphylococcus (w tym szczepéw metycylinoopornych) obliczono
za pomoca metody Bootstrap. Wszystkie dane analizowano z wykorzystaniem testu Shapiro-
Wilka, testu Wilcoxona, testu Kruskala-Wallisa, testu chi-kwadrat oraz testu Fishera. Za istotne
statystycznie uznano p< 0,05.

W drugim etapie badan, dla dwo6ch zmiennych kategorialnych istotno$¢ oceniano
za pomoca testu chi-kwadrat Pearsona (test chi-kwadrat niezaleznosci) lub doktadnego testu
Fishera (test Fishera zastosowano, gdy liczebno$¢ oczekiwana wynosita mniej niz 5).
Wielokrotne poréwnania w przypadku testéw post hoc przeprowadzono z zastosowaniem
metody Benjamini i Hochberga (Benjamini i Hochberg, 1995). Dodatkowo w analizach
okreslajacych czynniki ryzyka wystapienia metycylinoopornosci szczepéw oraz
wielolekoopornosci (MDR) uwzgledniono iloraz szans (OR) wraz z 95% przedziatem ufnosci.
Dodatkowo, dla ilosciowych czynnikéw ryzyka wykorzystano analize regresji logistycznej i na

jej podstawie okreslono OR.
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Oszacowanie  istotnosci  réznic  pomiedzy  obserwowanymi  proporcjami
a oczekiwanymi prawdopodobienstwami (zaktadajac rowne prawdopodobienistwa dla kazdej
kategorii) w obrebie jednej zmiennej przeprowadzono w oparciu o test dobroci dopasowania
chi-kwadrat. Rozktad miar tendencji centralnych dla zmiennych liczbowych wyrazono za
pomoca mediany (Mdn) i rozstepu ¢wiartkowego (Q1, Q3). Dla zmiennych nominalnych,
rozktad okres$lono poprzez podanie czestosci kazdej kategorii oraz udziatu procentowego
w stosunku do liczebnos$ci ogétem, n (%). Istotno$¢ roznic miedzy Srednimi dwoch grup
niezaleznych dla zmiennych iloSciowych okreslono za pomoca testu sumy rang Wilcoxona.
Analizy przeprowadzono przy uzyciu jezyka statystycznego R (wersja 4.1.1; R Core Team,
2021) w systemie Windows 10 Pro 64 bit (build 19044), z wykorzystaniem pakietéw report
(wersja 0.5.1.3; Makowski i wsp., 2021), rcompanion (wersja 2.4.18; Mangiafico, 2022),
gtsummary (wersja 1.6.2; Sjoberg i wsp., 2021), readxl (wersja 1.3.1; Wickham i wsp., 2019)
i dplyr (wersja 1.0.10; Wickham i wsp., 2022). Poziom istotnos$ci testéw statystycznych

w niniejszej analizie ustalono na a = 0,05.

WYNIKI

5. Charakterystyka proby

Badaniu poddano 165 szczepéw S. pseudintermedius pochodzacych od 7 ludzi
i 75 zwierzat oraz 202 szczepy S. aureus pochodzace od 109 ludzi i 30 zwierzat.
Charakterystyke badanych ludzi zaprezentowano w tabeli 4, natomiast w tabeli
5 przedstawiono charakterystyke badanych zwierzat. Wiekszos¢ badanych to dorosli
- stanowili oni ponad 85% w przypadku obu analizowanych gatunkéw gronkowcow. Odsetek
badanych kobiet bedacych nosicielami S. pseudintermedius wynosit ok. 70%, natomiast
w przypadku S. aureus byto to ok. 50%. Wiekszo$¢ badanych ludzi byta zdrowa. Wszystkie
osoby badane skolonizowane przez S. pseudintermedius byly leczone w ostatnim roku
i przyjmowaty antybiotyki. Dodatkowo, jedna osoba byla hospitalizowana. U oséb
posiadajacych S. aureus w ostatnim roku leczonych byto niespeina 40% badanych, a niecate
30% przyjmowato chemioterapeutyki przeciwdrobnoustrojowe. Siedem o0s6b byto
hospitalizowanych. Dzieci byty obecne w domu u ok. 30-40% badanych posiadajacych
gronkowca, a u ok. 70% badanych obecne w gospodarstwie domowym byto zwierze. 3,8%
dorostych nosicieli S. aureus wykonywato zawo6d zwigzany z ochrong zdrowia. Czterdzie$ci
procent badanych posiadajacych S. pseudintermedius oraz 16,5% badanych posiadajacych

S. aureus wykonywato prace zwigzang z bezposrednim kontaktem zwierzetami.
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Tabela 4
Charakterystyka badanych ludzi

S. pseudintermedius S. aureus
Zmienna
N N (%) N N (%)

Dorosty 7 6 (85,7%) 107 91 (85,1%)
Dziecko 7 1 (14,3%) 107 16 (14,9%)
Wiek! 5 29,40 (6,58) 92 33,65 (17,33%)
Pteé 6 95
Mezczyzna 2 (33,3%) 48 (50,5%)
Kobieta 4 (66,7%) 47 (49,5%)
Stan zdrowia 7 96
zdrowy 7 (100,0%) 88 (80,7%)
chory 0 8(8,3%)
Leczenie w ostatnim c 5 (100,0%) 93 41 (37,6%)
roku
Chemioterapeutyki
przeciwdrobnoustrojowe 5 5 (100,0%) 90 24 (26,7%)
w ostatnim roku
Hospitalizacja

, 5 1(20,0%) 93 7 (7,5%)
w ostatnim roku
Dzieci w domu 6 2 (33,3%) 94 36 (38,3%)
Zwierzg w miejscu 7 5 (71,4%) 104 77 (74,0%)
zamieszkania
Praca w sektorze 5 0 79 3 (3,8%)
medycznym
Praca ze zwierzetami 5 2 (40,0%) 79 18 (16,5%)

Adnotacje: ! dla wieku podano M i SD

Wsrod zwierzat nosicieli S. pseudintermedius dominowaty psy (88%), natomiast
u zwierzat posiadajacych S. aureus - koty (66,7%). U gatunkéw posiadajacych
S. pseudintermedius proporcje ptci zwierzat byty wyréwnane - ok. 50% samic i samcow.
Dla S. aureus odnotowano przewage samcow (68,4%). Wiekszos$¢ analizowanych zwierzat dla

obu gatunkéw gronkowca byta starsza niz 36 miesiecy (ok. 70%).
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Do najczesciej wystepujacych objawow Kklinicznych u zwierzat bedacych nosicielami
S. pseudintermedius zaliczono zapalenie skory lub obecno$¢ ran (23,3%) oraz zapalenie
spojowek (13,7%). U zwierzat posiadajacych S. aureus na tym samym poziomie czestotliwosci
odnotowano wystepowanie zapalenia spojoéwek, zapalenia skéry lub obecnos$¢ ran. Nie
odnotowano wystepowania zapalenia przewodu stuchowego. Bezposredni kontakt z innymi
zwierzetami miato 80-90% badanych zwierzat niezaleznie od gatunku wyizolowanych
bakterii. Okoto 60% badanych zwierzat w obu grupach byto leczonych w ostatnim roku.
Wszystkie zwierzeta miaty bezposredni kontakt z domownikami - czesty bliski lub
sporadyczny bliski. U okoto potowy badanych zwierzat, niezaleznie od gatunku gronkowca,
w gospodarstwie domowym mieszkaty dzieci do 12 r.z. U ok. 11-16% zwierzat opiekun
pracowat w ochronie zdrowia a u ok. 38-39% - pracowat ze zwierzetami. U 30,4% zwierzat
posiadajacych S. pseudintermedius oraz u 16,7% zwierzat posiadajacych S. aureus odnotowano
hospitalizacje opiekuna w ostatnim roku. Zakazenie gronkowcem (stwierdzone kiedykolwiek
wczesniej u danego osobnika i potwierdzone wynikiem laboratoryjnym) wystapito u 7,2%

zwierzat posiadajacych S. pseudintermedius oraz u 23,5% posiadajacych S. aureus.

Tabela 5
Charakterystyka badanych zwierzqt

S. pseudintermedius S. aureus

Zmienna

N N (%) N N (%)
Gatunek 75 30
kot 9 (12,0%) 20 (66,7%)
pies 66 (88,0%) 10 (33,3%)
pte¢ 71 19
Samiec 35 (49,3%) 13 (43,3%)
Samica 36 (50,7%) 6 (20,0%)
Wiek (miesiace) 68 19
0-6 6 (8,8%) 1(5,3%)
7-36 14 (20,7%) 6 (31,8%)
Powyzej 36 48 (70,9%) 12 (68,7%)
Objawy Kkliniczne 73 26
Zapalenie spojowek 10 (13,7%) 3(11,5%)
Zapalenie przewodu 9 (12,3%) 0
stuchowego
Wyptyw z nosa 4 (5,5%) 1(3,8%)
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S. pseudintermedius S. aureus

Zmienna

N N (%) N N (%)
Zapalenie o o
skéry/rany 17 (23,3%) 3 (11,5%)
Inne objawy o o
Kliniczne 7 (9,6%) 3 (11,5%)
Bezposredni kontakt
z innymi 71 61 (85,9%) 19 17 (89,5%)
zZwierzetami
Leczenie w ostatnim 70 44 (62,9%) 19 11 (57,9%)
roku
Bezposredni kontakt 72 (100,0%) 2 2 (100,0%)
z domownikami
Sporadyczny i daleki 0 0
Sporadyczny bliski 10 (13,9%) 0
Czesty bliski 62 (86,1%) 2 (100,0%)
Dzieci do la’F 12 . 72 32 (44,4%) 2 1 (50,0%)
w domu zwierzecia
Opiekun pracujacy
w sektorze 69 11 (15,9%) 18 2 (11,1%)
medycznym
Opiekun pracujacy 69 26 (37,7%) 18 7 (38,9%)
ze zwierzetami
Opiekun
hospitalizowany 69 21 (30,4%) 18 3 (16,7%)
w ostatnim roku
Zakazenie
gronkowcem
u badanego 69 5 (7,2%) 17 4(235%)
zwierzecia
(kiedykolwiek

wczesniej)

6. Izolacjaiidentyfikacja szczep6w z rodzaju Staphylococcus u badanych ludzi

i zwierzat

6.1. Wystepowanie gronkowcéw u zwierzat

Bakterie z rodzaju Staphylococcus wyizolowano z 36,81% prébek pochodzacych od
zdrowych kotéw, 32,75% probek od kotéw chorych, 36,46% probek od zdrowych pséw oraz
z 34,69% probek uzyskanych od pséw chorych. Szczegélowe dane odnos$nie do izolacji

gronkowcow od badanych zwierzat przedstawiono w tabeli 6.
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Tabela 6

Izolacja gronkowcow od badanych zwierzqt

. Liczba Liczba o
Grupa zwierzat b:(li(;znt;ih pozys,kanych uzii’:i?;:h Pmbl(((l:lp ;);;:;rwne
probek Staphylococcus

Koty zdrowe 120 720 265 36,81% (33,28-40,33)
Koty chore 41 287 94 32,75% (27,32-38,18)
Psy zdrowe 64 384 140 36,46% (31,64-41,27)
Psy chore 49 343 119 34,69% (29,66-39,73)
Suma 274 1734 618 35,64%

(33,39-37,89)

Adnotacje: Cl - przedziat ufnosci

Przynajmniej jeden gatunek gronkowcéw wyizolowano od 81,75% zwierzat. L.acznie
od psow i kotéw uzyskano 23 gatunki tych bakterii. Najwieksza réznorodnos¢ gatunkowa
obserwowano w grupie kotéw zdrowych (19 gatunkéw). NajczeSciej obserwowane gatunki
w stosunku do liczby wszystkich uzyskanych szczepoéw Staphylococcus spp. (od zwierzat
zdrowych i chorych) to S. felis (n=90; 25,07%; Cl 95%: 20,59-29,55%) and S. epidermidis (n=65;
18,11%; Cl 95%: 14,12-22,09%) u kotéw oraz S. pseudintermedius (n=138; 53,28%; Cl 95%:
47,21-59,36%) and S. epidermidis (n=42; 16,22%; Cl 95%: 11,73-20,71%) u ps6w. Jedynie
S. felis u kotow i S. pseudintermedius u pséw wystepowaly we wszystkich badanych
lokalizacjach anatomicznych. Zestawienie wynikéw izolacji badanych bakterii przedstawia
tabela 7. Dane dotyczace izolacji poszczegélnych gatunkéw gronkowcéw w badanych
lokalizacjach anatomicznych pséw i kotéw przedstawiono odpowiednio w zalacznikach 11

i 12 do niniejszej dysertacji.

Tabela 7

Izolacja gronkowcow koagulazo-dodatnich i koagulazo-ujemnych od badanych kotéw i psow

Koty Psy
Suma
Izolaty Zdrowe Chore Zdrowe Chore
CoPS 28 18 80 79 205
CoNS 237 76 60 40 413
Suma 265 94 140 119 618
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6.2. Wystepowanie gronkowcéw u ludzi

Nosicielami co najmniej jednego gatunku gronkowcéw byto 91,19% badanych oséb

(C195%: 87,75-94,63). Osoby skolonizowane przez tylko jeden gatunek stanowity 36%, przez

dwa gatunki 39% os6b, a przez 3 lub wiecej gatunkéw 16% badanych. t.acznie wyizolowano

od ludzi 618 szczep6éw reprezentujacych 22 gatunki gronkowcéw, w tym 20 CoNS i 2 CoPS.
NajczeSciej wystepowaly S. epidermidis (n=282; 45,63%; Cl 95%: 41,70-49,56%), S. aureus
(n=160; 25,89%; Cl 95%: 22,44-29,34%) oraz S. hominis (n=43; 6,96%; Cl 95%: 4,95-8,96%).

Strukture szczepow bakterii z rodzaju Staphylococcus uzyskanych z populacji badanych ludzi

przedstawia rycina 14, a szczeg6towe dane dotyczace pozyskanych od nich prébek zestawiono

w tabeli 8.
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Ryc. 14. Czestos$c¢ izolacji gronkowcdw od ludzi.
Tabela 8
Szczegétowe dane dotyczqce prébek pozyskanych od ludzi
O/ i
Liczba Liczba pozyskanych Liczba uzyskanych o probek
Grupa badanych 0s6b robek izolatow Staphylococcus pozytywnych
P Py (C195%)
Doro$li 225 900 537 59,67 (56,46-62,87)
Dzieci 36 144 81 56,25 (48,15-64,35)
Suma 261 1044 618 59,20 (56,21-62,18)

Adnotacje: CI 95% - przedziat ufnosci
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6.3. Czesto$¢ wystepowania szczepOw S. aureus i S. pseudintermedius

z uwzglednieniem lokalizacji pobrania wymazu oraz gatunku gospodarza

W tabeli 9 przedstawiono czesto$¢ wystepowania szczepoéw S. pseudintermedius
uwzgledniajac lokalizacje pobrania wymazu oraz gatunek gospodarza. Wykazano,
ze u cztowieka najczesciej izolowano drobnoustréj z wymazéw ze skory w zgieciu tokciowym
i przedsionka jamy nosowej, u kotéw najczesciej z przedsionka jamy nosowej oraz worka

spojowkowego, natomiast u pséw - z jamy ustnej, przedsionka jamy nosowej i odbytu.

Tabela 9

Czesto$¢ wystepowania szczepow S. pseudintermedius z uwzglednieniem lokalizacji pobrania wymazu oraz

gatunku gospodarza

Parametr N szgf k Nl:;t;I N’_j ;e;'p

miejsce wymazu 165
jama ustna 0 3 (17,6%) 29 (20,6%)
przedsionek jamy nosowej 3 (42,9%) 5 (29,4%) 26 (18,4%)
worek spojowkowy Nie dotyczy 4 (23,5%) 23 (16,3%)
ucho 1(14,2%) 2(11,8%) 17 (12,1%)
skéra w zgieciu tokciowym 3 (42,9%) Nie dotyczy Nie dotyczy
skéra w pachwinie Nie dotyczy 2 (11,8%) 17 (12,1%)
odbyt Nie dotyczy 1 (5,9%) 26 (18,4%)
rana Nie dotyczy 0 3(21%)

Adnotacje: 1 n (%); ucho - u ludzi = skéra za matzowing uszna, u zwierzat = zewnetrzny przewdd stuchowy;

W tabeli 10 przedstawiono czesto§¢ wystepowania poszczegélnych szczepow
S. aureus z. uwzglednieniem lokalizacji pobrania wymazu oraz gatunku gospodarza. Wykazano,
ze u ludzi najwiecej szczepéw wyizolowano z przedsionka jamy nosowej - stanowily one
43,8% pobranych wymazow. U kotéw najwiekszy odsetek wymazow pobrano z jamy ustnej
oraz z przedsionka jamy nosowej - w obu lokalizacjach po 35,7% wszystkich wymazéw od tego

gatunku. U pséw najwiekszy odsetek probek stanowity te pobrane z przedsionka jamy nosowej

(36,8%).
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Tabela 10

Czestos¢ wystepowania szczepow S. aureus z uwzglednieniem lokalizacji pobrania wymazu

oraz gatunku gospodarza

Parametr N e e Nt

miejsce wymazu 202
jama ustna 47 (30,3%) 10 (35,7%) 4(21,1%)
przedsionek jamy nosowej 68 (43,8%) 10 (35,7%) 7 (36,8%)
worek spojowkowy Nie dotyczy 4 (14,3%) 2 (10,5%)
ucho 24 (15,5%) 1 (3,6%) 1(5,3%)
skéra w zgieciu tokciowym 16 (10,3%) Nie dotyczy Nie dotyczy
skéra w pachwinie Nie dotyczy 2 (7,1%) 2 (10,5%)
odbyt Nie dotyczy 0 1(5,3%)
rana Nie dotyczy 1 (3,6%) 2 (10,5%)

Adnotacje: 1 n (%)
ucho - u ludzi = skéra za matzowing uszng, u zwierzat = zewnetrzny przewdd stuchowy;

Dane dotyczace czestoSci wystepowania gronkowcéw w poszczegdlnych lokalizacjach

anatomicznych dla kazdego z gatunkéw gospodarzy zaprezentowano na rycinach 15-17.

W S. pseudintermedius S. aureus
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jama ustna skora w zgieciu przedsionek jamy ucho*

tokciowym nosowe;j

Ryc. 15. Procentowy rozktad szczepéw S. pseudintermedius i S. aureus u ludzi
z uwzglednieniem lokalizacji wymazu

(*ucho - u ludzi = skéra za matzowing uszng, u zwierzat = zewnetrzny przewod stuchowy)
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W S. pseudintermedius S. aureus
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jamaustna przedsionek odbyt worek rana skora w ucho*
jamy nosowej spojowkowy pachwinie
Ryc. 16. Procentowy rozktad szczepow S. pseudintermedius i S. aureus u psé6w
z uwzglednieniem lokalizacji wymazu
(*ucho - u ludzi = skéra za matzowing uszna, u zwierzat = zewnetrzny przewod stuchowy)
W S. pseudintermedius S. aureus
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Ryc. 17. Procentowy rozktad szczepow S. pseudintermedius i S. aureus u kotow
z uwzglednieniem lokalizacji wymazu

(*ucho - u ludzi = skéra za matzowing uszng, u zwierzat = zewnetrzny przewo6d stuchowy)
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7. Typowanie spa S. aureus

W tabeli 11 zaprezentowano dane dotyczace czesto$ci wystepowania poszczegélnych
typoéw spa szczepow S. aureus. Wykazano wystepowanie 99 roéznych typoéw spa. Z danych
zaprezentowanych w tabeli wynika, Ze najliczniejszym wsréd okres$lonych typéw spa byt typ
t091 - wystepowat on w przypadku 11% szczepow S. aureus. Na drugim miejscu pod wzgledem
czestosci wystapien odnotowano typ t1451 (wystapit u 4,3% szczep6w), natomiast na trzecim
miejscu zaklasyfikowano trzy typy: t065, t084 oraz t338 - wystapity one u 3,2% szczepdéw.

W przypadku 7,9% szczepow nie udato sie oznaczy¢ typu spa.

Tabela 11

Czesto$¢ wystepowania typow spa S. aureus

Typ spa N=2021
t003 1(0,5%)
t005 2 (1,1%)
t008 2 (1,1%)
t015 1(0,5%)
t018 2 (1,1%)
t019 1(0,5%)
t021 3 (1,6%)
t026 1(0,5%)
t040 1(0,5%)
t056 5(2,7%)
t065 6 (3,2%)
t084 6 (3,2%)
t085 1(0,5%)
t091 21 (11%)
t095 1(0,5%)
t11112 1(0,5%)
t11639 1(0,5%)
t1171 1(0,5%)
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Typ spa

t1245

t1322

t13960

t1445

t1451

T1451

t15175

t15543

t18603

t1869

t1932

t1944

t19549

t19664

t19734

t204

t2045

t20478

T20478

t209

t2325

t236

t240

t242

t2422

t2618

t2632

t316

=2021
1(0,5%)
1(0,5%)
1(0,5%)
1(0,5%)
8 (4,3%)
1(0,5%)
1(0,5%)
1(0,5%)
3 (1,6%)
1(0,5%)
1(0,5%)
2 (1,1%)
1(0,5%)
1(0,5%)
1(0,5%)
1(0,5%)
1(0,5%)
2 (1,1%)
1(0,5%)
3 (1,6%)
1(0,5%)
1(0,5%)
1(0,5%)
1(0,5%)
2 (1,1%)
1(0,5%)
1(0,5%)

3 (1,6%)
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Typ spa

t3297

t3307

t331

t3331

t338

t340

t346

t351

t352

t359

t360

t362

t385

t4326

t433

t4401

t491

t493

t504

t524

t5386

t5452

t548

t5634

t571

t605

t6056

t645

=2021
2 (1,1%)
4(2,2%)
2 (1,1%)
1(0,5%)
6 (3,2%)
4(2,2%)
3 (1,6%)
2 (1,1%)
1(0,5%)
3 (1,6%)
1(0,5%)
1(0,5%)
1(0,5%)
1(0,5%)
1(0,5%)
2 (1,1%)
1(0,5%)
1(0,5%)
1(0,5%)
1(0,5%)
3 (1,6%)
1(0,5%)
1(0,5%)
1(0,5%)
2 (1,1%)
1(0,5%)
1(0,5%)

2 (1,1%)
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Typ spa =2021

t669 2 (1,1%)
t677 1 (0,5%)
t688 2 (1,1%)
t693 3 (1,6%)
t7200 1 (0,5%)
t737 1 (0,5%)
T771 1 (0,5%)
t796 1 (0,5%)
t853 1 (0,5%)
t854 1(0,5%)
t8598 1(0,5%)
t880 2 (1,1%)
t885 1 (0,5%)
t888 1 (0,5%)
t909 2 (1,1%)
t950 1(0,5%)
t983 1(0,5%)
t9833 1 (0,5%)
Brak okreslonego typu 16 (7,9%)

Adnotacje: 1n (%)

Dodatkowo sprawdzono, czy szczepy wykazujace opornos¢ na cefoksytyne lub posiadajace
gen mecA i/lub mecC nalezaty do konkretnych typow spa. W przypadku wystapienia opornosci
na cefoksytyne (n = 9) nie wykazano powtarzajacych sie typoéw spa. Dla szczepoéw
posiadajacych gen mecA (n = 17) najczesciej wsrdd okreslonych typéw spa wystepowat t1451
(n =3, 23,1%) oraz t021 (n = 2, 15,4%). Dla szczep6w posiadajacych gen mecC (n = 8) wsrod

okreslonych typow spa najczesciej obserwowano wystepowanie typu t1451 (n = 2, 28,6%).
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8. Lekoopornos¢

8.1. Staphylococcus aureus oraz Staphylococcus pseudintermedius

8.1.1. Wystepowanie genéw determinujacych lekoopornosé

W tabeli 12 zaprezentowano czesto$¢ wystepowania poszczegélnych gendéw opornosci

u badanych szczepéw S. pseudintermedius oraz S. aureus.

Tabela 12

Czestos¢ wystepowania szczepow S. pseudintermedius oraz S. aureus posiadajgcych dany gen opornosci

S. pseudintermedius S. aureus

Gen

N Opornos¢? N Opornos¢?
mecA 165 24 (14,5%) 195 17 (8,7%)
mecC 165 5 (3,0%) 195 8 (4,1%)
blaZ 165 139 (84,2%) 192 153 (79,7%)
tet(L) 165 8 (4,8%) 192 0 (0%)
tet(K) 165 44 (26,7%) 192 14 (7,3%)
tet(0) 165 1(0,6%) 192 11 (5,7%)
tet(M) 165 88 (53,3%) 192 102 (53,1%)
ermA 165 17 (10,3%) 192 57 (29,7%)
ermB 165 63 (38,2%) 192 44 (22,9%)
ermC 165 10 (6,1%) 192 9 (4,7%)
Zg;((g))llea 165 31 (18,8%) 192 9 (4,7%)
mupA 165 0 (0%) 192 0 (0%)
vanA 165 21 (12,7%) 192 24 (12,5%)
vanB 165 5 (3,0%) 192 6 (3,1%)
fusB 165 1(0,6%) 191 6 (3,1%)

Adnotacje: 1 n (%)

Jak wynika z danych zaprezentowanych w tabeli, u szczepoéw S. pseudintermedius
najczesciej wystepujacym genem byt blaZ - wystapit u 84,2% szczepéw. U okoto potowy

szczepOw zaobserwowano wystepowanie tet(M), a u niespetna 40% ermB. W przypadku
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S. aureus analiza wykazata analogiczne wyniki dla dwo6ch pierwszych genéw - u 79,7%
szczepOw odnotowano wystepowanie blaZ, a u 53,1% wystepowanie tet(M). U 29,7%

szczepOw wyizolowano gen ermaA.

W oparciu o uzyskane wyniki, wykonano analizy czesto$ci wspélwystepowania
opornosci w zaleznosci od posiadania poszczeg6lnych grup gendéw. Jako pierwsze analizie
poddano geny mecA, mecC, blaZ (tabela 13). Dla szczepéw S. pseudintermedius opornos¢
w przypadku wystepowania przynajmniej jednego genu z tej grupy wynosita 87%, a u 3%
szczepOw oporno$¢ wystgpita przy wspotwystepowaniu wszystkich trzech genéw.
Dla S. aureus uzyskano zbliZone rezultaty - w przypadku wystepowania przynajmniej jednego
z analizowanych gendéw oporno$¢ odnotowano u 81% szczepow. U 3,6% odnotowano

oporno$¢ przy wspoétwystepowaniu wszystkich trzech gendéw.

Tabela 13
Czestos¢ wystepowania szczepow S. pseudintermedius oraz S. aureus posiadajqcych geny determinujqgce

opornos¢ na f-laktamy (blaZ, mecA, mecC)

S. pseudintermedius S. aureus
Liczebnos¢
N Opornos¢? N Opornos¢?
165 195
Brak opornosci 22 (13,3%) 37 (19,3%)
Posiadanie jednego genu 123 (4,5%) 145 (74,0%)
Posiadanie 2 genéw 15 (9,1%) 6 (3,1%)
Posiadanie 3 genéw 5 (3,0%) 7 (3,6%)
Adnotacje:
n (%)

Nastepnie analizie poddano opornos$¢ przy wystepowaniu gendw tet(L), tet(K), tet(0O)
oraz tet(M) (tabela 14). Dla gatunku S. pseudintermedius wykazano wystepowanie opornosci
przy posiadaniu przynajmniej jednego z wymienionych genéw u 65% przypadkéw, w tym
u 21% wystgpita przy wspotwystepowaniu dwoch gendéw jednoczes$nie. Podobne wyniki
uzyskano dla S. aureus, gdzie opornos$¢ wykazano u 60% szczepdw, z czego u 5% odnotowano

oporno$¢ przy wspotwystepowaniu dwéch gendéw z grupy.
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Tabela 14

Czestos¢ wystepowania szczepow S. aureus oraz S. pseudintermedius posiadajqcych geny detereminujqgce

opornos¢ na tetracykliny (tet(K), tet(M), tet(L), tet(0))

S. pseudintermedius

Liczebnos¢

N Opornos¢?
165
Brak opornosci 58 (35,2%)

Posiadanie jednego

73 (44,2%)
genu

Posiadanie 2 genéow 34 (20,6%)

Adnotacje: 1 n (%)

S. aureus

N Opornos¢?
192

76 (39,6%)

105 (54,7%)

11 (5,7%)

Kolejna grupa gendéw to: ermA, ermB, ermC. Blisko potowa analizowanych bakterii,

zarowno S. pseudintermedius, jak i S. aureus, nie wykazywata obecnosci powyzszych genéw.

Opornos¢ wykazywalo 52,4% szczepoéw S. pseudintermedius i posiadaty one przynajmniej

jeden z analizowanych gendéw. Opornos$¢ przy wspotwystepowaniu dwoch genéw odnotowano

u 2,4% szczepdw. Dla szczepdw S. aureus opornos¢ wykazano w 45% przypadkéw, przy czym

u 12% odnotowano oporno$¢ przy wspolwystepowaniu dwdch genéw. Wyniki analiz

zestawiono w tabeli 15.

Tabela 15

Czestos¢ wystepowania szczepow S. pseudintermedius oraz S. aureus posiadajqcych geny determinujqgce

opornos¢ na erytromycyne (ermA, ermB, erm(C)

S. pseudintermedius
Liczebnos¢

N Opornos¢?
165
Brak opornosci 79 (47,9%)

Posiadanie jednego

82 (49,7%)
genu

Posiadanie 2 genéow 4 (2,4%)

Adnotacje: 1 n (%)

S. aureus

N Opornos¢?
192

105 (54,7%)

64 (33,3%)

23 (12,0%)

Ostatniag badanag grupa byty geny: vanA i vanB. Nie wykazano opornosci przy

wspotwystepowaniu dwdéch gendéw. Zaréwno dla szczepowsS. pseudintermedius, jak i S. aureus

opornos$¢ przy wystepowaniu jednego z tych genéw wynosita blisko 16% (tabela 16).
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Tabela 16
Czestos¢ wystepowania szczepow S. pseudintermedius oraz S. aureus posiadajqcych geny determinujqgce

oporno$¢ na wankomycyne (vanA i vanB)

S. pseudintermedius S. aureus
Liczebnos¢
N Opornosét N Opornos¢?
165 192
Brak opornosci 139 (84,2%) 172 (84,4%)
Posiadanie jednego genu 26 (15,8%) 30 (15,6%)

Adnotacje: 1 n (%)

8.1.2. Lekoopornos¢ oznaczona metoda dyfuzyjno-krazkowa

W tabeli 17 przedstawiono czesto$¢ wystepowania szczepdéw S. pseudintermedius oraz

S. aureus opornych na wybrane chemioterapeutyki przeciwdrobnoustrojowe.

Tabela 17
Czestos¢ wystepowania szczepéw S. pseudintermedius oraz S. aureus opornych na wybrane

chemioterapeutyki przeciwdrobnoustrojowe

Substancja S. pseudintermedius S. aureus
czynna N Opornosé? N Opornos¢?
AMP 165 105 (63,6%) 202 126 (62,4%)
AMC 165 13 (7,9%) 202 57 (28,2%)
PG 165 118 (71,5%) 202 124 (61,4%)
FD 165 1 (0,6%) 202 4(2,0%)
MUP 165 0 (0%) 202 7 (3,5%)
GM 165 22 (13,3%) 202 1(0,5%)
CIP 165 18 (10,9%) 202 10 (5,0%)
OX/FOX* 165 20 (12,1%) 202 9 (4,5%)
LZD 165 0 (0%) 202 2 (1,0%)
MAR 165 18 (10,9%) 202 10 (5,0%)
DA 165 68 (41,2%) 202 11 (5,4%)
C 165 39 (23,6%) 202 4(2,0%)
RD 165 0 (0%) 202 3 (1,5%)
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S. pseudintermedius S. aureus

Substancja
czynna N Opornosé? N Opornos¢?
TOB 165 9 (5,5%) 202 1 (0,5%)
E 165 68 (41,2%) 202 59 (29,2%)
SXT 165 30 (18,2%) 202 1(0,5%)
TGC 165 0 (0%) 202 1 (0,5%)
TE 165 42 (25,5%) 201 17 (8,5%)
Adnotacje:
1n (%)

AMP = ampicylina; AMC = amoksycylina z kwasem klawulanowym; PG = penicylina G; FD = kwas fusydowy; MUP = mupirocyna;
GM = gentamycyna; CIP = ciprofloksacyna; OX/FOX* = oksacylina lub cefoksytyna (stosowane dla okreslenia metycylinoopornosci
odpowiednio dla S. pseudintermedius i S. aureus); LZD = linezolid, MAR = marbofloksacyna; DA = klindamycyna; C =
chloramfenikol; RD = rifampicyna; TOB = tobramycyna; E = erytromycyna; SXT = sulfonamid potencjonowany; TGC = tigecyklina;
TE = tetracyklina

Najwiekszy odsetek opornych szczepéw S. pseudintermedius odnotowano dla
penicyliny (71,5%), ampicyliny (63,6%) oraz klindamycyny (41,2%) i erytromycyny (41,2%).
Dla gatunku S. aureus najwyzszy odsetek szczepdw opornych  wykazano
w przypadku ampicyliny (62,4%), penicyliny (61,4%), erytromycyny (29,2%), a takze
amoksycyliny z kwasem klawulanowym (28,2%).

W  kolejnym kroku przeprowadzono analizy czestoSci wskazujace na
wspotwystepowanie opornosci w poszczegoélnych grupach lekéw. Analizy przeprowadzono
oddzielnie dla szczepéw S. aureus oraz S. pseudintermedius.

Pierwsza grupa byty: oksacylina lub cefoksytyna (w zaleznos$ci od gatunku bakterii -
dla S. pseudintemedius wykorzystano krazki z oksacyline, dla S. aureus krazki z cefoksytyna),
penicylina G, amoksycylina z kwasem klawulanowym i ampicylina.

Wykazano, Ze opornos$¢ szczepow S. pseudintermedius na przynajmniej jeden lek w tej
grupie wystapita w 73% przypadkow, w tym dla wszystkich 4 antybiotykow wystgpita u 6,1%
szczepOw. Brak opornosci na leki z tej grupy wystapit u 27% przypadkow.

Dla gatunku S. aureus oporno$¢ na przynajmniej jeden z wymienionych w grupie
antybiotykow wykazano w 63% przypadkéw. Opornos$¢ na wszystkie cztery antybiotyki
jednocze$nie zaobserwowano u 4% szczepow. Brak opornosci odnotowano u 37%

przypadkéw. Szczegdtowe wyniki przedstawiono w tabeli 18.
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Tabela 18

Czestos¢é wystepowania szczepow S. pseudintermedius oraz S. aureus opornych na oksacyline/cefoksytyne*,

penicyline G, amoksycyline z kwasem klawulanowym oraz ampicyline

S. pseudintermedius S. aureus

Liczebnos¢

N Opornos¢? N Opornos¢?

165 202
Brak opornosci 45 (27,3%) 75 (37,1%)
Oporno$¢ na jeden lek 16 (9,7%) 4 (2,0%)
Oporno$¢ na dwa leki 82 (49,7%) 65 (32,2%)
Oporno$¢ na 3 leki 12 (7,3%) 50 (24,8%)
Opornos$¢ na wszystkie leki 10 (6,1%) 8 (4,0%)

Z grupy

Adnotacje: 1 n (%); * - dla szczepow S. pseudintermedius oksacyline, dla S. aureus cefoksytyne

Nastepnie, analizie poddano wspoétwystepowanie opornosci na gentamycyne
i tobramycyne. Wykazano oporno$¢ na przynajmniej jeden chemioterapeutyk u 13,4%
szczepOow S. pseudintermedius. Oporno$¢ na oba wystapita u 5,5% przypadkéw.

Az 99,5% szczepow S. aureus nie bylo opornych na zaden chemioterapeutyk
z tej grupy. Na oba leki jednocze$nie wykazano opornos¢ jedynie u jednego szczepu (0,5%).

Wyniki przeprowadzonych analiz zamieszczono w tabeli 19.

Tabela 19

Czestos¢é wystepowania szczepow S. pseudintermedius i S. aureus opornych na gentamycyne i tobramycyne

S. pseudintermedius S. aureus
Liczebnos¢
N Opornos¢? N Opornos¢?
165 202
Brak opornosci 143 (86,7%) 201 (99,5%)
Oporno$¢ na jeden lek 13 (7,9%) 0
Oporno$¢ na dwa leki 9 (5,5%) 1(0,5%)

Adnotacje: 1 n (%)

Kolejng grupe stanowity tetracyklina i tigecyklina. Wykazano, ze 74,5% szczepéw

S. pseudintermedius oraz 91,6% szczepdw S. aureus byto wrazliwych na substancje z tej grupy.
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Opornos$¢ na jeden lek wystapita u 25% szczepoéw S. pseudintermedius i 7,9% szczepow

S. aureus. Wyniki analiz zamieszczono w tabeli 20.

Tabela 20

Czestos¢ wystepowania szczepow S. pseudintermedius oraz S. aureus opornych na tetracykline i tigecykline

S. pseudintermedius S. aureus
Liczebnos¢
N Opornos¢? N Opornos¢?
165 202
Brak opornosci 123 (74,5%) 185 (91,6%)
Oporno$¢ na jeden lek 42 (25,5%) 16 (7,9%)
Oporno$¢ na dwa leki 0 1(0,5%)

Adnotacje: 1 n (%)

Nastepnie badane byty ciprofloksacyna i marbofloksacyna. Dla gatunku
S. pseudintermedius u 11% szczepéw odnotowano opornos$¢ na obie substancje czynne
jednoczes$nie. Dla pozostatych izolatbw nie odnotowano opornosSci na Zaden
z analizowanych fluorochinolonéw (89%). Dla S. aureus wykazano wystepowanie opornosci
na przynajmniej jedna z substancji czynnych u 6% szczep6w, przy czym jednoczesna opornos¢

na obie wystapita u 4%. Wyniki przeprowadzonych analiz zaprezentowano w tabeli 21.

Tabela 21

Czestos¢ wystepowania szczepéw S. pseudintermedius oraz S. aureus opornych na ciprofloksacyne

i marbofloksacyne
S. pseudintermedius S. aureus
Liczebnosé¢
N Opornosél N Opornos¢?
165 202

Brak opornosci 147 (89,1%) 190 (94,1%)
Oporno$¢ na jeden lek 0 4 (2,0%)
Oporno$¢ na dwa leki 18 (10,9%) 8 (4,0%)

Adnotacje: 1 n (%)
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8.1.3. Oznaczenie oporno$ci na metycyline metoda MIC

Na rycinie 18 zaprezentowano procentowy udzial szczepéw metycylinoopornych
S. pseudintermedius oraz S. aureus. Jak wynika z zaprezentowanych danych, sposréd szczepédw
S. pseudintermedius, czesto$S¢ wystepowania MRSP wyniosta 55% (n = 9), natomiast

u S. aureus, 12,9% stanowity szczepy MRSA (n = 26).
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2
0
S. pseudintermedius S. aureus

Ryc. 18. Udziat szczepéw MRSP oraz MRSA na podstawie badania MIC w odniesieniu do wszystkich
badanych szczepow S. pseudintermedius i S. aureus.

8.1.4. Szczepy metycylinooporne

Analiza identyfikowanych szczepdéw gronkowcédw w aspekcie metycylinoopornosci
przeprowadzona zostata po ustaleniu kryterium, jaki izolat uznawany bedzie za

metycylinooporny. Za taki uznawano, gdy spetniono przynajmniej jeden z warunkéw:

a) Posiadanie genu mecA
b) Posiadanie genu mecC

c) Opornos¢ na oksacyline (S. pseudintermedius) / cefoksytyne (S. aureus)

d) Opornos¢ na oksacyline w badaniu metoda MIC

W tabeli 22 zaprezentowano dane dotyczace czestoSci wystepowania szczepow
metycylinoopornych. Wykazano wystepowanie opornosci u 17% analizowanych szczepow
S. pseudintermedius, ktore speialy przynajmniej jeden z wyzej opisanych warunkéw,
a 1,8% szczepow spetnito wszystkie kryteria jednocze$nie. W przypadku S. aureus opornos¢

na metycyline wykazano u 19,8% szczepéw, a u 2,5% szczepow spetnione zostaty wszystkie

warunki jednoczesnie.
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Tabela 22

Czestos¢ wystepowania metycylinoopornosci wsrdd szczepow S. pseudintermedius oraz S. aureus

S. pseudintermedius S. aureus

Liczebnos¢

N Opornos¢? N Opornos¢?

165 192

Brak opornosci 137 (83,0%) 162 (80,2%)
Spetnienie jednego warunku 11 (6,7%) 25 (12,4%)
Spetnienie dwdch warunkéw 7 (4,2%) 10 (5,0%)
Spetnienie trzech warunkéw 7 (4,2%) 5 (2,5%)
Spetnienie czterech warunkéw 3(1,8%) 0 (0%)

Adnotacje: 1 n (%)

8.1.4.1. Czesto$s¢ wystepowania szczepéw opornych na metycyline na poziomie

fenotypowym w zalezZnoS$ci od lokalizacji pobrania wymazu

Na rycinach 19 i 20 przedstawiono procentowy udziat wystepowania szczepdw
opornych na metycyline na poziomie fenotypowym, w zaleznoSci od lokalizacji pobrania
wymazu.

Dla S. pseudintermedius wykazano, Ze najwiecej szczepéw opornych pozyskano
z przedsionka jamy nosowej (n = 7), a nastepnie z jamy ustnej (n = 3) oraz skéry w zgieciu
tokciowym (n = 3). Jednoczesnie, wszystkie izolaty pobrane ze skéry w zgieciu tokciowym byty
oporne na oksacyline (n = 3). Sposréd izolatéw pobranych z rany opornych okazato sie 33%
(n = 1), a z przedsionka jamy nosowej - 20,6% szczepow (n = 7). Szczepy MRSP stanowity
11,1% (n = 3) izolatow pozyskanych z worka spojowkowego.

Wsrod izolatow S. aureus opornych na cefoksytyne najwiekszy odsetek uzyskano
z przedsionka jamy nosowej (44,4%; n = 4) i jamy ustnej (33,3%; n = 3). Natomiast 25%
(n =1) szczepoéw pobranych ze skéry oraz po 5% gronkowcéw pobranych z jamy ustnej (4,9%);

n = 3) i przedsionka jamy nosowej (4,7%; n = 4) byto opornych na cefoksytyne.
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Ryc. 19. Procentowe zestawienie wystepowania szczep6w opornych na metycyline w zaleznosci
od lokalizacji (procent liczony w stosunku do wszystkich szczepdw metycylinoopornych)
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Ryc. 20. Procentowe zestawienie wystepowania szczep6w metycylinoopornych
w zalezno$ci od lokalizacji (procent wskazuje odsetek szczepdw opornych
w odniesieniu do wszystkich wymazdéw pobranych w danej lokalizacji)

(*ucho - u ludzi = skéra za matzowing uszna, u zwierzat = zewnetrzny przewo6d stuchowy)
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8.1.4.2.Czesto$¢  wystepowania szczepow  posiadajacych geny mecA/mecC

w zaleznosci od lokalizacji pobrania wymazu

Na rycinach 21 i 22 zobrazowano procentowy udzial wstepowania szczepdw
posiadajacych gen mecA dla obu analizowanych gatunkéw gronkowcoéw. Analiza wykazata,
ze w przypadku S. pseudintermedius najwiekszy odsetek szczepdw posiadajacych gen mecA
pochodzit z przedsionka jamy nosowej (41,7%; n = 10), a nastepnie z jamy ustnej (20,8%;
n =5). 12,5% (n = 3) pochodzito z worka spojéwkowego, po 8,3% (n = 2) z ucha i skéry
w zgieciu tokciowym, a po 4,2% (n = 1) z rany i skdry w pachwinie. 66,7% (n = 2) sposrod
wymazow pobranych ze skory w zgieciu tokciowym, 33,3% (n = 1) spos$réod wymazow
zrany oraz 29,4% (n = 10) wymazow z przedsionka jamy nosowej posiadato gen mecA. Szczepy
posiadajace gen mecA stanowity 15,6% (n = 5) izolatow pobranych z jamy ustnej, 11,1%
(n = 3) izolatow z worka spojowkowego, 10% (n = 2) izolatbw z ucha oraz 5,3%
(n = 1) izolatow ze skéry w pachwinie. Dla S. aureus wykazano, ze sposréod szczepdw
posiadajacych gen mecA najwiekszy odsetek pochodzit z przedsionka jamy nosowej (35,3%;
n = 6), a nastepnie z jamy ustnej (29,4%; n = 5). Po 17,6% (n = 3) przypadkéw pochodzito
z ucha i skéry w zgieciu tokciowym. Analizujac odsetek w stosunku do wszystkich wymazéw
w danej lokalizacji, najwiecej szczepéw posiadajacych gen mecA pobrano ze skéry w zgieciu
tokciowym - stanowily one 18,8% (n = 3) wszystkich probek pobranych z tej lokalizacji. 11,5%
(n = 3) szczepéw pobranych z ucha posiadato gen mecA. Sposréd wymazéw pobranych z jamy
ustnej 8,3% posiadato analizowany gen, a sposréd wymazdw z przedsionka jamy nosowej
- 7,5%. Analogiczne analizy przeprowadzono dla mecC (ryciny 23 i 24). WiekszoS$¢ szczepow
S. pseudintermedius posiadajacych ten gen pochodzita z przedsionka jamy nosowej (40,0%;
n = 2), a nastepnie po 20% (n = 1) z jamy ustnej, worka spojowkowego i skéry w zgieciu
tokciowym. Bakterie posiadajgce mecC nie wystapity w odbycie, ranie, skérze w pachwinie
i wuchu. Bakterie posiadajgce gen mecC stanowity 33,3% (n = 1) szczep6éw pobranych ze skory
w zgieciu tokciowym, 59% (n = 2) szczepdéw z przedsionka jamy nosowej, 3,7% (n = 1)
szczepOw z worka spojowkowego oraz 3,1% (n = 1) szczepdéw pobranych z jamy ustnej. Dla
S. aureus wykazano, ze po 25% (n = 2) bakterii posiadajgcych gen mecC pochodzito
z przedsionka jamy nosowej, ucha i skéry w zgieciu tokciowym. Po 12,5% pochodzito z jamy
ustnej oraz z worka spojowkowego. Nie odnotowano wystepowania genu u szczepoéw
pobranych z odbytu, rany i skéry w pachwinie. Analizujac dane w stosunku do szczepéw
pobranych w danej lokalizacji najwyzszy udziat bakterii posiadajacych gen mecC stanowity te
pobrane z worka spojéwkowego - stanowily one 20% (n = 1) izolatow pobranych z tej
lokalizacji. 12,5% (n = 2) szczep6w pobranych ze skéry w zgieciu tokciowym posiadato mecC.

2,5% szczepdw z przedsionka jamy nosowej i 1,7% z jamy ustnej posiadato analizowany gen.
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Ryc. 21. Procentowe zestawienie wystepowania szczep6w posiadajacych gen mecA w zaleznoSci
od lokalizacji pobrania wymazu (procent liczony w stosunku do wszystkich szczepéw posiadajacych
gen mecA)

(*ucho - u ludzi = skéra za matzowing uszng, u zwierzat = zewnetrzny przewdéd stuchowy)
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Ryc. 22. Procentowe zestawienie wystepowania szczep6w posiadajacych gen mecA w zaleznoSci
od lokalizacji (procent wskazuje odsetek szczepdw opornych w odniesieniu do wszystkich szczepow
pobranych z danej lokalizacji)

(*ucho - u ludzi = skéra za matzowing uszng, u zwierzat = zewnetrzny przewod stuchowy)

74



W S. pseudintermedius S. aureus

45,0
40,0
40,0
35,0
~ 30,0
S 25,0 25,0 25,0 25,0
$ 250
e 20,0 20,0 20,0
= 20,0 i i
)
=9
© 15,0 i i 12,5
10,0 i i |
5,0 i i i
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0,0
jama ustna przedsionek  odbyt worek rana skora w ucho* skora w
jamy spojowkowy pachwinie zgieciu
nosowej tokciowym

LOKALIZACJA WYMAZU

Ryc. 23. Procentowe zestawienie wystepowania szczep6éw posiadajgcych gen mecC w zaleznosci
od lokalizacji pobrania wymazu (procent liczony w stosunku do wszystkich szczepéw posiadajacych
gen mec(C)

(*ucho - u ludzi = skéra za matzowing uszna, u zwierzat = zewnetrzny przewdd stuchowy)
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Ryc. 24. Procentowe zestawienie wystepowania szczep6éw posiadajgcych gen mecC w zaleznosci
od lokalizacji (procent wskazuje odsetek szczepdw opornych w odniesieniu do wszystkich szczepow
z danej lokalizacji)

(*ucho - u ludzi = skéra za matzowing uszna, u zwierzat = zewnetrzny przewod stuchowy)
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8.1.5. Szczepy wielolekooporne

W niniejszym rozdziale analizie poddano czesto$¢ wystepowania szczepow
wielolekoopornych (MDR) na poziomie fenotypowym i genotypowym wsrdd izolatow
S. pseudintermedius oraz S. aureus. Jako szczepy wielolekooporne traktowano te, ktoére byty
oporne na 3 lub wiecej klas chemioterapeutykéw przeciwdrobnoustrojowych na poziomie
fenotypowym lub genotypowym. Analizy przeprowadzono oddzielnie dla S. pseudintermedius
i S. aureus. W tabeli 23 zaprezentowano prewalencje izolatow wraz z testem doktadnym
Fishera dla wystepowania wielolekoopornosci na poziomie fenotypowym dla
S. pseudintermedius. Nie wykazano zwigzku pomiedzy gatunkiem gospodarza a czestoscia
izolacji szczepéw MDR. Oznacza to, Ze odsetek szczepdw wielolekoopornych w analizowanych
gatunkach gospodarzy byt zbliZzony - u ludzi stanowit on 42,8%, u kotéw 47,1%, natomiast

u pséow - 41,1%.

Tabela 23
Czesto$¢ wystepowania szczepow S. pseudintermedius wielolekoopornych na poziomie fenotypowym

z uwzglednieniem gatunku gospodarza

Brak MDR, MDR,

Parametr N N=961 N=691 p-value?
Gatunek 165 0,939
cztowiek 4 (57,2%) 3 (42,8%)
kot 9 (52,9%) 8 (47,1%)
pies 83 (58,9%) 58 (41,1%)
Adnotacje:

In (%), procent obliczono dla wierszy (dla danego gatunku)
2 doktadny test Fishera

Analogiczne analizy przeprowadzono dla oceny procentowego udziatu szczepé6w MDR
na poziomie genotypowym dla S. pseudintermedius. Wykazano istotny zwigzek miedzy
gatunkiem gospodarza a czesto$cia izolacji szczepow MDR. Szczegétowa analiza post-hoc
wykazata, ze w przypadku kotéw udziat szczepéw MDR byt istotnie wyzszy niz u pséw (82,4%
vs. 48,2%; paq. = 0,028). Czestos$¢ izolacji szczepéw MDR u ludzi i kotéow oraz u ludzi

i ps6w byta zblizona (pag; > 0,05). Wyniki zaprezentowano w tabeli 24.
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Tabela 24
Czesto$¢ wystepowania szczepow S. pseudintermedius wielolekoopornych na poziomie genotypowym

z uwzglednieniem gatunku gospodarza

Parametr N Br;’: 3/1611) R, 11\;4:?5 I;’I p-value?
Gatunek 165 0,025
cztowiek 4 (57,1%) 3(42,9%)
kot 3 (17,6%) 14 (82,4%)
pies 73 (51,8%) 68 (48,2%)
Adnotacje:

In (%), procent obliczono dla wierszy (dla danego gatunku)
2 Doktadny test Fishera

Nastepnie, powyzsze analizy powtdrzono dla gatunku S. aureus. W tabeli 25
zaprezentowano rozktad czestosci wystepowania szczep6w MDR na poziomie fenotypowym w
zaleznos$ci od gatunku. Przeprowadzona analiza nie wykazata zwigzku miedzy czestosScig
izolacji szczepé6w MDR a gatunkiem gospodarza. Najwyzszy odsetek szczepdw MDR uzyskano

wsrod izolatow pochodzacych od pséow.

Tabela 25
Rozktad czestosci wystepowania szczepéw S. aureus wielolekoopornych na poziomie fenotypowym

z uwzglednieniem gatunku gospodarza

Parametr N Br;’: gglm’ :I: ?;;’1 p-value?
Gatunek 202 0,788
cztowiek 144 (92,9%) 11 (7,1%)
kot 25 (96,2%) 1(3,8%)
pies 19 (90,5%) 2 (9,5%)
Adnotacje:

In (%), procent obliczono dla wierszy (dla danego gatunku)
2 doktadny test Fishera

W tabeli 26 zaprezentowano rozktad czestoSci wystepowania szczepdéw gronkowca
ztocistego wielolekoopornych na poziomie genotypowym w zaleznosci od gatunku
gospodarza. Podobnie jak dla poziomu fenotypowego - nie odnotowano zwigzku miedzy
czestoscig izolacji szczep6w MDR a gatunkiem gospodarza. Najwyzszy odsetek MDR

odnotowano u szczepow pochodzacych od pséow.
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Tabela 26
Rozktad czestosci wystepowania szczepéw S. aureus wielolekoopornych na poziomie genotypowym

z uwzglednieniem gatunku gospodarza

Parametr N Br;’: 3/1611) R, 11\|Il=?5 I;’I p-value?
Gatunek 192 0,553
cztowiek 101 (68,2%) 47 (31,8%)
kot 17 (65,4%) 9 (34,6%)
pies 10 (55,6%) 8 (44,4%)
Adnotacje:

In (%), procent obliczono dla wierszy (dla danego gatunku)
2 doktadny test Fishera

8.2. Metycylinoopornos$¢ gronkowcow koagulazo-ujemnych oznaczona metoda MIC

Dla 392 pochodzacych od zwierzat izolatéow CoNS, ktére wyrosty po archiwizacji
w temperaturze -80°C wykonano badanie opornosci na metycyline metoda MIC zgodnie
ze standardami CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) Performance
Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing’ 31st Edition; Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) Performance Standards for Antimicrobial Disk and Dilution
Susceptibility Tests for Bacteria Isolated From Animals). 70 izolatow (17.86%;
Cl 95%: 14.07-21.65%) wykazato opornos$¢ na oksacyline. W tabeli 27 przedstawiono
szczegblowe rezultaty badania opornos$ci badanych szczepéw gronkowcéw koagulazo-

ujemnych.

Tabela 27
Opornos¢ na metycyline szczepow gronkowcow koagulazo-ujemnych pochodzqcych od zwierzqt (badanie

metodq MIC)

Liczba
Liczba Wartos¢
Gatunek Szczepow % (C195%)
szczepow graniczna R
opornych

S. capitis 3 1 33,33 (0,00-86,68)

S. caprae 1 0 -
S. cohnii 10 4 40,00 (9,64-70,36)

S. condimenti 1 0 -
S. epidermidis 117 0,5 pg/mL 30 25,64 (17,73-33,55)

S. equorum 1 0 -

S. felis 92 1 1,09 (0,00-3,21)

S. haemolyticus 31 12 38,71 (21,56-55,86)
S. hominis 19 3 15,79 (0,00-32,19)
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S. lentus 3 2 66,67 (13,32-100,00)

S. lugdunensis 1 4 pug/mL 0
S pettenkoferi 1 0
S. saprophyticus 16 12 75,00 (53,78-96,22)
S. schleiferi 1 0
S. sciuri 1 1 100,00 (100,00-100,00)
S. simulans 33 0 pg/ml. 0
S. succinus 1 0
S. warneri 52 4 7,69 (0,45-14,94)
S. xylosus 8 0
Suma 392 - 70 17,86 (14,07-21,65)
Adnotacje:

C195% - przedziat ufnosci

Najwyzszy odsetek szczepdéw opornych na oksacyline odnotowano w przypadku gatunkéw
S.sciuri, S. saprophyticus, S. lentus. Najliczniejsza grupe badanych szczepéw pozyskano
dla gatunku S. epidermidis (n=117), dla ktérego odsetek szczepdéw opornych wynidst niespetna
26%. Catkowitg wrazliwo$¢ na oksacyline wykazaty szczepy gatunkéw S. caprae, S. condimenti,

S. equorum, S. lugdunensis, S. pettenkoferi, S. schleiferi, S. simulans, S. succinus i S. xylosus.

9. Czynniki ryzyka zwigzane z kolonizacja badanych ludzi i zwierzat przez gronkowce

9.1. Czynniki zwiazane z kolonizacja zwierzat przez gronkowce

Kompletne kwestionariusze dotyczace czynnikéw ryzyka w odniesieniu do badanych
zwierzat zwrécito 80% wilascicieli. Zwierzeta mieszkajagce w jednym domu z innymi
zwierzetami byly nosicielami wiekszej liczby gatunkéw z rodzaju Staphylococcus niz osobniki
utrzymywane indywidualnie (u kotéw byto to odpowiednio 17 i 11 gatunkéw, a u pséw 16
i 12 gatunkéw).

Analiza pozyskanych danych wykazata, ze wsrdd istotnych statystycznie czynnikow
ryzyka nalezy wymieni¢ obecnos$¢ innych zwierzat w tym samym gospodarstwie domowym,
leczenie badanego zwierzecia w ciggu ostatnich 12 miesiecy, a takze wykonywanie przez
domownika zawodu o charakterze medycznym. Nie wykazano zwigzku rasy, pici czy wieku
zwierzat z czestsza kolonizacja przez gronkowce. Rezultaty analizy statystycznej

przedstawiono w tabeli 28.

79



Tabela 28

Analiza statystyczna czynnikéw ryzyka zwiqzanych z kolonizacjq badanych zwierzqt przez gronkowce

Zmienna Test Zwierzeta Gatunek P OR 95%CI
Koty S. xylosus 0.01
Dzieci <12 r.z.! Wilcoxona S. epidermidis 0.04 - -
Psy
S. aureus 0.02
S. epidermidis 0.04 0.27 0,05-1
Koty
Zawéd medyczny? Fishera S. warneri 0.04 0 0-0,99
. 1,69-
Psy S. simulans 0.01 13.12 158,59
Praca ze zwierzetami3 Fishera Psy S. simulans 0 0 0-1,77
Hospitalizacja* Psy S. simulans 0.01 13.52 14z
’ ’ 662,82
Fishera
S. 1,13-
7 dniS Kot 0.02 8.26 .
-/ oy pseudintermedius 48,63
Chi- i - 1,01-
lewadrat* S. epidermidis 0.04 2.35 554
0.04 -
Fishera Koty S. cohnii 5.039 ;)'68217
Leczenie zwierzecia® '
Chi- S. hominis 0.04 353 1-
kwadrat* ' 12,26
Fishera Psy S. saprophyticus 0.05 0 0,87
Chi- 17-
Koty S. felis 0 4.36 ’
Leczenie pozostatych kwadrat* 11,58
zwierzat? 138
Fishera Psy S. haemolyticus 0.01 13.05 639.26
Koty S. warneri 0.02
Ogotem
Psy S. simulans 0
S. haemolyticus 0.03
Psy Psy
0.01
Pozostate Wilcoxona S. simulans 3 .
zZwierzetas
Koty Koty S. warneri 0.01
Koty S. felis 0.02
Inne?®
Psy S. simulans 0
Kontakt Chi- 0,05-
Kot S. ] 0.01 0.2 ’
ze Zwierzetamil0 kwadrat* oy warnert 0,78
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S.

Fish p 0.01 0.1 0-0,76
iIshera sy pseudintermedius
Chi- ;
Koty wychodzace!! kwadlrat* Koty S xylosus 001 > 2113;3

Adnotacje: p: za istotne statystycznie uznano p<0,05; Chi-kwadrat=: liczba stopni swobody wynosi 1; OR: iloraz szans; Cl: przedziat
ufno$ci; 1 - obecnos$¢ dzieci ponizej 12 roku zycia w gospodarstwie domowym; 2 - domownik pracuje w sektorze ochrony zdrowia;
3 - domownik wykonuje prace zwigzana z bezposrednim kontaktem ze zwierzetami; ¢ - hospitalizacja domownika w ciagu
ostatniego roku; 5 - hospitalizacja domownika trwata powyzej 7 dni; ¢ - leczenie badanego zwierzecia w ciggu ostatniego roku; 7
- leczenie pozostatych zwierzat w domu w ciggu ostatniego roku; 8- Liczba pozostatych zwierzat utrzymywanych w tym samym
gospodarstwie domowym co badane zwierze; 9 - zwierzeta inne niz koty i psy utrzymywane w tym samym gospodarstwie
domowym co badane zwierze; 1° - badane zwierze ma mozliwo$¢ bezposredniego kontaktu z innymi zwierzetami; 11 - koty, ktére
maja mozliwo$¢ samodzielnego i swobodnego opuszczania gospodarstwa domowego bez nadzoru cztowieka

9.2. Czynniki zwigzane z kolonizacja ludzi i zwierzat przez S. aureus

i 8. pseudintermedius

9.2.1. Czynniki determinujace wystepowanie szczepéw metycylinoopornych

W kolejnej czesci przeprowadzono szereg analiz testem chi-kwadrat niezaleznosci badz
testem dokladnym Fishera wraz z okresSleniem ilorazu szans celem ustalenia czynnikow
determinujacych  wystepowanie szczepow  metycylinoopornych. Zbiorcze  wyniki
przeprowadzonych analiz dla S. pseudintermedius zamieszczono w tabeli 29.

Jak wynika z zaprezentowanych w tabeli danych, istotny zwigzek z wystepowaniem
metycylinoopornosci miat gatunek gospodarza, wystepowanie zapalenia spojowek, wyptywu
z nosa oraz innych objawéw klinicznych. U pséw szanse na wystapienie szczepow opornych na
metycyline byly o 98% mniejsze niz u cztowieka. W przypadku wystapienia zapalenia
spojowek szanse na wystapienie szczepéw opornych wzrastaty 3,12 razy, przy wyptywie
z nosa wzrastaly ponad 7-krotnie, a przy wystepowaniu innych objawéw klinicznych
wzrastaty 3,46 razy. Istotne znaczenie w kontekscie wystepowania metycylinoopornosci miato
takze leczenie w ostatnim roku, przyjmowanie antybiotykéw w ostatnim roku. W przypadku
leczenia badz przyjmowania antybiotykéw w ostatnim roku szanse na wystapienie opornosci
na metycyline wzrastaly ponad 6-krotnie.

Gdy domownik studiowat kierunek medyczny lub inny zwigzany z praca w sektorze
ochrony zdrowia szanse na wystgpienie metycylinoopornos$ci malaty o 84%. Gdy domownik
studiowat kierunek zwigzany z bezposrednim kontaktem ze zwierzetami, wéwczas szanse te
wzrastalty prawie 6-krotnie. Im wieksza byta liczba kotéw w domu, tym szanse na wystapienie
metycylinoopornosci byty wieksze. Gdy zwierzeta pochodzity z hodowli szanse na wystgpienie
opornosci malaly 0 91%, natomiast gdy pochodzily z innego niz hodowle, fundacje i schroniska
dla zwierzat Zrédta szanse na wystgpienie opornosci wzrastaty ponad 11-krotnie. Leczenie

zwierzat w ciggu ostatnich 1-4 miesiecy rowniez zwiekszato szanse na wystgpienie opornosci
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na metycyline. Fakt, ze kot byt swobodnie wychodzacy zmniejszato szanse na wystapienie
opornosci 0 96%.

Na poziomie tendencji statystycznej odnotowano zwiazek miedzy wystepowaniem
opornosci a zakazeniem gronkowcem stwierdzonym wczesniej u domownika, posiadaniem
kota oraz przyjmowaniem przez zwierze antybiotyku w ostatnim roku. Szanse
na wystapienie opornosci szczepu na metycyline byty 3,25 razy wieksze u badanych, u ktérych
domownik byt kiedykolwiek wczes$niej zakazony gronkowcem, a takze 2,57 razy wieksze

w sytuacji, gdy zwierze w ostatnim roku przyjmowato antybiotyk.

Tabela 29
Rozktad czestosci wystepowania szczepow MSSP i MRSP wraz z testem chi-kwadrat niezaleznosci i OR dla

czynnikow determinujqcych wystepowanie szczepow MRSP

MSSP MRSP
Zmienna
n (%) n (%) OR 95% OR P

Gatunek

Cztowieka 1(0,7) 6(21,4)

Kot 9 (6,6) 8(28,6) 0,15 0,01-1,51 0,107

Pies 127 (92,7) 14 (50,0) 0,02 0,01-0,16 <0,001
Stan zdrowia badanego

Chory 64 (46,7) 17 (60,7) 0,57 0,25-1,30 0,177

Zdrowy 73 (53,3) 11 (39,3)
Zapalenie spojowek 20 (14,7) 7 (35,0) 3,12 1,11-9,78 0,025
Zapalenie przewodu
shuchowego 23 (16,9) 3 (15,0) 0,87 0,23-3,20 0,830
Wyplyw z nosa 6 (4,4) 5(25,0) 7,22 1,96-26,54 <0,001
Zapalenie skéry/rany 37 (27,2) 6 (30,0) 1,15 0,41-3,21 0,794
Inne objawy Kklinicznel 15 (11,0) 6 (30,0) 3,46 1,15-10,35 0,020
Leczenie w ostatnim roku 84 (63,2) 23 (92,0) 6,71 1,52-29,68 0,005
Antybiotyki w ostatnim roku 21 (28,0) 15 (71,4) 6,43 2,20-18,79 <0,001
Przyjmuje antybiotyk czesSciej
niz raz - 1(20,0) - - -
w roku
Hospitalizacja badanego w
ostatnim roku ) 1(200) ) ) )
Hospitalizacja > 7 dni - - - - -
Hospitalizacja domownika w
ostatnim roku 46 (34,8) 7 (26,9) 0,69 0,27-1,76 0,434
Badany ma AZS? - - - - -
Badany ma sucha skore
wymagajaca natluszczania ) ) ) ) )
Zakazenie gronkowcem
kiedykolwiek 12 (9,1) 4 (16,0) 1,90 0,56-6,47 0,295

u badanego3
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Zakazenie gronkowcem
u domownika3

Badany - zawdd ochrona
zdrowia#4

Badany - studia ochrona

zdrowia5

Badany - praca ze zwierzetami6é

Badany - studia ze
zZwierzetami?’

Domownik - zaw6d ochrona
zdrowia#4

Domownik - studia ochrona
zdrowias

Domownik - praca ze
zZwierzetamié

Domownik - studia ze
zwierzetami’

Badany - ma zwierze

Badany - ma psa

Badany - ma kota

Badany - ma inne zwierze
Liczba pséw w domu

Liczba kotéw w domu
Liczba innych zwierzat w
domus

Zwierze/ta sa w domu od 1-3
miesiecy?

Zwierze/ta sa w domu od 4-6
miesiecy?

Zwierze/ta sa w domu od 7-12
miesiecy?

Zwierze/ta sa w domu ponad
rok?®

Zwierze/ta pochodza

z hodowli

Zwierze/ta pochodza ze
schroniska lub fundacji
Zwierze/ta pochodza ,z ulicy”
Zwierze/ta pochodza

z innego Zrédta10

Badany myje rece po kazdym
kontakcie ze zwierzeciem
Badany gtaszcze zwierze

Badany catuje zwierze

9 (6,8)

21(15,9)

0(0)

40 (30,3)

4(3,0)

1(100,0)

1(100,0)

3(17,6)

0 (0)

5(29,4)

17 (100,0)

13 (92,9)

4 (28,6)

1(7,1)

5(19,2)

1(20,0)
2 (40,0)

3 (60,0)

1(3.8)

1(3.8)

8 (30,8)

4 (15,4)

4 (66,7)
4 (66,7)
1(16,7)
2 (33,3)

1(7,1)

2 (14,3)

5 (35,7)

14 (100,0)

7 (53,8)

1(7,7)

6 (46,2)

2 (66,7)

3 (100,0)
2 (66,7)

3,25

0,21

0,16

1,02

5,82

0,60

0,09

0,78
1,76

1,04

0,36

7,00

1,33

0,09

0,21

11,14

0,99-10,66

0,03-1,65

0,11-0,23

0,41-2,54

1,35-24,99

0,02-21,00

0,01-3,59

0,58-1,06
1,09-2,86

0,85-1,28

0,03-3,90

0,31-159,00

0,29-6,04

0,01-0,90

0,02-2,18

1,11-112,01

0,057

0,129

0,024

0,962

0,009

0,495

0,088

0,111
0,022

0,675

0,385

0,107

0,709

0,021

0,163

0,021
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Badany $pi ze zwierzeciem

- 1(33,3 - - -
w t6zku ( )
Badany podaje zwierzeciu
ypocdl € - 3(100,0) - - -
pokarm
Badany pielegnuje zwierze!! - 2 (66,7) - - -
Badany sprzata
ysprea - 2 (66,7) - - -
kuwete/odchody
Badane zwierze byto
84 (63,2) 19 (79,2) 2,22 0,78-6,31 0,129
w ostatnim roku leczone
Badane zwierze leczone
59 (44,4) 16 (80,0) 5,02 1,59-15,81 0,003
w ostatnich 1-4 miesiagcach
Badane zwierze leczone
30 (22,6) 7 (35,0) 1,85 0,68-5,05 0,226
w ostatnich 5-8 miesigcach
Badane zwierze leczone
21 (15,8) 5(25,0) 1,78 0,58-5,42 0,307
w ostatnich 9-12 miesigcach
Badane zwierze otrzymywato
21(28,0) 10 (50,0) 2,57 0,94-7,07 0,062
antybiotyki w ostatnim roku
Kot - wychodzacy12 6 (66,7) 0(0) 0,04 0,01-0,97 0,010
Pozostate zwierzeta byly
leczone 33 (24,8) 7 (35,0) 1,63 0,60-4,43 0,334

w ostatnim roku
Badane zwierze ma
bezposredni kontakt 133 (100,0) 20 (100,0) - - -
z domownikami
Liczba dorostych os6b w domu
0,85 0,57-1,25 0,410
zZwierzecia
Liczba dzieci do lat 12 w domu

0,58 0,25-1,36 0,211
zZwierzecia

Adnotacje: 2kategoria odniesienia; ! - oznacza inne niz wymienione szczegétowo w kwestionariuszu objawy stwierdzone
u pacjenta podczas badania klinicznego; 2 - AZS - atopowe zapalenie skory; 3 - dotyczy zakazen wystepujacych kiedykolwiek
w przeszto$ci i potwierdzonych wynikiem badania laboratoryjnego; ¢ - osoba wykonuje zawdd w sektorze ochrony zdrowia (np.
lekarz, pielegniarz, diagnosta i in.); > - osoba studiuje kierunek medyczny lub pokrewny; ¢ - osoba wykonuje prace zwigzana
z bezposrednim kontaktem ze zwierzetami (np. lekarz weterynarii, technik weterynarii, behawiorysta i in.);
7 - osoba studiuje kierunek zwigzany z bezposrednim kontaktem ze zwierzetami (np. medycyna weterynaryjna, zootechnika i in.);
8 — liczba zamieszkujacych z badanym zwierzeciem w jednym gospodarstwie domowym zwierzat gatunkéw innych niz pies lub
kot; ° - dotyczy czasu, w ktérym zwierze zamieszkalo z dana rodzing w jednym gospodarstwie domowym;
10 - zwierze zostalo adoptowane z innego zZrédta niz schronisko lub fundacja (np. otrzymane od znajomych i in.); 1* - dotyczy
zabiegéw pielegnacyjnych: skracanie pazuréw, higiena uszu, oczu, skéry i okrywy wtosowej; 12 - kot, ktéry ma mozliwosé
samodzielnego i swobodnego opuszczania gospodarstwa domowego bez nadzoru czlowieka

Analogiczne analizy przeprowadzono w celu ustalenia czynnikéw determinujacych
wystepowanie opornos$ci na metycyline szczepow gatunku S. aureus (tabela 30). Jak wynika
z zaprezentowanych danych, istotne znaczenie dla wystapienia opornos$ci miaty trzy czynniki:
posiadanie zwierzat w domu od 4-6 miesiecy, leczenie zwierzecia w ciggu ostatniego roku oraz
przyjmowanie przez zwierze antybiotykdw w ostatnim roku. Posiadanie zwierzecia w domu
od 4-6 miesiecy zwiekszato szanse na wystapienie szczepéw metycylinoopornych prawie 7-
krotnie. Z kolei leczenie zwierzecia wraz z zastosowaniem u niego w ciggu ostatniego roku

antybiotykdéw zmniejszato szanse na wystgpienie opornosci odpowiednio 0 62% i 72%.
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Na poziomie tendencji statystycznej odnotowano relacje miedzy wystgpieniem

opornosci na metycyline a obecnos$cia wyplywu z nosa, posiadaniem przez badanego suchej

skéry wymagajacej nattuszczania, posiadaniem zwierzecia ze schroniska lub fundacji oraz

leczeniem zwierzat w ostatnim roku. Obecno$¢ wyptywu z nosa zwiekszata szanse na

wystapienie szczepdw metycylinoopornych ponad 19—krotnie, a leczenie zwierzecia

6-krotnie. Pozostate czynniki obnizaty szanse wystapienia szczepu MRSA od 67% do 84%.

Tabela 30

Rozktad czestosci wystepowania szczepow MSSA i MRSA wraz z testem chi-kwadrat niezaleznosci i OR dla

czynnikow determinujqgcych wystepowanie MRSA

MSSA MRSA
Zmienna
n (%) n (%) OR 95% OR P
Gatunek
Cztowieka 1(0,7) 6(21,4)
Kot 9 (6,6) 8(28,6) 1,45 0,56-3,73 0,443
Pies 127 (92,7) 14 (50,0) 1,16 0,36-3,75 0,806
Stan zdrowia badanego
Chory 20 (13,7) 8(21,6) 0,57 0,23-1,43 0,304
Zdrowy 126 (86,3) 29 (78,4)
Zapalenie spojowek 5 (15,6) 0(0) 0,24 0,01-4,69 0,315
Zapalenie przewodu
stuchowego
Wyptyw z nosa 0(0) 2 (20,0) 19,10 0,84-437,00 0,052
Zapalenie skéry/rany 4(12,5) 2 (20,0) 1,75 0,27-11,36 0,616
Inne objawy kliniczne! 3(94) 2 (20,0) 2,42 0,34-17,04 0,577
Leczenie w ostatnim roku 65 (48,5) 16 (50,0) 1,06 0,49-2,30 0,879
Antybiotyki w ostatnim roku 35 (27,6) 12 (41,4) 1,85 0,80-4,28 0,143
Przyjmuje antybiotyk czeSciej
yIma yhlotykezeselel 2(1,9) 0(0) 0,88 0,04-19,00 1,000
niz raz w roku
Hospitalizacja badanego
9(8,3) 3(12,5) 1,59 0,40-6,36 0,511
w ostatnim roku
Hospitalizacja > 7 dni - - - - -
Hospitalizacja domownika
39(29,3) 10 (28,6) 0,96 0,42-2,19 0,931
w ostatnim roku
Badany ma AZS?2 7 (6,5) 1(4,2) 0,62 0,07-5,30 0,661
Badany ma sucha skore
43 (41,3) 4(19,0) 0,33 0,10-1,06 0,054
wymagajaca natluszczania
Zakazenie gronkowcem
14 (12,1) 6 (24,0) 2,30 0,79-6,74 0,121
u badanego3
Zakazenie gronkowcem
19 (27,1) 3(14,3) 0,45 0,12-1,69 0,227
u domownika3
Badany - zawdd ochrona
4 (4,4) 0(0) 0,41 0,02-7,87 0,580

zdrowia#
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Badany - studia ochrona
zdrowia’

Badany - praca ze
zZwierzetamié

Badany - studia ze
zZwierzetami?’

Domownik - zawd6d ochrona
zdrowia#4

Domownik - studia ochrona
zdrowia’

Domownik - praca ze
zZwierzetamié

Domownik - studia ze
zZwierzetami?

Badany -ma zwierze

Badany - ma psa

Badany - ma kota

Badany - ma inne zwierze
Liczba pséw w domu

Liczba kotéw w domu

Liczba innych zwierzat

w domus?

Zwierze/ta sa w domu od 1-3
miesiecy

Zwierze/ta sa w domu od 4-6
miesiecy

Zwierze/ta sa w domu od 7-
12 miesiecy

Zwierze/ta sa w domu ponad
rok

Zwierze/ta pochodza

z hodowli

Zwierze/ta pochodza ze
schroniska lub fundacji
Zwierze/ta pochodza "z ulicy”
Zwierze/ta pochodza z innego
zrodia?

Badany myje rece po kazdym

kontakcie ze zwierzeciem
Badany gtaszcze zwierze

Badany catuje zwierze
Badany $pi ze zwierzeciem

w 16zku

4 (4,4)

23 (25,6)

6(6,7)

11 (8,3)

4 (3,0)

33 (24,8)

7 (5,3)

89 (73,0)
55 (50,0)
44 (36,7)
22 (20,0)

9 (11,8)

3(3,9)

5 (6,6)

62 (81,6)

39 (51,3)

20 (26,3)
15 (19,7)

11 (14,5)

18 (25,4)

68 (93,2)
40 (54,8)

35 (47,9)

1(4,3)

3 (13,0)

3 (13,0)

0 (0)

1(3,0)

8 (24,2)

4(12,1)

24 (85,7)
14 (51,9)
12 (42,9)
6 (22,2)

1(4,3)

5(21,7)

3 (13,0)

17 (73,9)

13 (56,5)

2(87)
6 (26,1)

5(21,7)

7 (41,2)

20
(100,0)
14 (70,0)

9 (45,0)

0,98

0,44

2,10

0,16

1,01

0,97

2,48

2,22
1,08
1,29
1,14
0,84
1,14

0,99

0,34

6,76

2,13

0,64

1,23

0,27

1,43

1,64

2,06

3,29

1,92

0,89

0,10-9,19

0,12-1,61

0,48-9,13

0,01-2,77

0,11-9,33

0,40-2,36

0,68-9,05

0,72-6,90
0,46-2,50
0,56-2,99
0,41-3,17
0,53-1,36
0,82-1,59

0,94-1,03

0,04-2,82

1,48-30,95

0,47-9,69

0,21-1,92

0,48-3,15

0,06-1,24

0,48-4,26

0,50-5,34

0,68-6,22

0,17-62,10

0,67-5,56

0,33-2,40

1,000

0,203

0,313

0,087

1,000

0,946

0,156

0,158
0,863
0,543
0,797
0,485
0,429

0,614

0,296

0,006

0,319

0,422

0,661

0,075

0,514

0,407

0,194

0,581

0,222

0,815
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Badany podaje zwierzeciu

66 (90,4) 19 (95,0) 2,01 0,23-17,41 0,517
pokarm
Badany pielegnuje zwierze!0 46 (63,0) 17 (81,0) 2,49 0,76-8,19 0,123
Badany sprzata
54 (74,0) 17 (85,0) 1,99 0,52-7,57 0,304
kuwete/odchody
Badane zwierze byto
51 (51,5) 9 (29,0) 0,38 0,16-0,92 0,028
w ostatnim roku leczone
w ostatnich 1-4 miesigcach 12 (52,2) 6 (75,0) 2,75 0,46-16,59 0,412
w ostatnich 5-8 miesigcach - - - - -
w ostatnich 9-12 miesigcach 2(8,7) 0(0) 0,51 0,02-11,70 1,000
Badane zwierze
otrzymywato antybiotyki 40 (42,6) 5(17,2) 0,28 0,10-0,80 0,013
w ostatnim roku
Kot - wychodzacy!! 6 (75,0) 2 (50,0) 0,33 0,03-4,19 0,547
Pozostate zwierzeta w domu
3(14,3) 4 (50,0) 6,00 0,94-38,08 0,068
byly w ostatnim roku leczone
Badane zwierze ma
bezposredni kontakt 23(100,0) 8(100,0) - - -
z domownikami
Liczba dorostych os6b
1,13 0,44-2,89 0,794
w domu zwierzecia
Liczba dzieci do lat 12
1,85 0,63-5,45 0,262

w domu zwierzecia

Adnotacje: 2kategoria odniesienia; ! - oznacza inne niz wymienione szczegétowo w kwestionariuszu objawy stwierdzone
u pacjenta podczas badania klinicznego; 2 - AZS - atopowe zapalenie skory; 3 - dotyczy zakazen wystepujacych kiedykolwiek
w przeszto$ci i potwierdzonych wynikiem badania laboratoryjnego; ¢ - osoba wykonuje zawdd w sektorze ochrony zdrowia (np.
lekarz, pielegniarz, diagnosta i in.); > - osoba studiuje kierunek medyczny lub pokrewny; ¢ - osoba wykonuje prace zwigzana
z bezposrednim kontaktem ze zwierzetami (np. lekarz weterynarii, technik weterynarii, behawiorysta i in.);
7 - osoba studiuje kierunek zwigzany z bezposrednim kontaktem ze zwierzetami (np. medycyna weterynaryjna, zootechnika i in.);
8 — dotyczy zamieszkujacych z badanym zwierzeciem w jednym gospodarstwie domowym zwierzat gatunkéw innych niz pies lub
kot; 9 - zwierze zostalo adoptowane z innego Zrdédia niz schronisko lub fundacja (np. otrzymane od znajomych
iin.); 10 - dotyczy zabiegdw pielegnacyjnych: skracanie pazuréw, higiena uszu, oczu, skéry i okrywy wtosowej; 11 - kot, ktéry ma
mozliwo$¢ samodzielnego i swobodnego opuszczania gospodarstwa domowego bez nadzoru cztowieka

9.2.2. Czynniki determinujace wystepowanie szczepdéw wielolekoopornych na poziomie

fenotypowym i genotypowym

W kolejnej czesci skoncentrowano sie na ustaleniu czynnikéw determinujacych
wystepowanie szczepoéw  wielolekoopornych (MDR) na poziomie fenotypowym
i genotypowym wsrod badanych szczepéw S. pseudintermedius oraz S. aureus.

W tabeli 31 zaprezentowano wyniki analiz uwzgledniajacych wielolekooporno$é na
poziomie fenotypowym u S. pseudintermedius. Wykazano, Ze jedynym istotnym czynnikiem
zwigzanym z wystepowaniem szczepow MDRSP (ang. multidrug resistant Staphylococcus
pseudintermedius) bylo leczenie pozostatych zwierzat mieszkajacych w tym samym
gospodarstwie domowym co badane zwierze w ciggu ostatniego roku. Wystapienie tego

czynnika zwiekszato szanse na obecno$¢ MDRSP ponad 2-krotnie. Dodatkowo - na poziomie
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tendencji  statystycznej odnotowano zwigzek miedzy hospitalizacja domownika
w ostatnim roku a wystgpieniem MDR - hospitalizacja zwiekszata szanse na wystapienie MDR

1,83 razy.

Tabela 31
Rozktad czestosci wystepowania szczepow S. pseudintermedius wraz z testem doktadnym Fishera i OR dla

czynnikow determinujqgcych wystepowanie wielolekoopornosci na poziomie fenotypowym

Brak MDR MDR
Zmienna (n=96) (n=69)
n (%) n (%) OR 95% OR p
Stan zdrowia badanego
Chory 46 (47,9) 35(50,7) 0,89 0,48-1,66 0,722
Zdrowy 50 (52,1) 34 (49,3)
Leczenie w ostatnim roku 64 (68,8) 43 (66,2) 0,89 0,45-1,74 0,725
Antybiotyki w ostatnim
19 (36,5) 17 (38,6) 1,09 0,48-2,50 0,832
roku
Hospitalizacja badanego
1(33,3) 0(0) 0,33 0,01-12,80 1,000
w ostatnim roku
Hospitalizacja domownika
26 (28,0) 27 (41,5) 1,83 0,94-3,58 0,075
w ostatnim roku
Badany - zawdd ochrona
zdrowial
Badany - praca ze
1(33,3) 1(50,0) 2,00 0,05-78,25 1,000
zZwierzetami?2
Domownik - zawd6d ochrona
10 (10,8) 12 (18,5) 1,88 0,76-4,66 0,168
zdrowial
Domownik - praca ze
24 (25,8) 24 (36,9) 1,68 0,85-3,34 0,135
zZwierzetami?
Badany - czy ma zwierze 3(75,0) 2 (66,7) 0,67 0,02-18,06 1,000
Badane zwierze byto
62 (66,7) 41 (64,1) 0,89 0,46-1,74 0,736
w ostatnim roku leczone
Badane zwierze
otrzymywato antybiotyki 16 (30,8) 15 (34,9) 1,20 0,51-2,85 0,670
w ostatnim roku
Pozostale zwierzeta
w domu byly 18 (20,0) 22 (34,9) 2,15 1,03-4,46 0,039
w ostatnim roku leczone
Badane zwierze ma
bezposredni kontakt 90 (100,0) 63 (100) - - -

z domownikami

Adnotacje: 1 - osoba wykonuje zawdd w sektorze ochrony zdrowia (np. lekarz, pielegniarz, diagnostaiin.); 2-osoba wykonuje prace
zwigzang z bezposSrednim kontaktem ze zwierzetami (np. lekarz weterynarii, technik weterynarii, behawiorysta i in.)
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W tabeli 32 przedstawiono wyniki analiz dotyczacych czynnikéw ryzyka wystapienia
wielolekoopornosci szczepow S. pseudintermedius na poziomie genotypowym. Nie
odnotowano istotnych czynnikéw determinujacych wystepowanie tego zjawiska. Jedynie
hospitalizacja domownika w ostatnim roku byla czynnikiem istotnie zwigzanym
z wystapieniem MDRSP na poziomie tendencji statystycznej. Fakt hospitalizacji zmniejszato

szanse na wystgpieniem MDRSP na poziomie genotypowym o 47%.

Tabela 32
Rozktad czestosci wystepowania szczepow S. pseudintermedius wraz z testem chi-kwadrat niezaleznosci

i OR dla czynnikéw determinujqcych wystepowanie wielolekoopornosci na poziomie genotypowym

Brak MDR MDR
Zmienna (n=96) (n=69)
n (%) n (%) OR 95% OR p
Stan zdrowia badanego
Chory 35(43,8) 46 (54,1) 0,66 0,36-1,22 0,183
Zdrowy 45 (56,3) 39 (45,9)
Leczenie w ostatnim roku 49 (64,5) 58 (70,7) 1,33 0,68-2,60 0,401
Antybiotyki w ostatnim roku 14 (32,6) 22 (41,5) 1,47 0,63-3,40 0,368
Hospitalizacja badanego
1(50,0) 0(0) 0,33 0,01-12,80 0,361
w ostatnim roku
Hospitalizacja domownika
31 (40,8) 22 (26,8) 0,53 0,27-1,04 0,063
w ostatnim roku
Badany - zawdd ochrona
zdrowial
Badany - praca ze
1(50,0) 1(33,3) 0,50 0,01-19,56 1,000
zZwierzetami?
Domownik - zawd6d ochrona
8(10,5) 14 (17,1) 1,75 0,69-4,44 0,235
zdrowial
Domownik - praca ze
24 (31,6) 24 (29,3) 0,90 0,45-1,77 0,752
zZwierzetami?2
Badany - ma zwierze 3(75,0) 2 (66,7) 0,67 0,02-18,06 1,000
Badane zwierze byto
47 (61,8) 56 (69,1) 1,38 0,71-2,68 0,336
w ostatnim roku leczone
Badane zwierze otrzymywato
12 (27,9) 19 (36,5) 1,49 0,62-3,56 0,372
antybiotyki w ostatnim roku
Pozostate zwierzeta w domu
15 (20,3) 25(31,6) 1,82 0,87-3,81 0,110
byly w ostatnim roku leczone
Badane zwierze ma
bezposredni kontakt 74 (100,0) 79 (100,0) - - -

z domownikami

Adnotacje: 1 - osoba wykonuje zawdd w sektorze ochrony zdrowia (np. lekarz, pielegniarz, diagnostaiin.); 2-osoba wykonuje prace
zwigzang z bezposrednim kontaktem ze zwierzetami (np. lekarz weterynarii, technik weterynarii, behawiorysta i in.)
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Analogiczne analizy przeprowadzono dla szczepow S. aureus. Nie wykazano istotnych
czynnikdw determinujacych wystepowanie MDRSA (ang. multidrug resistant Staphylococcus
aureus) na poziomie fenotypowym. Jedynie posiadanie zwierzecia byto czynnikiem istotnie
zwigzanym na poziomie tendencji statystycznej z wystepowaniem wielolekoopornosci
szczepOw tego gatunku. Posiadanie przez badanego zwierzecia zwiekszato szanse

na wystapienie MDRSA 8,41 razy. Szczeg6towe wyniki zamieszczono w tabeli 33.

Tabela 33
Rozktad czestosci wystepowania S. aureus wraz z testem chi-kwadrat niezaleznosci i OR dla czynnikéw

determinujqcych wystepowanie wielolekoopornosci na poziomie fenotypowym

Brak MDR MDR
Zmienna (n=96) (n=69)
n (%) n (%) OR 95% OR P
Stan zdrowia badanego
Chory 26 (15,4) 2(14,3) 1,09 0,23-5,16 1,000
Zdrowy 143 (84,6) 12 (85,7)
Leczenie w ostatnim roku 75 (49,3) 6 (42,9) 0,77 0,25-2,32 0,642
Antybiotyki
44 (30,3) 3(27,3) 0,86 0,22-3,40 0,830
w ostatnim roku
Hospitalizacja badanego
11 (9,0) 1(91) 1,01 0,12-8,64 0,993
w ostatnim roku
Hospitalizacja domownika
46 (29,9) 3(21,4) 0,64 0,17-2,40 0,506
w ostatnim roku
Badany - zawdd ochrona
4(3,9) 0(0) 0,95 0,05-18,80 1,000
zdrowial
Badany - praca ze
24 (23,5) 2(18,2) 0,72 0,15-3,57 0,689
zZwierzetami?2
Domownik - zaw6d ochrona
11 (7,2) 0(0) 0,42 0,02-7,58 0,601
zdrowial
Domownik - praca ze
35(23,0) 6 (42,9) 2,51 0,81-7,71 0,100
zZwierzetami?2
Badany - ma zwierze 102 (73,4) 11 (100,0) 8,41 0,48-146,00 0,066
Badane zwierze byto
56 (48,3) 4 (28,6) 0,43 0,13-1,44 0,162
w ostatnim roku leczone
Badane zwierze
otrzymywato antybiotyki 43 (38,7) 2 (16,7) 0,32 0,07-1,51 0,132
w ostatnim roku
Pozostate zwierzeta
w domu byty w ostatnim 7 (26,9) 0(0) 0,37 0,02-8,09 0,557

roku leczone
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Badane zwierze ma
bezposredni kontakt 28 (100,0) 3(100,0) - - -

z domownikami

Adnotacje: 1 - osoba wykonuje zawdd w sektorze ochrony zdrowia (np. lekarz, pielegniarz, diagnostaiin.); 2-osoba wykonuje prace
zwigzang z bezposrednim kontaktem ze zwierzetami (np. lekarz weterynarii, technik weterynarii, behawiorysta i in.)

W tabeli 34 zaprezentowano wyniki analiz dla czynnikéw determinujacych
wystepowanie wielolekoopornosci na poziomie genotypowym dla szczepéw S. aureus. Istotny
zwigzek z wystepowaniem MDRSA odnotowano dla 6 zmiennych: leczenia w ostatnim roku,
hospitalizacji badanego w ostatnim roku, domownika posiadajacego zawodd zwigzany
z ochrong zdrowia, domownika pracujacego ze zwierzetami, leczenia zwierzecia w ostatnim
roku i przyjmowania przez niego antybiotykéw. Jedynie obecno$¢ domownika pracujacego
w bezposrednim kontakcie ze zwierzetami zwiekszata szanse wystgpienia MDRSA na poziomie
genotypowym. Pozostate czynniki obnizaly szanse wystgpienia wielolekoopornosci tego
gatunku na poziomie genotypowym od 31% w przypadku hospitalizacji badanego az do 91%

dla domownika posiadajacego zawdd zwigzany z ochrong zdrowia.

Tabela 34
Rozktad czestosci wystepowania S. aureus wraz z testem chi-kwadrat niezaleznosci i OR dla czynnikéw

determinujqcych wystepowanie MDR na poziomie genotypowym

Brak MDR MDR
Zmienna (n=96) (n=69)
n (%) n (%) OR 95% OR P
Stan zdrowia badanego
Chory 22 (180) 6(9,8) 2,02 0,77-5,27 0,266
Zdrowy 100 (82)) 55(90,2)
Leczenie w ostatnim roku 62 (54,4) 19 (36,5) 0,48 0,25-0,95 0,033
Antybiotyki w ostatnim
35(32,1) 12 (25,5) 0,72 0,34-1,56 0,411
roku
Hospitalizacja badanego
12 (12,6) 0(0) 0,69 0,61-0,77 0,022
w ostatnim roku
Hospitalizacja domownika
35(30,7) 14 (25,9) 0,79 0,38-1,63 0,525
w ostatnim roku
Badany - zawdd ochrona
4(54) 0(0) 0,20 0,01-3,78 0,297
zdrowial
Badany - praca
16 (21,6) 10 (25,6) 1,25 0,50-3,10 0,629
Ze Zwierzetami?
Domownik - zawéd
11 (9,6) 0(0) 0,09 0,01-1,53 0,019
ochrona zdrowiat
Domownik - praca
23 (20,0) 18 (35,3) 2,18 1,05-4,54 0,035
ze zwierzetamiz
Badany - ma zwierze 73 (73,7) 40 (78,4) 1,29 0,58-2,89 0,528
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Badane zwierze bylo

w ostatnim roku leczone 45 (52,9) 15 (33,3) 0,44 0,21-0,94 0,033
Badane zwierze

otrzymywalo antybiotyki 36 (434) 9 (22,5) 0,38 0,16-0,89 0,024
w ostatnim roku

Pozostate zwierzeta

w domu byty w ostatnim 6 (31,6) 1(10,0) 0,24 0,02-2,36 0,197
roku leczone

Badane zwierze ma

bezposredni kontakt 19 (100,0) 12 (100,0) - - -

z domownikami

Adnotacje: 1 - osoba wykonuje zawdd w sektorze ochrony zdrowia (np. lekarz, pielegniarz, diagnostaiin.); 2-osoba wykonuje prace
zwigzang z bezposrednim kontaktem ze zwierzetami (np. lekarz weterynarii, technik weterynarii, behawiorysta i in.)

10. Dyskusja wynikow

Celem prowadzonych badan bylo okreSlenie czestosci wystepowania gronkowcéw
w badanej populacji ludzi i zwierzat, okreslenie poziomu lekoopornosci uzyskanych szczepéw,
a takze poszukiwanie i okreslenie czynnikéw ryzyka zwiazanych z kolonizacja badanych ludzi
i zwierzat przez bakterie z rodzaju Staphylococcus. Zasadniczym motywem podjetych badan
byto sprawdzenie, jaka role odgrywaja te powszechnie wystepujace drobnoustroje w naszym
zyciu oraz z jakim zagrozeniem z ich strony nalezy sie obecnie liczy¢. Ponadto, uwage skupiono
na ocenie znaczenia czynnikéw ryzyka w kontekscie kolonizacji badanych przez gronkowce.
Ponizej - w wybranym zakresie - dyskutowane s3 wyniki badan dotyczace wyzej
wymienionych aspektéw. Przeprowadzona dyskusja ma przede wszystkim na celu zwrdcenie
uwagi na ogélne prawidtowosSci wazne z punktu widzenia celu badania. Z tego powodu nie

kazdy z otrzymanych wynikéw bedzie oddzielnie analizowany i interpretowany.

Izolacja bakterii z rodzaju Staphylococcus u ludzi i zwierzat

Rezultaty przeprowadzonego badania potwierdzaja, Ze zaréwno ludzie, jak
i zwierzeta domowe s3 powszechnie kolonizowani przez gronkowce. Wysoka prewalencja
bakterii z rodzaju Staphylococcus u zwierzat (82%) znajduje odzwierciedlenie w literaturze
przedmiotu (Ruzauskas i wsp., 2015 (b); Bierowiec i wsp., 2019 (a)), ale przewyzsza wartoS$ci
rzedu 30-62% opisane przez niektérych badaczy (Li i wsp., 2021; Thomson i wsp., 2022).
W przypadku badanych ludzi, czesto$¢ wystepowania tych drobnoustrojéw byta jeszcze
wyzsza (91,2%), co wyroznia sie na tle dostepnych danych Zrédtowych (Abdullahiiwsp., 2022;
Cuny i wsp., 2022; Thomson i wsp., 2022; Saud i wsp., 2023). Co ciekawe, u kotéw dominowaty
gatunki koagulazo-ujemne (87,2%). Podobne rezultaty uzyskali Abdel-Moein i wsp. (2020),

a rozbiezne Sukur i Esendal (2020). Wysoka czesto$¢ izolacji CoPS od pséw jest zwigzana
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z przewaga liczbowa S. pseudintermedius, ktére u kotéw wystepowaty rzadziej. Przektada sie
to na sumaryczne efekty w postaci przewagi odsetka izolowanych szczepéw CoNS u tych
zwierzat. Od ludzi wyizolowano 1acznie 22 gatunki gronkowcéw, od kotéw 20 i od pséw 16
gatunkoéw. Wynik ten kontrastuje z doniesieniami Ma i wsp. (2020), w ktérych to psy (a nie
koty) byly nosicielami wiekszej liczby gatunkéw z rodzaju Staphylococcus. R6znica ta moze
wynika¢ z nadreprezentacji grupy badanych kotéw zdrowych. W przypadku badanych oséb
uzyskano wieksza niz inni badacze liczbe gatunkéw gronkowcéw (Thomson i wsp., 2022).
Rozbieznosci te moga by¢ spowodowane réwniez tym, Ze w niniejszym badaniu wymazy
pobierano od kazdej osoby z czterech miejsc, co mogto pozytywnie wptynaé na czutos¢
wykrywania tych bakterii, a zatem stwierdzenie obecnos$ci wiekszej liczby gatunkow
gronkowcow. Dominujacymi u ludzi gatunkami byty S. epidermidis i S. aureus (odpowiednio
prawie 46% i 26%), u ps6w S. pseudintermedius i S. epidermidis (53% i 16%), a u kotow S. felis
iS. epidermidis (25% i 18%). Uzyskane dane sg spdjne z danymi Zrodtowymi w odniesieniu do
czestosci izolacji tych drobnoustrojow u ludzi i zwierzat (Thomson i wsp., 2022; Moon i wsp.,
2022 (a); Moon i wsp., 2022 (b)).

Ze wzgledu na lokalizacje pobranego wymazu, obecno$¢ S. aureus stwierdzano
u ludzi, kotéw i ps6w najczesciej w przedsionku jamy nosowej, a takze u kotéw w jamie ustne;j.
W przypadku S. pseudintermedius u wszystkich badanych grup byt to réwniez przedsionek
jamy nosowej, a dodatkowo u ludzi skéra w zgieciu tokciowym, u kotéw worek spojéwkowy
i u ps6w jama ustna oraz odbyt. Przedsionek jamy nosowej to jedna z czeSciej weryfikowanych
w badaniach lokalizacji anatomicznych bytowania gronkowcéw u ludzi i zwierzat. Nie
zaskakuje zatem, Ze uzyskane wyniki w tym aspekcie znajduja odzwierciedlenie w literaturze
przedmiotu (Abdullahi i wsp., 2022; Bierowiec i wsp., 2016 (c); Cuny i wsp., 2022). Czesto
opisywanymi miejscami kolonizacji sg réwniez skéra i zewnetrzny przewdd stuchowy,
zwlaszcza gdy wystepuje stan zapalny (Haulisah i wsp., 2022; Moon i wsp., 2022 (b); Souza-
Silva i wsp., 2022). Frosini i wsp. (2022) wskazuja, Ze najlepszym miejscem wykrywania
gronkowcow w przypadku pobierania wymazéw z jednego tylko miejsca jest nos (czutos¢
rzedu 68%). Czuto$¢ badania zwieksza sie jednak, gdy wymazy pobiera sie jednoczesnie z kilku
lokalizacji - w przypadku uwzglednienia gardia, pachwiny i nosa siega az 95%. Taka czutos¢
mozna uzyska¢ réwniez pobierajagc materiat minimalnie z czterech miejsc, zawsze
uwzgledniajac nos oraz $luzéwke policzka. Autorzy podaja réwniez, Ze u pséw wymaz z nosa
cechuje sie mniejsza czuto$cig wykrywania S. pseudintermedius niz jama ustna i krocze - zatem
podobnie jak w niniejszym badaniu. Ze wzgledu na to, iz u zwierzecia przytomnego pobranie
wymazu z przedsionka jamy nosowej moze by¢ w niektérych przypadkach utrudnione (brak
przyzwolenia pacjenta na wykonanie wymazu), wiedza o dodatkowych lokalizacjach, ktére
czesto kolonizowane s3 przez gronkowce moze by¢ przydatna w perspektywie prowadzenia

dalszych badan naukowych zgodnie z zasada uczynienia procesu pozyskiwania materiatu jak
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najmniej uciazliwym dla pacjentéw. U badanych zwierzat chorych, S. aureus najczesciej
izolowano z przypadkéw zapalenia spojowek, zapalenia skéry lub ran, a S. pseudintermedius
od osobnikéw z zapaleniem skoéry lub ranami i zapaleniem spojéwek. Inni badacze réwniez
wskazuja na czesta izolacje tych gatunkéw z zakazonych ran, ropni, przypadkéw zapalenia
skéry i tkanki acznej, zapalenia spojowek, ale takze, czego nie stwierdzono w badaniu
wilasnym, z zewnetrznego przewodu stuchowego psow i kotow z otitis externa (Frosini i wsp.,
2022; Haulisah i wsp., 2022; Li i wsp., 2021; Moon i wsp., 2022 (b); Souza-Silva i wsp., 2022;
Thomson i wsp., 2022). Wyjasnieniem tej rozbieznosci moze by¢ nieréwnoliczno$¢ grup
zwierzat zdrowych oraz chorych, a relatywnie niewielka liczba badanych osobnikéw
z objawami klinicznymi zakazen przewodu stuchowego mogta wptyna¢ na wynik odmienny
niz u innych autoréow.

Fakt, Ze zwierzeta mieszkajagce w domach z innymi zwierzetami zwigzany byt
z nosicielstwem wiekszej liczby gatunkéw gronkowcoéw niz u zwierzat utrzymywanych
pojedynczo wskazuje na transmisje patogenéw miedzy osobnikami zyjacymi w grupach.
Ponadto, wyzsza prewalencja S. warneriisS. felis odpowiednio u indywidualnie utrzymywanych
kotéw i psoéw, powinna zosta¢ zweryfikowana w dalszych badaniach ze wzgledu na
dysproporcje w liczebnosci grup badanych oraz brak informacji, jakie jest pochodzenie tych
bakterii u pséw i czy jest to nosicielstwo okresowe czy state. Istnieje teoretyczna mozliwos$¢
zakazenia S. felis, jesli pies lub jego wtasciciel mieli wcze$niej kontakt na przyktad z kotami,
u ktorych powszechnie wystepuje ten gatunek (Bierowiec i wsp., 2019 (a)). Z tego wzgledu ten
zaskakujacy wynik wymaga rozszerzenia badan i wéwczas podjecia proby odpowiedzi na

pytanie o Zrédto kolonizacji badanych pséw przez te gronkowce.

Typowanie spa Staphylococcus aureus

Rezultaty genotypowania metoda spa wykazatly, ze sposréd wszystkich uzyskanych
szczepOow S. aureus (n=202) najczesciej izolowany byt typ t091 (11% szczepdw), nastepnie
t1451 (4,3% szczepdw), w dalszej kolejnosci t065, t084 i t338. Jednoczesnie typ t1451 byt
najczesciej izolowanym typem wsrdd szczepéw metycylinoopornych, a obok niego t021.
Z kolei analiza typow spa okreslonych dla 47 szczepow S. aureus pochodzacych od zwierzat
wykazata, Ze najczeSciej izolowane byty typy t091 (17% szczepdéw) i t056 (8,5% szczepdw).
Dominujacy w tym badaniu typ t091 izolowany byt przez innych badaczy m.in. od dzieci
bedacych pacjentami szpitalnych oddziatéw zakaZnych oraz intensywnej opieki medycznej
i pacjentéw z mukowiscydoza, a takze od $win i miesa wieprzowego, dzikéw, drobiu i miesa
drobiowego, miesa kréliczego, i byly to zar6wno szczepy MSSA, jak MRSA (Krupa i wsp., 2014;
Krupaiwsp., 2015; Bierowieciwsp., 2016 (c); llczyszyn i wsp., 2016; Merz i wsp., 2016; Becker
i wsp., 2017; Ayeni i wsp., 2018; Garbacz i wsp., 2018; Richter i wsp., 2018; Ogundipe i wsp.,
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2020; Karlsen i wsp., 2021; Banaszkiewicz i wsp., 2023). Typ t056 izolowano od ludzi
zdrowych i manifestujacych kliniczne objawy zakazen w materiale z nozdrzy przednich oraz
w przypadkach zatru¢ pokarmowych wywotanych przez gronkowce, a ponadto w miesie
kréliczym i drobiowym (Wattinger i wsp., 2012; Ebner i wsp., 2013; Krupa i wsp., 2014; Merz
i wsp., 2016; Langhanki i wsp., 2018). Wystepowanie typu t1451 opisano dotychczas m.in.
w przypadku zakazenia MRSA rolnika opiekujacego sie $winiami (a takze w prébkach od jego
rodzenstwa oraz $win z jego fermy), od $win w badaniu opisanym przez Habrun i wsp. (2011),
a takze od dzikich zwierzat, takich jak jelen szlachetny, koziorozec iberyjski, sep ptowy i dzik
(Lozano i wsp., 2011; Porrero i wsp., 2013). Metycylinooporne szczepy reprezentujace typ
t1451 izolowane byly réwniez od australijskich lekarzy weterynarii sprawujacych opieke
medyczng nad $winiami (Groves i wsp. 2016) oraz ludzi bioracych udziat w badaniu
dotyczacym transmisji gronkowcow pomiedzy ludZmi i psami (Gémez-Sanz i wsp., 2013 (a)).
Zgodnie z danymi pochodzacymi z bazy Ridom Spa Server (http://spa.ridom.de/
frequencies.shtml) sposréd wymienionych wyzej typéw spa, jedynie t084 i t021 byty
dotychczas stwierdzane w Polsce. W dostepnych zbiorach publikacji naukowych trudno jest
znaleZ¢ doniesienia na temat identyfikacji wymienionych powyzej typéw spa od psoéw czy
kotéw. W badaniu wtasnym typy t091 i t056 wystepowaty zaréwno u ludzi, jak i pséw i kotéw,
a typ t1451 wystepowat jedynie u ludzi. Szczepy wymienionych typéw prezentowaty zar6wno
wrazliwos$¢, jak oporno$¢ na metycyline. Powyzsze dane wskazuja, Ze poszczeg6lne typy spa
S. aureus nie tylko wystepuja powszechnie u ludzi, zwierzat czy w produktach spozywczych,
ale takze, ze potencjalnie moga one ulegac¢ transmisji miedzygatunkowej. Zastanawiajacy jest
fakt, Zze doniesienia o izolacji tych typéw od zwierzat dotycza przede wszystkim gatunkéw
bedacych producentami zywnosci dla cztowieka oraz samych produktéw miesnych. Nie
znaleziono publikacji dotyczacych wystepowania tych typéw u pséw czy kotéw, a przeciez te
pozostaja w bliskim kontakcie z czlowiekiem, co mogloby sprzyja¢ transmisji
miedzygatunkowej. Wszystkie badane zwierzeta miaty bezposredni kontakt z domownikami
(czesty i bliski lub sporadyczny i bliski), co potwierdza stopienn zazytosci ludzi i ich
podopiecznych. Rownoczes$nie 80-90% zwierzat miato mozliwo$¢ kontaktu z innymi
zwierzetami (w jednym domu lub podczas spacer6w i spotkan w plenerze).
Niezbedne bytyby dalsze badania, aby odpowiedzie¢ na pytanie w jaki sposob ludzie zakazajq

sie tymi bakteriami oraz czy psy i koty moga zakazi¢ sie nimi od ludzi.

Lekoopornos¢ szczepow Staphylococcus aureus i Staphylococcus pseudintermedius

Rozwazajac aktualny stan opornosci gronkowcéw na $rodki przeciwdrobnoustrojowe
warto zwroci¢ uwage na poczatki stosowania ich w medycynie. Era stosowania antybiotykow
rozpoczeta sie wraz z przypadkowym odkryciem Alexandra Fleminga w 1928 roku, ktory

podczas pracy w laboratorium zauwazyl, Ze na szalce z koloniami gronkowca ztocistego
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wyrosta plesn btekitna (Penicillium notatum) hamujaca wzrost bakterii (Ubysz i Tobiasz, 2016;
Kozinska i Sitkiewicz, 2017; Murray i wsp., 2018). Dzieki pracom prowadzonym przez Ernsta
B. Chaina i Howarda W. Floreya, od 1941 roku penicylina dostepna jest na rynku komercyjnym
(Markiewicz i Kwiatkowski, 2012; Kozinska i Sitkiewicz, 2017). W Polsce produkcja penicyliny
rozpoczeta sie dopiero w 1950 roku w zaktadach produkcyjnych na warszawskim Tarchominie
(Kozinska i Sitkiewicz, 2017). Niestety, na rozwo6j antybiotykoopornosci nie trzeba byto dtugo
czeka¢ i juz w 1942 roku pojawity sie pierwsze penicylinooporne szczepy gronkowca
ztocistego (Markiewicz i Kwiatkowski, 2012; Kozinska i Sitkiewicz, 2017). Analogiczna
sytuacja miata miejsce w odniesieniu do metycyliny (Kozinska i Sitkiewicz, 2017) - po jej
wprowadzeniu w 1959 roku minety dwa lata do pojawienia sie pierwszych przypadkéw MRSA
(Markiewicz i Kwiatkowski, 2012). W Polsce obecnos$¢ szczepéw MRSA odnotowano w 1964
roku, czyli jeszcze przed wprowadzeniem tego leku w naszym kraju (Markiewicz
i Kwiatkowski, 2012). Alexander Fleming zakonczyt swéj wyktad noblowski méwiac: ,,... Moga
nadejs¢ czasy, gdy penicylina bedzie mogta by¢ kupiona przez kazdego w sklepie. Istnieje wiec
niebezpieczenstwo, ze nieswiadomy [...] cztowiek bedzie ja przyjmowat w zbyt niskiej dawce
i drobnoustroje poddawane nieodpowiednim dawkom leku stang sie oporne. [...]" (Fleming,
1945; cyt. za: Kozinska i Sitkiewicz, 2017). Efekty zachodzacej od lat presji selekcyjnej
i ukierunkowanej ewolucji bakterii widoczne s3 w postaci wzrostu czesto$ci wystepowania
szczepow wielolekoopornych, czyli wykazujacych opornosc¢ na 3 lub wiecej klas antybiotykéw
(Fefdler i wsp., 2022). Nie jest zaskoczeniem, zZe Alexander Fleming nie pomylit sie w swoim
stwierdzeniu, ale skala problemu lekoopornos$ci wérdd badanych szczepow juz tak. Najwiekszy
odsetek opornych szczepoéw S. pseudintermedius odnotowano w przypadku penicyliny
(71,5%), ampicyliny (63,6%) oraz Kklindamycyny (41,2%) i erytromycyny (41,2%).
Nie wykazano obecnosci szczepéw opornych na mupirocyne, linezolid, rifampicyne
i tigecykline. Na poziomie genetycznym najcze$ciej wystepujacym genem byt blaZ, nastepnie
tet(M) i ermB, a Zaden szczep nie posiadat genu mupA. 1zolaty MRSP najczes$ciej izolowane byty
z nosa i jamy ustnej. Zblizone rezultaty w zakresie wysokiej opornosci szczepéw na penicyline
i ampicyline uzyskali Lai i wsp. (2022), Scott i wsp. (2022) oraz Naziri i Majlesi (2023). Liczne
szczepy oporne na klindamycyne i erytromycyne obserwowali Rynhoud i wsp. (2021), Lai
i wsp. (2022), a takze Naziri i Majlesi (2023). Bardzo wysoki wynik, jesli chodzi o oporno$¢ na
tetracykline uzyskali Wang i wsp. (2022) - oporne szczepy S. pseudintermedius stanowity
az 96,6%. W tym samym badaniu prawie 80% izolatow wykazalo opornos$¢ na erytromycyne.
Badacze wskazuja réwniez na czesta opornos¢ szczepow S. pseudintermedius na sulfonamidy
potencjonowane, co nie znalazlo potwierdzenia w badaniu wtasnym (Rynhoud i wsp., 2021;
Haulisah i wsp., 2022; Naziri i Majlesi, 2023). Podczas poszukiwania przyczyn rozbiezno$ci
miedzy uzyskanymi rezultatami, uwage zwracajg réznice miedzy poszczegélnymi badaniami

w zakresie metodologii. Przyktadowo, Naziri i Majlesi (2023) zbadali 100 pséw (50 zdrowych
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i 50 z objawami zakazen skéry) zamieszkujacych w Iranie, wymazy pobierano ze skéry w kilku
lokalizacjach oraz z nosa, a oznaczenie opornosci wykonano metoda dyfuzyjno-krazkowa.
W badaniu Wang i wsp. (2022), ktére miato miejsce w Chinach, udziat wzieto tacznie 75 psow
(w tym 35 zdrowych oraz 40 z objawami keratitis), wymazy pobierano jedynie z worka
spojowkowego i uzyskano 29 szczepdw S. pseudintermedius, dla ktérych oznaczano
lekoopornos¢ metoda dyfuzyjno-krazkowa. Jak wida¢, na wskazane réznice wpltywa¢ mogto
wiele czynnikéw, m.in. liczebno$¢ grup badanych i uzyskanych izolatéw bakteryjnych,
lokalizacje, z ktoérych pobierano wymazy, ale takze uwarunkowania $rodowiskowe oraz
spoteczno-kulturowe ze wzgledu na obszar geograficzny, w ktérym prowadzono badania.
Jak juz wspomniano, w przypadku badan wtasnych wptyw na wyniki mogta mie¢ liczebnos¢
grup badanych.

W przypadku kazdej z badanych substancji czynnych wykazano obecno$¢
niewrazliwych na nie szczepéw gronkowcéw ztocistych. Najwieksza opornos¢ izolatéow
S. aureus wykazano w przypadku ampicyliny (62,4%), penicyliny (61,4%), erytromycyny
(29,2%) oraz amoksycyliny z kwasem klawulanowym (28,2%). Na poziomie genetycznym,
wsrod szczepow gatunku S. aureus najczesSciej stwierdzano obecnos$¢ gendéw blaZ, tet(M)
i ermA, a nie wykazano obecnos$ci genow tet(L) i mupA. W badaniu przeprowadzonym przez
Abdullahi i wsp. (2022), izolaty S. aureus pochodzace od pséw wykazywaly opornos¢
najczesciej na tetracykliny, aminoglikozydy, rifampicyne i sulfonamidy potencjonowane,
natomiast te od kotéw na sulfonamidy potencjonowane, ciprofloksacyne, erytromycyne,
klindamycyne, amikacyne, enrofloksacyne i tetracykliny. Podobne rezultaty uzyskali Liang
i wsp. (2023) i Monecke i wsp. (2023). Wydaje sie zatem, Ze niezaleznie od regionu, szczepy
najczesciej izolowanych gronkowcéw charakteryzuje rosngca oporno$¢ w wiekszosci na te
same grupy chemioterapeutykéw przeciwdrobnoustrojowych, réznigca sie jedynie
wysokoscig odsetka izolowanych bakterii. Oczywiscie, w niektérych badaniach obserwuje sie
czestsze wystepowanie szczepdw niewrazliwych na wybrane klasy substancji czynnych, ale
widoczna jest jednak spéjna, niepokojaca tendencja rozwoju lekoopornosci, ktéra postepuje
do tego stopnia, Ze niektorzy autorzy izolowali juz szczepy S. aureus oporne na wszystkie
weryfikowane substancje czynne (Scott i wsp., 2022). Takie przypadki uwypuklaja
konieczno$¢ monitorowania opornosci tego gatunku celem ochrony zdrowia ludzi i zwierzat.

Uzyskana czestos¢ wystepowania szczepéw MRSA i MRSP nie odbiega znaczaco od
danych z literatury, poniewaz pozostaje w zakresie 0,8-9% opisanym przez innych naukowcow
(Faires i wsp., 2009; Kottler i wsp., 2010; Scott i wsp., 2022; Gémez-Sanz i wsp., 2013 (a);
Rynhoud i wsp., 2021; Cuny i wsp., 2022; Rana i wsp., 2022). Wyzsze wyniki opisali Saud
iwsp. (2023), bo az 47% w przypadku MRSA. Ponadto, Scotti wsp. (2022) oraz Morgan (2008)
zaobserwowali czestszg izolacje MRSA od pséw niz od kotéw, czego nie wykazano w badaniu

wtasnym. Podobnie jak we wcze$niej dyskutowanych aspektach, dysproporcja pomiedzy
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liczebnoscig grup badanych kotéw i ps6w mogta mie¢ wptyw na osiggniete rezultaty i powstate
niezgodno$ci z literatura przedmiotu.

Co szczegoblnie alarmujace, czesto$¢ wystepowania szczepow posiadajacych
przynajmniej jeden z genéw determinujacych oporno$¢ na wankomycyne (vand, vanB)
w analizach wtasnych wynosita dla obu badanych gatunkéw CoPS prawie 16%. To do$¢ wysoki
wynik, zwazywszy na fakt, Ze wankomycyna nalezy do lekéw ostatniej szansy stosowanych
w leczeniu cztowieka (Adiguzel i wsp., 2022). Tak wysoka prewalencja charakteryzowata
dotychczas gtéwnie bakterie z rodzaju Enterococcus - VRE (ang. vancomycin-resistant
enterococci) (Tros$cianczyk i wsp., 2021; Afshari i wsp., 2022; Sacramento i wsp., 2022).
ZnaleZ¢ mozna jednak doniesienia o potwierdzeniu obecnosci tych genéw u gronkowcow, lecz
byty to jak dotad przypadki incydentalne (Leuthner i wsp. 2006; Al-Amery i wsp., 2019;
Adiguzel i wsp., 2022; Afshari i wsp., 2022). Niemniej jednak, wynik ten jest wyjatkowo
niepokojacy i wskazuje, Ze nalezy kontrolowaé poziom opornosci Staphylococcus spp. oraz
kazdorazowo, rozwaznie decydowac¢ o stosowaniu Srodkéw przeciwdrobnoustrojowych

w praktyce klinicznej, aby ogranicza¢ rozwoj lekoopornosci.

Wielolekoopornosé¢ szczepow Staphylococcus aureus i Staphylococcus

pseudintermedius

Wyniki wskazuja, ze szczepy MDRSP na poziomie fenotypowym izolowane byty
od badanych ludzi i zwierzat ze zblizong czestoscia (41-47%) bez istotnych roéznic
statystycznych, jesli rozpatrywany jest gatunek gospodarza. Jednak na poziomie
genotypowym, wielolekooporne szczepy S. pseudintermedius bylty istotnie statystycznie
czeSciej stwierdzane u kotéw niz pséw. Zaréwno na poziomie fenotypowym, jak
i genotypowym, szczepy MDRSA wystepowaly u badanych ludzi i zwierzat z podobng
czestoscig — rzedu odpowiednio 4-10% oraz 32-45%. Zblizong czestos¢ izolacji MDRSA oraz
MDRSP opisali Thomson i wsp. (2022), Cocca i wsp. (2021) oraz Abdullahi i wsp. (2022)
w przypadku S. aureus u psow (41%). Natomiast w badaniach Ferradas i wsp. (2022)
stwierdzono warto$ci wyzsze dla S. aureus (50%) oraz znacznie nizsze u S. pseudintermedius
(3,3%), z kolei u Saud i wsp. (2023) az 74% izolatéw gronkowcow sklasyfikowano jako MDR.
Burke i Santoro (2023) podkreS$laja, ze zakres dystrybucji bakterii MDR u pséw i kotow siega
od 2,5% w Wielkiej Brytanii, przez ok. 14% w Finlandii do nawet 66,5% w Japonii.
Prawdopodobnie rozbieznos$ci miedzy otrzymanymi rezultatami wigza sie z liczebnoscig

badanych grup ludzi i zwierzat oraz tym samym pul testowanych izolatéw bakteryjnych.
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Metycylinoopornos¢ gatunkéw CoNS izolowanych od zwierzat

Czestos¢ izolacji CoNS od zwierzat i ludzi jest szczegdlnie istotna biorac pod uwage
uzyskane rezultaty badania opornosci nie tylko w niniejszej pracy, lecz takze na catym swiecie
(Ruzauskas i wsp., 2015 (b); Sukur i Esendal, 2020; Elnageh i wsp., 2021). Wielu badaczy
poréwnywato czynniki wirulencji CoPS i CoNS (Franca i wsp., 2021); obecnie obie grupy
postrzegane s3 jako istotne patogeny z powodu lekoopornosci, mozliwego horyzontalnego
transferu gendw i potencjatu zoonotycznego (Becker i wsp., 2014; Sukur i Esendal, 2020;
Elnageh i wsp., 2021; Franga i wsp., 2021). W badaniu wlasnym wyzsza opornos¢
na metycyline odnotowano w przypadku szczepow CoNS (prawie 18%) niz CoPS (jedynie 2%).
Wynik ten sugeruje, Ze zjadliwo$¢ CoNS moze by¢ niedoceniana w praktyce klinicznej. Inni
autorzy okreslaja CoNS jako rezerwuar mobilnych elementéw genetycznych kodujacych
oporno$¢ na B-laktamy oraz wielolekoopornos¢, genéw, ktére moga by¢ transmitowane do
S. aureus, a takze zwigzanych ze zdolnos$ciami adhezji, tworzenia biofilmu, produkcji enzymoéow
i superantygenéw (Becker i wsp., 2014; Argemi i wsp., 2019; Abdel-Moein i Zaher, 2020). Dane
te sa niepokojace zwlaszcza w kontekscie zakazen pochodzenia szpitalnego (Becker
i wsp.,, 2014; Argemi i wsp. 2019; Abdel-Moein i Zaher, 2020; Elnageh i wsp., 2021).
Przeprowadzone badanie wykazato, ze zawdd o charakterze medycznym (zaréwno ludzkim,
jak i weterynaryjnym) wtasciciela zwierzecia, jego hospitalizacja w ciggu ostatnich
12 miesiecy, a takze leczenie badanego zwierzecia w tym czasie miaty istotny statystycznie
zwigzek z izolacja CoNS (S. cohnii, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, S. simulans,
S. warneri) w poréwnaniu do CoPS. Znaczenie CoNS jako istotnego zagrozenia dla zdrowia
ludzi i zwierzat podkres$laja takze niektérzy badacze (Gomez-Beltran i wsp., 2020). Wskazuje
to, ze ekspozycja na Srodowisko medyczne, niezaleznie czy wynikajaca z wykonywanego
zawodu, czy tez przebywania w tych pomieszczeniach jako pacjent, zwieksza ryzyko
kolonizacji badanych zwierzat przez CoNS. Dotychczas jako gtéwne zagrozenie zwigzane ze
Srodowiskiem szpitalnym wskazywano S. aureus, tymczasem powinno by¢ ono postrzegane
réwniez jako rezerwuar gronkowcow koagulazo-ujemnych. Sposréd gronkowcoéw
produkujacych koagulaze, Staphylococcus pseudintermedius izolowany byt czesciej od kotéw,
ktore byty leczone w ostatnim roku. Nie wykazano natomiast zwigzku miedzy izolacja S. aureus
od badanych zwierzat a sprawdzanymi czynnikami ryzyka. Pozostaje to w kontrascie
z doniesieniami o tym, Ze gronkowiec zlocisty jest najgrozniejszym zwigzanym z zakazeniami
szpitalnymi gatunkiem z rodzaju Staphylococcus (Weese i wsp., 2006; Kisani i wsp., 2016;
Churak i wsp. 2021). Rosnie takze liczba dowodoéw, ze Zrodtem wysoce patogennych
drobnoustrojéw sg zaktady lecznicze dla zwierzat (w tym te z oddziatami szpitalnymi) (Paul
i wsp., 2011; van Duijkeren i wsp., 2011 (b); Espadale i wsp., 2018; Fefdler i wsp., 2018;
Worthing i wsp., 2018 (b); Tabatabaei i wsp., 2019). Rezultaty tego badania dowodza, Ze nie
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tylko CoPS, lecz takze CoNS moga by¢ przenoszone z placéwek weterynaryjnych do
gospodarstw domowych oraz pomiedzy ludZzmi i zwierzetami. Szczeg6towa analiza genetyczna
szczepow gronkowcoéw pochodzacych od ludzi oraz towarzyszacych im zwierzat domowych
moze by¢ implikacja do dalszych badan. Nie ulega watpliwosci, Ze wiedza na temat szczepow
wielolekoopornych i kierunku ich ewoluowania, dystrybucji na danym obszarze
geograficznym i zakresu substancji, na ktére pozostaja niewrazliwe jest niezbedna dla
zapewnienia prawidlowych decyzji terapeutycznych, zaréwno z perspektywy lekarzy
medycyny, jak i weterynarii. Jest to réwniez konieczne z punktu widzenia ochrony zdrowia
publicznego, tworzenia biezacych strategii profilaktyki, monitorowania i kontroli

rozprzestrzeniania sie groZznych patogenow.

Czynniki ryzyka zwiazane z kolonizacja zwierzat przez gronkowce

Rezultaty badania wtasnego wskazuja, ze bliski kontakt pomiedzy zwierzetami i ich
opiekunami jest istotnym czynnikiem ryzyka kolonizacji przez gronkowce, zaré6wno ludzi od
zwierzat jak i odwrotnie. Jest to powszechnie znana z literatury zalezno$¢ (Soares Magalhaes
i wsp., 2010; Elmoslemany i wsp., 2021; Li i wsp., 2021; Moon i wsp., 2022 (a); Moon i wsp.,
2022 (b); Rana i wsp., 2022; Rgken i wsp.,, 2022). Wyniki analiz wtasnych wskazuja,
ze obecnos¢ w domu dzieci ponizej 12 roku zycia zwigzana jest z czestsza izolacja S. aureus od
psow. Przyczyna takiego stanu moze by¢ utrzymywanie przez dzieci bliskiego, fizycznego
kontaktu z psami (gtaskanie, podawanie pokarmu, spanie w jednym t6zku, zabawa) przy
jednoczesnym zachowaniu niewystarczajacych standarddw higienicznych. Mate dzieci dopiero
uczg sie jak prawidtowo i jak czesto my¢ rece oraz, Ze catlowanie psa w pysk i jedzenie z jego
miski moze mie¢ swoje konsekwencje zdrowotne. Prawdopodobnie, S. aureus bytujacy na
btonach $luzowych i skérze dzieci podczas takiego kontaktu jest przenoszony na zwierze.
Whiosek ten koresponduje ze znang literaturg przedmiotu (van Duijkeren i wsp., 2011 (b);
Kwaszewska i wsp., 2015; Bierowiec i wsp., 2016 (a); Lozano i wsp., 2017; Ference i wsp.,
2019). Staphylococcus pseudintermedius to gatunek powszechnie kolonizujacy psy na catym
Swiecie (Kuan i wsp., 2017; Corro i wsp. 2018; Ference i wsp., 2019), co znajduje
odzwierciedlenie w efektach tego badania. Wykazano dodatkowo, Ze gatunek ten byt czesciej
izolowany od psow, ktore miaty kontakt z innymi zwierzetami, co sugeruje, Ze spotkania
np. na spacerach czy w psich parkach zabaw, sprzyjaja szerzeniu tych gronkowcéw miedzy
psami. Co zaskakujace, koty, ktére miaty mozliwos$¢ swobodnego wychodzenia z domu, cze$ciej
byty nosicielami S. xylosus niz koty niewychodzace (przebywajace wytacznie w domu).
Sugeruje to, ze mikrobiota tych dwoch grup kotéw moze sie rézni¢, jak zostato wczesniej
opisane przez Older i wsp. (2019). Wyjasnieniem moze byc¢ fakt, ze koty swobodnie

wychodzace do srodowiska zewnetrznego maja wiekszg mozliwos$¢ zetkniecia sie tam z innymi
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zwierzetami, ludZmi oraz sama okoliczng przyroda i zabudowaniami. Ponadto, analiza
czynnikéw ryzyka wykazata, ze koty i psy utrzymywane w gospodarstwie domowym jako
jedyne czesSciej byly nosicielami odpowiednio S. warneri i S. felis. Jest to szczeg6lnie
interesujace, poniewaz S. felis to gatunek charakterystyczny dla kotéw, a nie psow (Becker
i wsp., 2014; Elnageh i wsp., 2021). By¢ moze S. warneri i S. felis gorzej toleruja konkurencje
z innymi, licznie wystepujacymi u zwierzat zyjacych w grupach gatunkami Staphylococcus spp.
i z tego powodu obserwowane s3 czesciej u osobnikéw mieszkajacych indywidualnie. Jest to
jednak kwestia warta rozszerzenia w dalszych badaniach, poniewaz dysproporcja badanych
grup moglta mie¢ wpltyw na uzyskane rezultaty. Natomiast kolonizacja zwierzat
zamieszkujacych w grupach przez wieksza liczbe gatunkéw gronkowcoéw sugeruje

zachodzenie transmisji bakterii miedzy Zyjacymi wspdlnie zwierzetami.

Czynniki ryzyka zwiagzane z kolonizacja ludzi i zwierzat przez Staphylococcus aureus

i Staphylococcus pseudintermedius

Jak wskazuje literatura, niektére grupy ludzi i zwierzat s3 bardziej narazone na
kolonizacje i wystapienie zakazen wywotanych przez gronkowce. Wysokie ryzyko opisuje sie
u noworodkow i dzieci do 6 miesigca zycia oraz tych, ktoére byty hospitalizowane lub miaty
wykonywane inwazyjne procedury medyczne (Ilczyszyn i wsp., 2016). Rowniez bliskos$¢
i czesto$¢ kontaktu ze zwierzetami domowymi, wyksztatcane dopiero nawyki higieniczne,
bezposredni kontakt z wyposazeniem placowek opiekunczych lub placéw zabaw
(eksplorowanie organoleptyczne) przemawiaja za tym, Ze dzieci sa grupa szczeg6lnego ryzyka,
majac dodatkowo na uwadze ich rozwijajacy sie uktad odpornosciowy. W przypadku oséb
dorostych jako czynniki ryzyka wymienia sie stany immunosupresji, wystepowanie atopii,
wykonywanie zawodu zwigzanego z przebywaniem w Srodowisku szpitalnym lub wiasna
hospitalizacje i przyjmowanie antybiotykéw (Faires i wsp., 2009; Kottler i wsp., 2010; Soares
Magalhdes i wsp., 2010; Cuny i wsp., 2022; Ferradas i wsp., 2022; Lai i wsp., 2022; Souza-Silva
i wsp., 2022). W badaniu wiasnym niektére z wymienionych czynnikéw - leczenie badanych
w ostatnim roku czy przyjmowanie w tym czasie antybiotyk6w - zwigzane byly
z szeSciokrotnie czestsza izolacja MRSP. Na poziomie tendencji statystycznej, wystepowanie
MRSP u zwierzat miato zwiazek z przyjmowaniem przez zwierze antybiotykéw w ciggu
ostatniego roku oraz wczes$niejszym stwierdzeniem u domownika zakazenia gronkowcem
(potwierdzonym wynikiem laboratoryjnym). W odniesieniu do S. aureus, czynniki ryzyka, takie
jak leczenie zwierzecia w ciggu ostatniego roku oraz przyjmowanie przez nie w tym czasie
antybiotykéw zwigzane byty z czestsza izolacja MRSA. Na poziomie tendencji statystyczne;j,

obecno$¢ wyplywu z nosa zwiekszata szanse izolacji MRSA 19-krotnie.
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Wielu autoréw podkresla, Ze istotnie cze$ciej zakazane s3 osoby majgce kontakt
ze zwierzetami, zwlaszcza z psami, a niekiedy réwniez osoby majace koty (Somayaji i wsp.,
2016 (a); Robbiwsp., 2017; Diaz i wsp., 2019; Ference i wsp., 2019; Krapfi wsp., 2019). U 0s6b
majacych bliski kontakt z psami jako naturalnymi nosicielami S. pseudintermedius, coraz
czesciej odnotowywane s3 przypadki kolonizacji oraz zakazen powodowanych przez ten
gatunek (van Duijkeren i wsp., 2011 (b); Chrobak i wsp., 2013; Kuan i wsp., 2016; Somayaji
i wsp., 2016 (a); Robb i wsp., 2017; Kmieciak i Szewczyk, 2018). Zaobserwowano réwniez
zwigzek pomiedzy bliskim kontaktem z ludZmi a wyZszym ryzykiem kolonizacji kotéw przez
S. aureus (Bierowiec i wsp., 2016 (a)). W zwigzku z powyzszym, wspétdzielenie miejsca
zamieszkania przez ludzi i zwierzeta domowe, takie jak psy i koty, oraz utrzymywanie
bliskiego kontaktu fizycznego (np. gtaskanie, przytulanie, calowanie, spanie w jednym tézku)
stwarzajg mozliwo$¢ przenoszenia patogendéw pomiedzy organizmami (Bierowieciwsp., 2016
(a); Quekwana i wsp., 2017; Elmoslemany i wsp., 2021; Fefdler i wsp., 2022; Rana i wsp., 2022;
Burke i Santoro, 2023). Obecnie zwraca sie szczeg6lng uwage na aspekt potencjalnej transmisji
zjadliwych patogenéw miedzy ludZmi i zwierzetami, ktore postrzegane s3 jako ich rezerwuar
(Quekwana i wsp., 2017; Jung i wsp., 2020; Elmoslemany i wsp., 2021; Li i wsp., 2021; Fefdler
i wsp., 2022; Haulisah i wsp., 2022; Moon i wsp., 2022 (a); Moon i wsp., 2022 (b); Yaovi i wsp.,
2022). Podejrzewa sie takze, ze to ludzie moga by¢ pierwotnym Zrédtem MRSA izolowanych
od zwierzat domowych, a one moga pethic role kolejnego rezerwuaru tych klonéw (Haenni
i wsp., 2017). Wykazano bowiem, Ze typy klonalne gronkowcoéw zlocistych (CC - clonal
complex) obserwowane dotychczas z przypadkéw HA-MRSA u ludzi kraza w populacji pséw
i kotéw (Soares Magalhaes i wsp., 2010; Haeni i wsp., 2017). Osoby bedace nosicielami
S. aureus stanowia takze Zrédio zakazenia dla innych ludzi poprzez kontakt bezposredni,
wspotdzielenie przedmiotéw osobistych, zanieczyszczenie ZywnoSci oraz czesto uzywane
przedmioty takie jak klamki (Rasheed i Hussein, 2021). Stanowia réwniez zagrozenie dla
samych siebie - nawet bezobjawowa kolonizacja S. aureus zwieksza ryzyko zakazenia danej
okolicy, jesli bedzie ona w przysztoSci ostabiona (na przyktad poprzez zabieg operacyjny), ale
takze zwieksza ryzyko wystapienia zakazen dolnych drég oddechowych czy bakteriemii
(Szymanek-Majchrzak i wsp., 2019; Rasheed i Hussein, 2021).

Z przeprowadzonych analiz wynika, Ze im wieksza byta liczba kotow w domu, tym
szanse na wystapienie MRSP byly wieksze. Moze to by¢ efektem zachodzacego pomiedzy
szczepami horyzontalnego transferu genéw, co w licznych populacjach zwierzat moze
zachodzi¢ czeSciej niz w niewielkich. Ponadto, stanowi to ryzyko szerzenia czynnikéw
zjadliwos$ci dwukierunkowo réwniez miedzy ludZmi i zwierzetami. Dodatkowo, gdy zwierzeta
pochodzity z hodowli szanse na wystapienie MRSP malaty o 91%, natomiast gdy pochodzity
z innego Zrodta (przez co rozumiano m.in. adopcje od znajomych, podarowanie przez kogos,

ale nie pochodzenie ze schroniska ani fundacji) szanse na wystapienie opornosci na metycyline
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wzrastaty ponad 11-krotnie. Prawdopodobnie jest to efektem tego, Ze przestrzenie hodowli,
w ktorych bytuja zwierzeta rasowe z zaloZzenia powinny spetnia¢ pewne standardy higieny,
dezynfekcji i dbatosci o czystos$¢, o czym nie moze by¢ mowy w przypadku, gdy zwierze jest
bezdomne i ma nieograniczony kontakt z wszelkimi patogenami, ktére znajduja sie
w $rodowisku zewnetrznym.

Problematyka przenoszenia gronkowcdw z zoonotycznego rezerwuaru, jaki stanowig
zwierzeta domowe na ich opiekunéw (Wtadyka i wsp., 2015), jest szczeg6lnie istotna, biorac
pod uwage wyrazng zmiane zachodzaca w ostatnich latach w podejsciu ludzi do zwierzat
towarzyszacych. Liczbe zwierzat wspélzamieszkujacych z ludZmi szacowano w ostatnich
latach w zalezno$ci od kraju nawet na 124 miliony, przy czym w Polsce w 2021 roku wartos$¢
ta wyniosta ponad 20 mln (Haenni i wsp., 2017; Jung i wsp., 2020; Euromonitor International,
2021; Cuny i wsp., 2022). Opiekunowie coraz czesciej deklarujg nie tylko utrzymywanie
w domu psa lub kota, lecz przejawiaja emocjonalne przywigzanie do zwierzecia i traktuja je jak
réwnoprawnego cztonka rodziny (Faires i wsp., 2009; Cognosco Sp. z 0.0., 2017). W zwigzku
z tym, wielu z nich (nawet 82%) utrzymuje codzienny, bliski fizyczny kontakt ze zwierzeciem
(Bierowiec i wsp., 2016 (b); Daodu i wsp., 2016; Yaovi i wsp., 2022). W badaniu wtasnym,
wszystkie zwierzeta miaty bezposredni kontakt z domownikami - albo czesty i bliski
(codzienne, regularne podawanie pokarmu, przytulanie, gtaskanie, spanie w jednym t6zku) lub
sporadyczny i bliski (czynno$ci wymienione wczes$niej, ale majace miejsce rzadziej — na
przyktad raz na kilka dni lub tygodni). Wspétdzielenie przez ludzi gospodarstwa domowego,
a czasami nawet jednego 16zka ze zwierzetami moze by¢ czynnikiem sprzyjajacym
miedzygatunkowej transmisji gronkowcow (Faires i wsp., 2009; Soares Magalhdes i wsp.,
2010; Elmoslemany i wsp., 2021; Lii wsp., 2021; Fefiler i wsp., 2022; Rana i wsp., 2022; Rgken
i wsp., 2022).

Réwniez osoby, ktore z powodu wykonywanego zawodu utrzymujg bliski kontakt ze
zwierzetami - lekarze i studenci weterynarii, weterynaryjny personel pomocniczy,
zootechnicy, groomerzy czy behawiory$ci maja czesta stycznos$¢ z patogenami pochodzacymi
od zwierzat (Kottler i wsp., 2010; Jung i wsp., 2020; Elmoslemany i wsp., 2021; Abusleme
i wsp., 2022; Thomson i wsp., 2022; Sebola i wsp., 2023). Praca zwigzana z kontaktem ze
zwierzetami raportowana jest w ostatnich latach jako istotny czynnik ryzyka kolonizacji przez
S. aureus. Badacze podkres$laja, Zze lekarze weterynarii i pozostaly personel lecznic
weterynaryjnych sa zatem bardziej narazeni na zakazenie niz wilasciciele zwierzat
(Elmoslemany i wsp., 2021; Moon i wsp., 2022 (a); Moon i wsp., 2022 (b); Sebola i wsp., 2023).
Co ciekawe, rezultaty tego badania wykazaly, Ze studiowanie przez osoby badane kierunku
medycznego wigzato sie z mniejszg o 84% szansg izolacji MRSP, natomiast w przypadku
kierunku zwigzanego z kontaktem ze zwierzetami (np. medycyna weterynaryjna, zootechnika

i inne) szanse rosty szesciokrotnie. Sugeruje to, Ze szczepy MRSP bytujace u tych ludzi biora
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swoje Zrédto u zwierzat, z ktérymi maja oni kontakt podczas studiéw. W odniesieniu do
szczepow MRSA nie potwierdzono, aby osoby wykonujace zawdéd zwigzany z kontaktem ze
zwierzetami byty kolonizowane czeSciej niz inne. Jednak w przypadku wielolekoopornych
izolatow S. aureus, szanse ich wystapienia rosty, jesli ktéry$ z domownikéw wykonywat prace
w bezposrednim kontakcie ze zwierzetami. Przedstawione dane sugeruja, Ze obecnos¢
zwierzat w zyciu ludzi, wspotdzielenie gospodarstwa domowego, a takze utrzymywanie ze
zwierzetami bliskiego i czestego kontaktu fizycznego moga stanowic istotny czynnik ryzyka
kolonizacji ludzi przez patogeny odzwierzece, w tym S. aureus i S. pseudintermedius.
Ekspozycja na bakterie oportunistyczne jest tez zwiekszona u os6b wykonujacych prace
w sektorze ochrony zdrowia m.in. lekarzy, pielegniarek czy salowych (Kottler i wsp., 2010;
Szymanek-Majchrzak i wsp., 2019; Saud i wsp., 2023; Sebola i wsp., 2023). Ta opisywana
w literaturze tendencja nie znalazta jednak odzwierciedlenia w wynikach badan wtasnych.

Whioski ptynace z przegladu literatury wskazuja, Ze zakazenia gronkowcowe stanowig
powazny problem na catym $wiecie, w zwigzku z czym podlegaja obserwacjom i kontroli WHO
czy CDC, a takze odpowiednich instytucji na poziomie krajowym (Rozporzadzenie Ministra
Zdrowia z dnia 23 grudnia 2011 r. w sprawie listy czynnik6w alarmowych, rejestrow zakazen
szpitalnych i czynnikéw alarmowych oraz raportéw o biezacej sytuacji epidemiologicznej
szpitala (Dz. U. 2011 nr 294 poz. 1741; CDC, 2019). W statystykach miedzynarodowych,
zakazeniom szpitalnym ulega 5-10% hospitalizowanych pacjentéw, co w odniesieniu do
polskich warunkéw moze stanowi¢ kilkaset tysiecy os6b rocznie (Szewczyk, 2019).
W Ameryce na 94 tysiace przypadkéw zakazen MRSA, Smier¢ z nimi zwigzang poniosto az
18 650 os6b, a najwyzsza czesto$¢ zakazen szpitalnych MRSA odnotowuje sie w Azji, siega
bowiem az 70% (Fitranda i wsp., 2023). Na podstawie danych dotyczacych obszaru Unii
Europejskiej, autorzy szacujg, ze MRSA powoduje 150 tysiecy zakazen rocznie oraz zwigzanych
z nimi 7 tysiecy zgonow (Rgken i wsp., 2022). Regularny, bliski kontakt ludzi i zwierzat na
gruncie zawodowym i prywatnym sprzyja transmisji drobnoustrojéw, a wraz z nimi
determinant zjadliwosci. Monitorowanie epidemiologii szczepéw, znajomo$¢ prewalencji
izolatow AMR jest konieczna w perspektywie medycyny cztowieka i medycyny weterynaryjnej
dla zapewnienia mozliwosci ksztaltowania programéw profilaktycznych, podejmowania
wilasciwych decyzji terapeutycznych i tworzenia strategii zwalczania tego zjawiska (Faires
i wsp., 2009; Soares Magalhdes i wsp., 2010; Gomez-Beltran i wsp., 2020; Li i wsp., 2021;
Abusleme i wsp., 2022; Adiguzel i wsp., 2022).

Autorka rozprawy ma $wiadomos¢, ze przedstawiona dyskusja wynikéw nie wyczerpuje
podejmowanego tematu. Wiele interesujacych watkéw, majacych Zrédto w wynikach badan
wtlasnych, mogloby zosta¢ rozwinietych i pogtebionych, a te, ktére zostaty podjete moga miec
takze inne oblicza interpretacyjne, niz wskazane przez autorke. Refleksje na ten temat moga

w przysztosci postuzy¢ jako inspiracja i wstep do dalszej eksploracji tematu.
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Ograniczenia badania

Przeprowadzone badanie nie bylo pozbawione mankamentéw, zatem zasadne jest
przedstawienie autorefleksji nad uchwyconymi niedoskonatos$ciami. W dalszej cze$ci zostang
wymienione i scharakteryzowane ograniczenia badania.

Po pierwsze, z powodu nieproporcjonalnie duzej liczby préb pochodzacych od kotéw
zdrowych, utrudnione jest poréwnywanie prewalencji gronkowcéw u nich oraz pozostatych
grup badanych zwierzat. Niskie warto$ci moga by¢ spowodowane niewielka liczba osobnikow
badanych w pozostatych grupach. Nieréwnoliczno$¢ badanych grup ludzi réwniez stanowi
pewne ograniczenie badania - wiekszo$¢ uczestnikéw posiadata w domu zwierze, a w badaniu
wzieto udziat relatywnie mato dzieci. Wskazane bytoby uzupeinienie grup i rozszerzenie
projektu celem pozyskania peinych danych na temat kolonizacji ludzi przez gronkowce.
Wptynetoby to réwniez pozytywnie na wyniki analiz czynnikéw ryzyka w odniesieniu do
badanych os6b. Charakter badania i jednorazowe pobieranie materiatu mikrobiologicznego
nie pozwolily takze na okres$lenie, czy badani byli nosicielami tymczasowymi czy statymi tych
bakterii. Jest to aspekt wart pogtebienia.

Z powodu znacznej liczby uzyskanych szczepéw, dla gronkowcéw koagulazo-ujemnych nie
wykonano dodatkowych oznaczen lekoopornosci na poziomie fenotypowym oraz
genetycznym. W zwigzku z tym niewiadoma pozostaje to, jaka oporno$¢ na pozostate
chemioterapeutyki przeciwdrobnoustrojowe te gronkowce prezentujg, a jest to bardzo
interesujace zagadnienie ze wzgledu na powszechne wystepowanie tych bakterii u ludzi
i zwierzat.

Kolejnym aspektem jest testowanie opornosci na metycyline metoda MIC dla szczepow
CoNS, ktére przeprowadzono w oparciu o wytyczne CLSI (CLSI document M100:ED31:2021;
CLSI supplement VET01S ED6:2023). Zgodnie z nimi, niektére gatunki Staphylococcus spp.
(z wytaczeniem S. aureus, S. lugdunensis, S. epidermidis, S. pseudintermedius i S. schleiferi), ktore
osiagnety wartosci graniczne opornosci w metodzie MIC (0,5-2 pg/mL) moga nie posiadac
genu mecA, w zwigzku z czym powinny by¢ weryfikowane réwniez pod tym wzgledem. Jesli
nie wykaze sie obecnos$ci genu mecA lub PBP2a, powinny by¢ one raportowane jako wrazliwe
na oksacyline (metycyline). W tym badaniu wymienione wyZej dodatkowe metody nie byty dla
tych izolatéw wykonywane. Biorgc pod uwage powyzsze, wskazane bytoby dodatkowe
wykonanie wspomnianych analiz i uzyskanie kompletnych wynikéw badania opornosci.
Ponadto, nie testowano lekoopornosci szczepéw CoNS pochodzacych od ludzi. Zdaniem
autorki jest to jeden z ciekawszych poznawczo watkéw, ktére zastluguja na dalsze
eksplorowanie w =zaleznosci od dostepnych Zrddel finansowania. Perspektywicznie,

poréwnanie rezultatéw opisanych dla zwierzat, z wykonanymi w przysztosci dla szczepéw
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pochodzacych od cztowieka stanowitoby cenny wkiad w wiedze na temat zjadliwosci tych
powszechnie wystepujacych u ludzi i zwierzat bakterii.

Czynnikiem ograniczajacym interpretacje wynikdw badania jest rowniez fakt, ze dla
szczepOw S. aureus wykonano typowanie tylko metoda spa. Zdaniem autorki, zastosowanie
dodatkowych metod, np. MLST (ang. Multi-Locus Sequence Typing) umozliwiloby stworzenie
pemiejszej charakterystyki badanych izolatéw. Jest to zatem wskazdéwka, ktéra warto
wykorzysta¢ na potrzeby badan prowadzonych w przyszto$ci. Obecnos¢ u ludzi oraz psow
i kotow typow spa gronkowcéw zlocistych izolowanych wczesniej gtéwnie od zwierzat-
producentéw zywnosci, z produktéw spozywczych oraz od dzikich zwierzat wskazuje na
transmisje miedzygatunkowa w szerokim zakresie. To bardzo interesujacy aspekt, wart dalszej
eksploracji w przysztosci.

Podczas interpretacji i dyskusji wynikow badania zauwazono, Ze uzupeinienie
kwestionariuszy wypelianych przez wlascicieli zwierzat o pewne kwestie bytoby
warto$ciowym dopetnieniem pozyskanych dotychczas informacji. Jak wspomniano wcze$niej,
bez wiedzy na temat wcze$niejszej stycznosci badanych pséw (lub ich wiascicieli) z kotami
(bezposrednio lub poprzez kontakty wiasciciela), nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢, czy
byty one nosicielami S. felis pierwotnie, czy nosicielstwo to powstato wskutek transmisji
od kota. Oczywiscie nie w kazdym przypadku pytanie o mozliwos¢ kontaktu z kotem
kiedykolwiek przed udziatem w badaniu pozwoli na wyciagniecie klarownych wnioskéw.
Przeszto$¢ zwierzecia moze by¢ bowiem nieznana w przypadku osobnikéw adoptowanych czy
znalezionych. Aczkolwiek, weryfikacja tego pomystu w odniesieniu do zwierzat, ktérych
przeszto$¢ jest witascicielom w petni znana bytaby interesujaca i by¢é moze pozwolitaby
odpowiedzie¢ na nurtujace pytania o prawdopodobne pochodzenie niektérych gatunkéw

gronkowcow u badanych zwierzat.

Implikacje praktyczne

Monitorowanie epidemiologii bakterii z rodzaju Staphylococcus i biezace
formutowanie wytycznych postepowania profilaktycznego, diagnostycznego
i terapeutycznego nadal pozostaja wyzwaniem dla badaczy. Rezultaty badan realizowanych
w ramach projektu doktorskiego pozostawiaja wiecej pytan niz odpowiedzi i mozna przyja¢
krytyczng postawe wobec pozyskanych wynikéw. Jednak uwzgledniajac z pokora wyzej
wymienione ograniczenia, mozna przyjac, ze efekty tej pracy pozwalaja na lepsze poznanie
samych gronkowcow oraz na sformutowanie kilku wnioskéw praktycznych.

W pierwszej kolejnosci - uzyskana z badan wiedza to skromny, ale jednak - wktad do
wiedzy o epidemiologii bakterii z rodzaju Staphylococcus u ludzi i zwierzat, ktére najczesciej

towarzysza im w codziennym Zzyciu. Wykorzystanie tej wiedzy moze mie¢ kluczowe znaczenie
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podczas formulowania wytycznych postepowania diagnostycznego w laboratoriach
mikrobiologicznych. Na szczeg6lng uwage w tym aspekcie zastuguje wysoki stopien opornosci
na metycyline szczepoéw CoNS. W konteksScie przypadkéw bagatelizowania obecnosci tych
bakterii przez laboratoria komercyjne podczas hodowli, sktania to do refleksji nad
wykorzystywanymi algorytmami diagnostycznymi. Jak wspomniano w czeSci teoretycznej
rozprawy, w przypadkach izolacji z materiatu klinicznego jedynie gronkowcédw koagulazo-
ujemnych, czesto nie sg one uwzgledniane ani w sprawozdaniu z badania, ktére otrzymuje
pacjent, ani tym bardziej nie jest dla nich wykonywany antybiogram. Czy mozemy by¢ pewni,
ze widoczne na szalce Petriego gronkowce koagulazo-ujemne pozostaja bez wptywu na stan
kliniczny pacjenta i moga by¢ zignorowane? Pytanie to pozostaje otwarte. Zwazywszy na
poziom ich metycylinoopornosci nie wydaje sie by¢ to wiasciwym rozwiazaniem. Zdaniem
autorki, w przypadkach, gdy materiat pochodzi od pacjenta z objawami zakaZenia (a wiec
lekarz i pacjent oczekujg na wynik celem zastosowania wtasciwego leczenia), wskazane bytoby
przynajmniej rutynowe weryfikowanie opornosci wyizolowanych szczepé6w CoNS. Wéwczas,
taka informacja bytaby podstawa do podjecia decyzji o wprowadzeniu leczenia
chemioterapeutykami przeciwdrobnoustrojowymi. Jednocze$nie, pomogloby to ograniczy¢
niecelowe stosowanie tych substancji tzw. metoda ,w ciemno” (bez antybiogramu), a tym
samym przyczynitoby sie, nawet jesli tylko w niewielkim stopniu, do zahamowania rozwoju
opornosci drobnoustrojow. Ostatecznie, wtasciwie dobrane leczenie skréci czas zdrowienia
pacjenta, poprawiajac nie tylko jego samopoczucie, lecz takze satysfakcje lekarza
ze skutecznego postepowania.

Aktualna wiedza na temat opornosci gronkowcow koagulazo-dodatnich moze stanowi¢
przydatng wskazowke dla klinicystéw w przypadkach, gdy nie ma mozliwosci wykonania
antybiogramu lub oczekiwania na jego wynik przed podaniem chemioterapeutyku
przeciwdrobnoustrojowego. Taka sytuacja moze mie¢ miejsce m.in., gdy konieczne jest
natychmiastowe wdrozenie leczenia lub gdy wtasciciel zwierzecia znajduje sie w trudnej
sytuacji finansowej i w danym momencie nie moze pozwoli¢ sobie na dodatkowy wydatek
rzedu kilkudziesieciu ztotych. Z takimi przypadkami mierza sie niestety na co dzien lekarze
weterynarii. Wéwczas wiedza na temat skali opornosci tych bakterii na powszechnie
stosowane leki tzw. pierwszego wyboru pozwoli na oceng, ktéry lek bedzie wtasciwy w danej
sytuacji.

Rezultaty tego badania przyniosty implikacje praktyczne takze w zakresie metodologii
badan w poruszanym obszarze. Wnioski ptynace z dyskusji wynikéw i analizy badania jako
catosci potwierdzaja, Ze m.in. MALDI-TOF MS to relatywnie szybka w wykonaniu i skuteczna
metoda identyfikacji drobnoustrojéw, co przemawia za dalszym jej stosowaniem w badaniach.
Niektore, przytoczone wyzZej ograniczenia badania réwniez stanowia wskazéwki do

planowania i organizacji projektéw badawczych w przysztosci. Celowe wydaje sie zwrdcenie
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szczegblnej uwagi na liczebnos$¢ grup badanych, dobér badanych do préby, uwzglednienie

dodatkowych metod badawczych czy okreslonych pytan w kwestionariuszach. Efekty badania

moga by¢ wéwczas bardziej satysfakcjonujace.

11. Wnioski

10.

Gronkowce wystepuja powszechnie u ludzi i zwierzat, a najczesciej izolowane w badanej
populacji ludzi sg S. epidermidis i S. aureus, u kotéw S. felis i S. epidermidis oraz
S. pseudintermedius i S. epidermidis u psow.

Wsréd badanych szczepow S. aureus i S. pseudintermedius dominuje oporno$¢ na
penicyline, ampicyline, klindamycyne, erytromycyne oraz amoksycyline z kwasem
klawulanowym, co stanowi wazng wskazéwke dla klinicystow przy podejmowaniu decyzji
terapeutycznych.

Wysoka czesto$¢ izolacji metycylinoopornych gronkowcéw koagulazo-ujemnych
od zwierzat najczesciej utrzymywanych w domach (pséw i kotéw) wskazuje na wysokie
ryzyko miedzygatunkowej transmisji tych bakterii oraz istotne zagrozenie dla zdrowia
cztowieka.

Znaczny odsetek szczepow S. aureus i S. pseudintermedius posiadajacych geny vanA i vanB
wskazuje na miedzygatunkowe rozprzestrzenianie sie gené6w opornosci i koniecznos¢
monitorowania ich obecnosci u powszechnie wystepujacych gatunkéw bakterii.

Celem prawidtowego prowadzenia terapii zakazen bakteryjnych, niezbedne jest
wykonywanie badan lekowrazliwosci szczepéw, nie tylko CoPS, lecz takze CoNS
i postepowanie kliniczne zgodnie z wynikiem badania.

Pobieranie wymazow bakteriologicznych z kilku lokalizacji anatomicznych jednoczes$nie
moze zwiekszac¢ czuto$¢ wykrywania obecnosci gronkowcow u ludzi i zwierzat.

Obecno$¢ u ludzi oraz pséw i kotéw typoéw spa gronkowcéw ztocistych izolowanych
wcze$niej gtownie od zwierzat-producentéw zywnosci, z produktéw spozywczych oraz
od dzikich zwierzat wskazuje na transmisje miedzygatunkowa w szerokim zakresie.
Zawod o charakterze medycznym (zaréwno ludzkim, jak i weterynaryjnym) wtasciciela
zwierzecia, jego hospitalizacja w ciggu ostatniego roku, a takze leczenie badanego
zwierzecia w ostatnim roku to czynniki ryzyka izolacji gatunkéw CoNS od badanych
zZwierzat.

Leczenie w ostatnim roku byto czynnikiem ryzyka kolonizacji kotéw przez Staphylococcus
pseudintermedius.

Zwierzeta zamieszkujace w grupach byty kolonizowane przez wieksza liczbe gatunkéow
gronkowcow, co sugeruje zachodzenie transmisji bakterii miedzy Zyjacymi wspoélnie

zZwierzetami.
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11. Bliski kontakt pomiedzy zwierzetami i ich opiekunami jest istotnym czynnikiem ryzyka
kolonizacji przez gronkowce, zar6wno ludzi od zwierzat jak i odwrotnie.

12. Dla zachowania stanu zdrowia niezbedna jest dbato$¢ o higiene i przestrzeganie
podstawowych zasad bezpieczenstwa w kontakcie ze zwierzetami domowymi oraz
edukacja i uwrazliwianie na nie dzieci. W procesie tym istotng role moga odgrywac lekarze

medycyny oraz lekarze weterynarii edukujac swoich pacjentéw i ich opiekunéw.
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Zalacznik 1

KOMISJA BIOETYCZNA

przy

Uniwersytecie Medycznym

we Wroctawiu

ul. Pasteura 1; 50-367 WROCLAW

OPINIA KOMISJI BIOETYCZNEJ NrKB - 814/2019

Komisja Bioetyczna przy Uniwersytecie Medycznym we Wroclawiu, powolana
zarzadzeniem Rektora Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu nr 133/XV R/2017 z dnia 21
grudnia 2017 r. oraz dzialajgca w trybie przewidzianym rozporzadzeniem Ministra Zdrowia
i Opieki Spolecznej z dnia 11 maja 1999 r. (DzU. nr 47, poz. 480) na podstawic ustawy
o zawodzie lekarza z dnia 5 grudnia 1996 r. (Dz.U. nr 28 z 1997 r. poz. 152 z pdZniejszymi
zmianami ) w skladzie:

prof. dr hab. Jacek Daroszewski (choroby wewnetrzne, endokrynologia, diabetologia)
prof. dr hab. Krzysztof Grabowski (chirurgia)

dr Henryk Kaczkowski  (chirurgia szczekowa, chirurgia stomatologiczna)

mgr Irena Knabel-Krzyszowska (farmacja)

prof. dr hab. Jerzy Licbhart (choroby wewngtrzne, alergologia)

ks. dr hab. Piotr Mrzyglod. prof. nadzw. (duchowny)

mgr Luiza Miller  (prawo)

dr hab. Slawomir Sidorowicz (psychiatria)

prof. dr hab. Leszek Szenborn, (pediatria. choroby zakaZne)

Danuta Tarkowska (pielggniarstwo)

prof. dr hab. Anna Wiela-Hojenska (farmakologia kliniczna)

dr hab. Andrzej Wojnar, prof. nadzw. (histopatologia, dermatologia) przedstawiciel
Dolnoslaskiej 1zby Lekarskiej)

dr hab. Jacek Zielinski (filozofia)

pad przewodnictwem
prof. dr hab. Jana Komafela ( ginekologia i poloznictwo, onkologia)

Przestrzegajac w dzialalnosci zasad Good Clinical Practice oraz zasad Deklaracji Helsinskiej,
po zapoznaniu si¢ z projektem badawezym pt,

~Charakterystyka epidemiologiczna gronkoweéw koagulazo ~ dodatnich izolowanych od
ludzi i zwierzat™
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zgloszonym przez lek. wet. Mart¢ Miszezak doktorantke Szkoly Doktorskiej Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroclawiu oraz zlozonymi wraz z wnioskiem dokumentami. w tajnym
glosowaniu postanowila wyrazi¢ zgod¢ na przeprowadzenie badania w Katedrze i Klinice
Pediatrii, Chordb Infekcyjnych Uniwersytetu Medycznego pod nadzorem prof. dr hab.
Leszka Szenborna pod warunkiem zachowania anonimowosci uzyskanych danych oraz
w Zakladzie Chordb Zakaznych i Administracji Weterynaryjnej Katedry Epizootiologii z
Klinika Ptakéw i Zwierzat Egzotycznych Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu pod
nadzorem dr hab. Krzysztofa Ryguly, prof. nadzw.

Pouczenie: W ciagu 14 dni od otrzymania decyzji wnioskodawcy przystuguje prawo

odwolania do Komisji Odwolawczej za posrednictwem Komisji Bioetycznej UM we
Wroclawiu

Opinia powyzsza dotyczy: projektu badawczego bedacego podstawg rozprawy doktorskiej

Wroclaw, dnia 4} grudnia 2019 .

BW
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Zalacznik 2

Loxatna Komisia ETYCZNA DO SPRAW DOSWIADCZEN NA ZWIERZETACH WE WROCLAWIU
0%

Instytut Immunologii | Terapii Doswiadczalne) im. Ludwika Hirszfelda, PAN
ul. Rudolfa Weigla 12, 53-114 Wroclaw
tel.: (071) 337-11-72 wew. 241 lub 370 99 39, fax: (071) 337-21-71

Wroctaw, 20.11.2019

dr hab. Krzysztof Ryputa

Wydziat Medycyny Weterynaryjnej
Uniwersytet Przyrodniczy

we Wroclawiu

ul. K.C. Norwida 31

50-375 Wroclaw

Odpowiedi w sprawie pisma nr 076/2019
z proébq o wyraienie opinii zwiqzanej z koniecznosciq zlozenia wniosku na przeprowadzenie
doswiadczenia ,Charokterystyka epidemiologiczna gronkowcéw koagulozo-dodatnich
izolowanych od ludzi i zwierzqt” z dnia 12.11.2019, zlozonego przez Uniwersytet Przyrodniczy
we Wroctawiu Wydzial Medycyny Weterynaryjnej, zaplanowanego przez dr hab. Krzysztofa
Rypute, prof. nadzw.

W odpowiedzi na pismo nr 076/2019 dotyczace pobierania wymazéw od pacjentow
lecznic weterynaryjnych, LKE informuje, iz
zgodnie z art.2.1. Ustawy , pkt 6) za procedure uznaje si¢ , kazdq forme¢ wykorzystania zwierzqt
do celéw okreslonych w art.3, ktéra moze spowodowac u zwierzg¢cia bol, cierpienie, dystres lub
trwafe uszkodzenie organizmu, w stopniu rownym uktuciu iglq lub intensywniejszym, a takze
czynnosci majqce na celu lub moggce spowodowac urodzenie si¢ lub wyleg zwierzecia albo
powstonie i utrzymanie genetycznie zmodyfikowanej linii zwierzqt w warunkach bdlu,
cierpienia, dystresu lub trwalego uszkodzenia organizmu, w stopniu rownym ukluciu iglq lub
intensywniejszym; nie jest procedurq usmiercenie zwierzgcia wylgcznie po to, aby wykorzystac
Jjego narzqdy lub tkanki do celow okreslonych wart.3". Ponadto, zgodnie 2 art.1.2 Ustawy nie
stosuje si¢ do:1) ustug weterynaryjnych w rozumieniu ustoawy 2 dnia 18 grudnia 2003r. o
zaktadach leczniczych dla zwierzqt (Dz.U. 22019 r. poz. 24), o takie czynnosci rolniczych,
w tym chowu lub hodowli zwierzqt prowadzonych zgodnie z przepisami o ochronie zwierzqt,
niemajqcych na celu wykonywania procedur.
oraz 5) czynnosci, ktore zgodnie ze sztukq lekarsko-weterynaryjng nie powodujq u zwierzecia
bolu, cierpienia, dystresu lub trwalego uszkodzenio orgenizmu, w stopniu réwnym ukluciu iglq
lub intensywniejszym.

LOKALNA KOMISIA ETYCLNA 7

DS. DOSWIADCZEN NA ZWIERZETACH il e

| WE WROCLAWIY

syt Inesunologe | Torspi Dobwisdc zalaei PAN
53114 Wroclaw, ul ):\.I'AA""“CI."-' 13' ~

161 (71) 33711 72 wew 181, 071) 320 60
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Zalacznik 3

INFORMACIJA O BADANIU

Tytut badania Charakterystyka epidemiologiczna  gronkowcow  koagulazo —

dodatnich izolowanych od ludzi i zwierzat.

Imig i nazwisko badacza  Lek. wet. Marta Miszczak

Szanowna/y Pani/ie

poproszono Panig/a o udzial w projekcie badawczym majagcym na celu zbadanie

bezobjawowego nosicielstwa bakterii u ludzi i zwierzat oraz transmisji zakazen bakteryjnych miedzy
dzieémi, a ich domowymi zwierzgtami. Przed wyrazeniem zgody nalezy zapoznaé si¢ z niniejsza
‘Informacja” i upewnic¢ sig, ze jest ona zrozumiata. Dokument ten opisuje cel badania, procedury,
korzysci oraz zagrozenia wynikajace z badania.

Badacz w razie potrzeby wyjasni wszystkie watpliwosci.

Jesli zdecyduje si¢ Pani/Pan na udziat swoj lub dziecka w projekcie badawczym, zostanie

Pani/Pan poproszonaly o podpisanie ,,Formularza Swiadomej Zgody na udzial w badaniu”.
Moze Pani/Pan réwniez zrezygnowac z udziatlu swojego lub dziecka w dowolnym momencie bez
podania przyczyny i bez zadnych konsekwencji.

I

II.

III.

Iv.

Cel badania

Celem badania jest okreslenie czgstosci bezobjawowego wystgpowania bakterii z rodzaju
Staphylococcus (gronkowcow), ktore w okreslonych warunkach moga powodowac choroby
u ludzi i zwierzat. W badaniu, do ktoérego zostal/a Pan/i zaproszony/a zbadana zostanie czgsto$¢
wystgpowania wyzej wymienionych bakterii u ludzi — dzieci oraz 0séb dorostych. W przypadku
wykrycia potencjalnie chorobotwodrczych gronkowcoéw w badanym materiale, zostanie okre§lona
ich lekowrazliwo$¢, a takze na podstawie danych zebranych w ankiecie, zostang okreslone
czynniki ryzyka zwigzane z kolonizacja badanych osob przez te bakterie.

Przebieg badania

Po podpisaniu niezbednych dokumentéw dotyczacych zgody na udziat w badaniu, od badanego
dziecka lub osoby dorostej zostang pobrane przez osobg uprawniong wymazy z czterech
lokalizacji anatomicznych:

1. Przedsionka jamy nosowej

2. Gardta (okolica migdatkow)

3. Skoéry za matzowing uszna

4. Skory w zgieciu tokciowym.

Pelnoletnia osoba badana (lub rodzic/opiekun prawny w przypadku osob niepetnoletnich)
zostanie poproszony/a o wypelnienie ankiety dotyczacej badanej osoby oraz $rodowiska,
w ktorym ona zyje. W przypadku watpliwosci pomocy w wypetnieniu ankiety udzieli personel
medyczny.

Ryzyka zwiazane z udzialem w badaniu

Wykonywane badanie jest nieinwazyjne, nieobcigzajace i nie niesie za soba ryzyka zwigzanego
z udziatem.

Korzysci z udzialu w badaniu

Po zakonczeniu procedury, lekarz prowadzacy otrzyma informacje odno$nie wyniku badania. W
przypadku izolacji gronkowcoéw potencjalnie chorobotworczych w badanym materiale, zostanie
Pan/i poinformowany/a o tym przez lekarza prowadzacego. Wykrycie nosicielstwa gronkowcow
i ponowna analiza wystepowania czynnikéw ryzyka u badanego moga mie¢ korzystne znaczenie
dla zachowania stanu zdrowia. Udziat w badaniu nie wigze si¢ z odptatnoscia uczestnika za
wykonane badania ani konsultacje medyczne.
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Zalacznik 4

INFORMACIJA O SPOSOBIE
GROMADZENIA I PRZETWARZANIA DANYCH OSOBOWYCH

Tytut badania Charakterystyka epidemiologiczna  gronkowcow  koagulazo —
dodatnich izolowanych od ludzi i zwierzat.

Imi¢ i nazwisko badacza ~ Lek. wet. Marta Miszczak

KLAUZULA INFORMACYIJNA.
Zgodnie z art. 13 Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2016/679 (Ogolne
Rozporzadzenie o Ochronie Danych osobowych — RODO) informujg, ze:

1.Administratorem danych osobowych dotyczacych Pana/i oraz Pana/i dziecka jest Uniwersytet
Medyczny im. Piastow Slaskich we Wroctawiu z siedziba przy ul. Wybrzeze Pasteura, 50-367 Wroctaw,
reprezentowany przez Rektora.

2. Administrator wyznaczyt Inspektora Ochrony Danych, z ktorym mozna si¢ kontaktowaé w sprawach
przetwarzania danych osobowych pod adresem e-mail: iod@umed.wroc.pl.

3. Dane osobowe dotyczace Pana/i oraz Pani/a dziecka przetwarzane beda w celu realizacji projektu
badawczego jw. w Katedrze i Klinice Pediatrii i Chorob Infekcyjnych, Uniwersytetu Medycznego im.
Piastow Slaskich we Wroctawiu, szczegétowo opisanym w dokumencie ,,Informacja o badaniu”.

4. Podstawa prawna przetwarzania danych osobowych dotyczacych Pana/i oraz Pani/a dziecka jest art. 6
ust.1 lit. a ogolnego rozporzadzenia o ochronie danych osobowych z dnia 27 kwietnia 2016 r.

5. Administrator nie udostg¢pnia danych osobowych dotyczacych Pana/i oraz Pani/a dziecka zadnym
odbiorcom z wyjatkiem, gdy obowiazek taki wynika z przepisow prawa powszechnie obowiazujacego.

6. Dane osobowe dotyczace Pana/i oraz Pani/a dziecka bgda przechowywane przez czas trwania badania
oraz do czasu pelnego opracowania i wykorzystania jego wynikow.

7. Ma Pani/Pan prawo do zadania:

o dostgpu do tresci danych osobowych dotyczacych Pana/i oraz Pani/a dziecka
sprostowania danych osobowych dotyczacych Pana/i oraz Pani/a dziecka
usunigcia danych osobowych dotyczacych Pana/i oraz Pani/a dziecka
ograniczenia ich przetwarzania
whiesienia sprzeciwu wobec przetwarzania.

O 0 0o

8.Posiada Pani/Pan prawo wniesienia skargi do Prezesa Urzgdu Ochrony Danych Osobowych,
w przypadku podejrzenia, ze dane osobowe sa przetwarzane z naruszeniem przepisOw prawa.

9. Cofnigcie zgody na przetwarzanie danych osobowych dotyczacych Pana/i oraz Pani/a dziecka
pozostanie bez wptywu na zgodno$¢ z prawem przetwarzania tych danych, ktérego dokonano na
podstawie zgody przed jej cofnigciem.

10. Podanie danych osobowych jest dobrowolne.

11. Decyzje nie beda podejmowane w sposob zautomatyzowany, Pan/i oraz Pani/Pan dziecko nie bedzie
podlegato profilowaniu.

podpis osoby badanej lub
rodzica/opiekuna badanego dziecka
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Zalacznik 5

INFORMACIJA O UBEZPIECZENIU BADANIA

Temat badan: Charakterystyka epidemiologiczna gronkowcéw koagulazo — dodatnich

izolowanych od ludzi i zwierzat.

Niniejszym o$wiadczam, ze zostatam/em poinformowana/y o ubezpieczeniu mojego
udziatu w badaniu wyzej wymienionym, zawartym w ubezpieczeniu dziatalno$ci
naukowej Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu.
Przyjmuj¢ ta informacje.

podpis badacza podpis badanego
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Zalacznik 6

FORMULARZ SWIADOMEJ ZGODY NA UDZIAL W BADANIU

Tytut badania Charakterystyka epidemiologiczna gronkowcow koagulazo-dodatnich

izolowanych od ludzi i zwierzat.

Imig i nazwisko badacza lek. wet. Marta Miszczak

Potwierdzam, ze zapoznatam/em si¢ z:

e Informacja o badaniu”

e Informacja o sposobie gromadzenia i przetwarzania danych osobowych”
e  Informacja o ubezpieczeniu”

i wyrazam zgode na udzial w badaniu.

Miatam/em mozliwo$ci zadawania pytan oraz ze udzielono mi niezbednych odpowiedzi
i wyjasnien.

Jestem $wiadoma/y zagrozen i korzysci zwigzanych z udziatem w badaniu.

Rozumiem, ze mdj udziat jest dobrowolny oraz, ze mogg si¢ wycofac z udzialu w badaniu
w dowolnym momencie bez podania przyczyny.

Wyrazam zgode, by dla kontroli poprawnosci wykonania projektu badawczego
przedstawiciele krajowych, zagranicznych lub migdzynarodowych instytucji
nadzorujacych badanie, mieli wglad w moje dane osobowe oraz dokumentacj¢ medyczna
(dane dotyczace mego stanu zdrowia) pod warunkiem, Ze sa oni zwigzani

z badaniem.

Wyrazam zgode na przetwarzanie danych w tym badaniu zgodnie z obowigzujacym
w Polsce prawem (Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2016/679

z dnia 27 kwietnia 2016 r. w sprawie ochrony os6b fizycznych w zwigzku

z przetwarzaniem danych osobowych i w sprawie swobodnego przeptywu takich danych
oraz uchylenia dyrektywy 95/46/WE).

Zgadzam si¢ na przekazanie moich anonimowych danych do innych krajow, zarbwno w
obrebie Europy jak i poza nia.

Wiem, Ze przysztosci wyniki niniejszego projektu badawczego postuza do przygotowania publikacji
naukowych, a dane w nich dostgpne beda uzyte jedynie w postaci anonimowe;j.

data, podpis badacza data, podpis badanego
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Zalacznik 7

) Formularz $wiadomej zgody
RODZICOW / PRZEDSTAWICIELI USTAWOWYCH DZIECKA
na udziat w badaniu

Ja, nizej podpisana/y o$wiadczam, ze przeczytalam/em i zrozumiatam/em

o
[e]
[e]

~Informacj¢ o badaniu”
Informacj¢ o sposobie gromadzenia i przetwarzania danych osobowych”
Informacj¢ o ubezpieczeniu”

oraz otrzymatam/em satysfakcjonujace mnie odpowiedzi na zadane pytania.

Dobrowolnie i Swiadomie wyrazam zgode na:

= udzial dziecka w badaniu

., Charakterystyka epidemiologiczna gronkowcow koagulazo-dodatnich izolowanych od ludzi
i zwierzqt.”

oraz na

= przetwarzanie danych osobowych dziecka w zakresie i celu niezbednym do
przeprowadzenia badania, a takze celach archiwalnych i statystycznych.

Jestem $wiadomaly, iz w kazdej chwili moge odwota¢ udzielong zgodg na udziat dziecka w badaniu
i zrezygnowac z jego udziatu bez podania przyczyny, co nie spowoduje jakichkolwiek negatywnych
skutkéw dla mojego dziecka.

Zostalam/em poinformowana/y o:

o

o
o
[¢]

[e]

planowanej formie i zakresie wykorzystania danych mojego dziecka

zasadach i sposobie prowadzenia badania,

warunkach ubezpieczenia uczestnikow badania,

a takze zasadach przetwarzania iwykorzystania danych osobowych dotyczacych mojego
dziecka zgromadzonych w toku prowadzenia badania,

jak rowniez, ze podstawa ich przetwarzania bgdzie moja zgoda,

a takze, ze zlozenie niniejszego o$wiadczenia jest dobrowolne, podobnie jak udziat w badaniu.

Imig i nazwisko dziecka ...

Wiek dziecka

Imig¢ i nazwisko osoby przyjmujacej zgodg ....

Data i Podpis osoby przyjmujacej zgode ...............c.oooiiiiiiiiiii

141



Zalacznik 8

Charakterystyka epidemiologiczna gronkowcéw koagulazo - dodatnich izolowanych od ludzi i zwierzat.
Ankieta dla uczestnika badania

KOG @NKIELY: v.teie ettt e e r e s e s e e 88 10 e R RS0 eE SR st e R R et ee R en e e rRen e
(kod ankiety nalezy utworzy¢ wpisujqc po numerze kombinacje: pierwsza litera imienia + pierwsza litera nazwiska + dziert urodzenia
+ miesiqgc urodzenia + ostatnie 3 cyfry numeru PESEL np. MM-30-05-202)

1. Pte¢: UK OM 2 WIHEK: oottt s s b s s e
3. Liczba dzieci w domu 0raz ich WIEK: .......ciiiiiiiii i e
4. Aktualny stan zdrowia: []osoba zdrowa [1050ba ChOra: c..vieccc s

5. Czy w ostatnim roku byt/a Pan/i leczony/a? [1Tak [ Nie
Jesli tak — prosze podacé PrzyCzyng IECZENIQ: ...........ccwwveecerveevveieiviiiiivies sttt sss s s s e s st ssasrneen

6. Czy w ostatnim roku stosowano u Pana/i antybiotyki? [ Tak [1Nie [1Nie wiem
Kiedy po raz ostatni? [11-3 miesigce temu [14-6 miesiecy temu [17-12 miesiecy temu

7. Czy przyjmuje Pan/i antybiotyki czeSciej niz raz w roku? [ Tak [1Nie [JNie wiem
8. Czy w ostatnim roku byt/a Pan/i hospitalizowany/a? [1Tak [ Nie

Jesli tak - czy byt to pobyt w szpitalu powyzej 7 dni? [1Tak [ Nie

9. Czy zdiagnozowano u Pana/i atopowe zapalenie skory (AZS)? [ Tak [INie [ Nie wiem
10. Czy ma Pan/i problem z sucha skdra wymagajacy [ Tak [INie [/ Nie wiem
nattuszczania?

11. Czy kiedykolwiek stwierdzono u Pana/i zapalenie [ Tak [INie [ Nie wiem

skory i tkanki podskdrnej? (np. liszajec/ czyrak/ ropien)

12. Czy kiedykolwiek stwierdzono u Pana/i zakazenie [ Tak [ Nie [ Nie wiem
wywotane przez gronkowce?

13. Czy posiada Pan/i zwierze/ta w miejscu zamieszkania? [ Tak Nie

Informacje odnos$nie charakteru pracy i czynnikéw ryzyka w codziennym zyciu

14. Czy Pan/i wykonuje prace w placéwce ochrony zdrowia? [1Tak [ Nie
Jesli tak - prosze wpisac rodzaj wykonywanej pracy: ...

(W przypadku lekarzy medycyny ze specjalizacjq, prosze wpisac takze nazwe specjalizacji.)
15. Czy studiuje Pan/i kierunek zwigzany z ochrong zdrowia? [1Tak [JNie

Jesli tak - prosze wpisac nazwe kierunku oraz rok studiow:

16. Czy wykonuje Pan/i zawo6d zwigzany z bezposrednig praca ze zwierzetami? [ Tak [INie
Jesli tak - prosze wpisac, jaki to zawdd: ...

17. Czy studiuje Pan/i kierunek zwigzany z bezposrednia praca ze zwierzetami? []Tak [JNie
Jesli tak - prosze wpisac nazwe kierunku oraz rok studiow:
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18. Czy ktérykolwiek z domownikéw byt w ostatnim roku [l Tak [TNie

hospitalizowany?

Jesli tak - czy byt to pobyt w szpitalu dtuzszy niz 7 dni? [1Tak [INie

19. Czy ktérykolwiek z domownikéw cierpi na przewlekla [ Tak Nie [JNie wiem
chorobe skory?

20. Czy ktérykolwiek z domownikéw uczeszcza do klubu sportowego/ Tak [ Nie

sitowni/na basen?
JESIE EAK = JAK CZESTO? ..ottt ettt s e 82 180 s 880 e 18£8 R e e et

Informacje o zwierzeciu/zwierzetach mieszkajacym/ch razem z osoba badana
(jesli nie posiada Pan/i zwierzqt w miejscu zamieszkania prosze omingc te sekcje)

21. Gatunek zwierzecia/zwierzat: [ Pies [1Kot [TINNE! ctiieieese e (jakie?)
22. Liczba zwierzat: Psy: oo Koty: oo Inne: ..o

23. Prosze okresli¢, jak dawno zwierze/ta zamieszkato/y w domu:
[11-3 miesigce temu [J4-6 miesiecy temu [17-12 miesiecy temu I minat ponad rok

24. Pochodzenie zwierzat:

[l zakupione w hodowli [Tadoptowane ze schroniska/fundacji [l przygarniete ,z ulicy”
L 033 (jakie?)
25. Czy zwierze ma bezposredni kontakt z innymi zwierzetami? [ Tak [INie [/ Nie wiem

(podczas spaceréw, mieszkajqgc z innymi zwierzetami, podczas wizyt w gabinecie weterynaryjnym etc.)

26. Jak bliski jest Pana/i kontakt ze zwierzeciem/zwierzetami w domu: (prosze zaznaczy¢ wszystkie odpowiedzi,
ktdre trafnie opisujq Paniski kontakt ze zwierzeciem)

[ gtaskanie [ catowanie [Jspanie w jednym t6zku

[l podawanie jedzenia [ pielegnacja (czyszczenie uszu, obcinanie pazuréw)

[l sprzatanie kuwety/ psich odchodéw podczas spaceréow

27.Czy myje Pan/i rece po kazdym kontakcie ze zwierzeciem? [ Tak [JNie [JNie wiem

28. Czy zwierze byto w ostatnim roku leczone? [1Tak [1Nie [1Nie wiem
JeSIi tak — PrOSZE POAAC PIZYCZYNE: ......oeeeeveverireser e st sttt ettt sesess e s 182 1es e e s 18 ettt st era s e

29. Czy w ostatnim roku zwierze otrzymywato antybiotyki? [JTak [INie [JNie wiem
JeSli tak — ProSZe POAAC NAZWE: ........c.covuvurieiiciiiis st ettt s et s s s i st et s s

30. Czy u zwierzecia kiedykolwiek stwierdzono atopowe [ Tak [INie [ Nie wiem
zapalenie skory (AZS)?

Osoby zainteresowane uzyskaniem informacji odnosnie rezultatéw badar prosimy o czytelne wpisanie
adresu e-mail w tym miejscu:
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Zalacznik 9

Charakterystyka epidemiologiczna gronkowcéw koagulazo - dodatnich izolowanych od ludzi i zwierzat.
Ankieta dla uczestnika badania

LT =Y 014 U TSPV
(kod ankiety nalezy utworzy¢ wpisujgc po numerze kombinacje: pierwsza litera imienia + pierwsza litera nazwiska + dzieri urodzenia
+ miesiqc urodzenia + ostatnie 3 cyfry numeru PESEL np. MM-30-05-202)

1. Pte¢: UK UM 2. WHEK: i s s s s s

(Dzieci powyzej 1r.z.- prosze wpisac liczbe lat i liczbe miesiecy ukoriczonq w dniu badania np. 2 lata, 3 miesigce)
3. Liczba pozostatych dzieci w domu 0raz ich Wiek: ..o e

4. Aktualny stan zdrowia: []dziecko zdrowe []dziecko chore: .............

5. Czy w ostatnim roku dziecko byto leczone? [1Tak [JNie
Jesli tak - prosze poda¢ przyczyne leczenia: ...

6. Czy w ostatnim roku stosowano u dziecka antybiotyki? [1Tak [ Nie [JNie wiem
Kiedy po raz ostatni? [ 1-3 miesigce temu [14-6 miesiecy temu [17-12 miesiecy temu

7. Czy dziecko przyjmuje antybiotyki czeSciej niz raz w roku? [ Tak [JNie [JNie wiem
8. Czy w ostatnim roku dziecko byto hospitalizowane? [ Tak [JNie

Jesli tak - czy byt to pobyt w szpitalu powyzej 7 dni? [ Tak [JNie

9. Czy u dziecka zdiagnozowano atopowe zapalenie skory (AZS)? [1Tak [INie [ Nie wiem
10. Czy dziecko ma problem z suchg skéra wymagajacy [ Tak [INie [ Nie wiem
nattuszczania?

11. Czy kiedykolwiek stwierdzono u dziecka zapalenie [JTak [INie [ Nie wiem

skory i tkanki podskdrnej? (np. liszajec/ czyrak/ ropien)

12. Czy kiedykolwiek stwierdzono u dziecka zakazenie [ Tak [INie [ Nie wiem
wywotane przez gronkowce?

13. Czy ktérykolwiek z wymienionych nawykéw dotyczy Pani/a dziecka? (prosze zaznaczy¢ wszystkie odpowiedzi,
ktdre trafnie opisujq nawyki dziecka)

[J dlubanie w nosie [) dtubanie w uszach [ ogryzanie paznokci

[ drapanie okolic odbytu [Jlizanie zabawek [J ogryzanie ust

14. Czy dziecko uczeszcza do ktoérejs z wymienionych placéwek lub miejsc? (prosze zaznaczy¢ te opcje, ktére

dotyczq Pana/i dziecka)

[l ztobek [l przedszkole [ szkota podstawowa O liceum

[1hala zabaw [I plenerowe place zabaw [1$wietlica szkolna [ zajecia sportowe
15. Czy dziecko posiada zwierze/ta w miejscu zamieszkania? [1Tak [JNie

(Jesli nie - prosze przejs¢ do pytania nr 27.)

Informacje o zwierzeciu/zwierzetach mieszkajacym/ch razem z dzieckiem:
16. Gatunek zwierzecia/zwierzat: [ Pies [J Kot [EHI 05 s U P (jakie?)
17. Liczba zwierzat: PSY: o Koty: o INNE: oottt e

18. Prosze okredli¢, jak dawno zwierze/ta zamieszkato/y w domu:
[11-3 miesigce temu [ 4-6 miesiecy temu [17-12 miesiecy temu [Jminat ponad rok
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19. Pochodzenie zwierzat:

[ zakupione w hodowli [ adoptowane ze schroniska/fundacji [Jprzygarniete ,z ulicy”
I 1 TP (jakie?)
20. Czy zwierze ma bezposredni kontakt z innymi zwierzetami? [ Tak [1Nie [ Nie wiem

21.Jak bliski jest kontakt dziecka ze zwierzeciem/zwierzetami w domu: (prosze zaznaczy¢ wszystkie odpowiedzi,
ktore trafnie opisujq kontakt dziecka ze zwierzeciem)

[ gtaskanie [l catlowanie []spanie w jednym t6zku

[ podawanie jedzenia [ pielegnacja (czyszczenie uszu, obcinanie pazuréw)

[ sprzatanie kuwety/ psich odchodéw podczas spaceréw

22. Czy dziecko myje rece po kontakcie ze zwierzeciem? [1Tak [I1Nie [ Nie wiem

23.]Jak ocenia Pan/i dbato$¢ dziecka o higiene? (np. mycie rak przed jedzeniem, po powrocie do domu)
[ Bardzo czyste [ Czasami pamieta, czasami nie [ Zazwyczaj wymaga przypominania

24. Czy zwierze byto w ostatnim roku leczone? [1Tak [1Nie [ Nie wiem
Jesli tak - prosze podac przyczyne: ......

25. Czy w ostatnim roku zwierze otrzymywato antybiotyki? [1Tak [1Nie [ Nie wiem
JESIi tAK = PIrOSZE POUAC NAZWE: .....oovsveveeeeririse v st es et nsets e st ses st st st ses s es st e sss s ses e s i s aes s sneansens s seinan

26. Czy u zwierzecia kiedykolwiek stwierdzono atopowe [1Tak [INie [ Nie wiem
zapalenie skory (AZS)?

Informacje odnosnie charakteru wykonywanej pracy rodzicéw/opiekunéw prawnych dziecka

27. Czy ktérykolwiek z domownikéw wykonuje prace [ Tak [1Nie
w placéwce ochrony zdrowia?
Jesli tak — prosze wpisac rodzaj WYKONYWANE] PIACY: .......ocvevveeevrirereeeeirinseosesesseissessssss s ns s ses o ss s stssss s nssesasseen

(W przypadku lekarzy medycyny ze specjalizacjq, prosze wpisac takze nazwe specjalizacji.)

28. Czy ktérykolwiek z domownikéw jest studentem [JTak [1Nie
kierunku zwigzanego z ochrong zdrowia?
Jesli tak - prosze wpisaé nazwe kierunku: ..

29. Czy ktérykolwiek z domownikow wykonuje zawdd [ Tak [1Nie
zwigzany z bezposrednia pracg ze zwierzetami?
Jesli tak — prosze Wpisac, JAKI t0 ZAWO: .............ouuevcuoiserireiiieisisiiise ettt sttt st st s st s sttt s s ses s s

30. Czy ktérykolwiek z domownikéw jest studentem [ Tak [INie
kierunku zwiazanego z bezposrednig praca ze zwierzetami?
Jesli tak — prosze WpiSAC NAZWE KIETUNKUL ..........vueeueerveieioereseeers st ses et see i s et s s i s sesses s s nsses s st senenan

31. Czy ktérykolwiek z domownikéw byt w ostatnim roku [ Tak [1Nie
hospitalizowany?

Jesli tak - czy byt to pobyt w szpitalu dtuzszy niz 7 dni? [ Tak [INie

32. Czy ktérykolwiek z domownikéw cierpi na przewlektg [JTak [ Nie [JNie wiem
chorobe skory?

33. Czy ktérykolwiek z domownikéw uczeszcza do klubu sportowego/ [ Tak [INie

sitowni/na basen?
JESIE EAK = JAK CZESEO? ..ottt sttt ettt st ses s i st 82 1800 e 845k s st et et
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Zalacznik 10

Charakterystyka epidemiologiczna gronkowcéw koagulazo - dodatnich izolowanych od pséw i kotéw.
Ankieta dotyczgca badanego zwierzecia.
W razie pytan prosze o kontakt mailowy: marta.miszczak@upwr.edu.pl

; DATA POBRANIA: NR: (uaupetnia laboratorium)
WHEASCICIEL: ...
Kot: OBJAWY KLINICZNE:
PACUENT: ..o [ zap. spojowek
O Wychodzacy O Zap. Przewodu stuch.
L1 PiEs [IkoT [Isamiec [1samica . [lwyptyw z nosa
O Niewychodzacy O Zap. skory/ Rany
RASA: ..ooveeeeeeeeeeeeeeee e Cmix Llinne v
WIEK: .o
1. Liczba pozostatych zwierzat mieszkajacych w tym Psy: .coeinie Koty: ..cuvennenns Inne: ............... (akie?)
Samym gospodarstwie domowym: --------------------- (Prosze podac liczbe pozostatych zwierzat)
2. Czy pacjent ma bezposredni kontakt z innymi zwierzetami? [J7ak [CINIE
3. Czy pacjent byt w ostatnim roku leczony? 1Ak CINE
[Iw ostatnich 1-4 miesigcach
[]w ostatnich 5-8 miesigcach Przyczyna i rodzaj 1eCzenia: ..........ccoviniiiiiiiiiiii

1w ostatnich 9-12 MIESIZCACH e

Jesli tak - jakie?

4. Czy pozostate zwierzeta w domu byty w ostatnim roku leczone? [I7ak CINE
W ostatnich 1-4 miesigcach
] w ostatnich 5-8 miesigcach Przyczyna i rodzaj leczenia: ...........ccoooeiiiiiiiiiiii
1w ostatnich 9-12 NESIgCaCK o e

Jesli tak - jakie?

5. Czy zwierze ma bezposredni kontakt z domownikami? 1Ak CINE
O sporadyczny daleki kontakt (tylko podawanie jedzenia)
O sporadyczny ale bliski kontakt (gtaskanie, lizanie...)
O czesty bliski kontakt (lizanie po twarzy, rekach, spanie w t6zku, zabiegi pielegnacyjne...)

6. llu jest dorostych cztonkéw gospodarstwa domowego?  a) liczba dzieci do lat 12:

7. Czy ktérykolwiek z domownikéw pracuje w stuzbie zdrowia? TAK NIE
Jesli tak - prosze wpisac WYKONYWANY ZAWOQ: .........ueueueee et et e e e e e et et en e ans
8. Czy ktdrykolwiek z domownikdw pracuje w lecznicy dla zwierzat? TAK NIE
Jesli tak - prosze wpisac WYKONYWaNY ZAWOQ: ..........euueueueu ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e en e ens
9. Czy ktoérykolwiek z domownikdw byt w ostatnim roku hospitalizowany? TAK NIE

Pobyt w szpitalu dtuzszy niz 7 dni

10. Czy w ostatnim roku zdiagnozowano zakazenie gronkowcem: TAK NIE
u badanego zwierzecia u pozostatych zwierzat w domu u domownika

Prosze wpisaé¢ adres email, na ktdry zostanie wystana informacja, jesli w badanym materiale zostanie wyizolowany gronkowiec:
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