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WYKAZ SKROTOW

AIDS — zespol nabytego niedoboru odpornosci,
ang. Acquired Immune Deficiency Syndrome
ATCC —  Amerykanska Kolekcja Hodowli Komoérkowych,
ang. The American Culture Collection
BHI — wycigg mdzgowo-Sercowy,
ang. Brain Heart Infusion
CAT —  acetylotransferazy chloramfenikolu,
ang. chloramphenicol acetyltransferase
CF —  czynnik skupiania, ang. Clumping Factor
CMLSg — konstytutywny mechanizm opornos$ci na makrolidy,
linkozamidy i streptograminy B,

ang. constitutive resistance to macrolide-
lincosamide-streptogramin B antibiotics

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy,
ang. deoxyribonucleic acid

DSM — Niemiecka Kolekcja Mikroorganizmow,
ang. German Collection of Microorganisms,

(niem. Deutsche Sammlung von Mikroorganismen)

ECM —  macierz pozakomorkowa, ang. extracellular matrix
EUCAST - Europejski Komitet ds. Oznaczania
Lekowrazliwosci,

ang. The European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing
EXI —  toksyny eksfoliatywne, ang. exfoliative toxin,
GAPDH —  dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego,
ang. glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
GAS - paciorkowce grupy A wg Lancefield,
ang. Group A Streptococcus
HIV —  ludzki wirus uposledzenia odpornosci,

ang. Human Immunodeficiency Virus
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iMLSg

IL-8
LL-37
MALDI TOF MS

MALT

MHC

MIC

MLSg

MLST

MRSP

MSSP

indukcyjny mechanizm opornosci na makrolidy,
linkozamidy i streptograminy B,

ang. inductive resistance to macrolide-lincosamide-
streptogramin B antibiotics

interleukina 8, ang. interleukin-8
katelicydyna LL-37, ang. cathelicidin LL-37

spektroskopia mas z laserowg jonizacjg probki
wspomagang matrycg z detektorem czasu przelotu
ang. Matrix Assisted Laser Desorption/lonization —
Time Of Flight Mass Spectrometry

chtoniak tkanki limfatycznej zwigzanej z btong
sluzowa

ang. Mucosa Associated Lymphoid Tissue
Lymphoma

gléwny uktad zgodnosci tkankowe;,

ang. major histocompatibility complex
minimalne st¢zenie hamujace,

ang. Minimum Inhibitory Concentration
mechanizm opornos$ci krzyzowej na makrolidy,
linkozamidy.i streptograminy B,

ang. resistance to macrolide, lincosamide and
streptogramin B

typowanie sekwencji multilocus,
ang. Multi-Locus Sequence Typing
oporny na metycyline
Staphylococcus pseudintermedius,

ang. methicillin-resistant Staphylococcus
pseudintermedius

wrazliwy na metycyling
Staphylococcus pseudintermedius,

ang. methicillin-susceptible Staphylococcus
pseudintermedius
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MSCRAMM

NADaza

NCTC

NET

PBP

PBS

PCM

PCR

PFGE

PIA

PSM

PVL

PYR

RNA

komponenty powierzchni mikroorganizmow
rozpoznajace czasteczki macierzy adhezyjne;j,

ang. microbial surface components recognizing
adhesive matrix molecules

glikohydrolaza dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego,

Narodowa Kolekcja Kultur Typowych

(Wielka Brytania),

ang. National Collection of Type Cultures, a Culture
Collection of Public Health England
neutrofilowe putpaki zewnatrzkomorkowe,
ang. neutrophil extracellular traps

biatka wigzace penicyling,

ang. penicillin-binding proteins

buforowany fosforanem roztwor fizjologiczny soli,
ang. phosphate-buffered saline

Polska Kolekcja Mikroorganizmow,

ang. The Polish Collection of Microorganisms
fancuchowa reakcja polimerazy,

ang. polymerase chain reaction

elektroforeza zelowa w polu pulsacyjnym,

ang. pulsed-field gel electrophoresis
polisacharydowa adhezyna miedzykomorkowa,
ang. polysacccharide intercellular adhesin
moduliny rozpuszczalne w fenolu,

ang. phenol soluble modulins

leukocydyna Panton-Valentine,

ang. Panton-Valentine leukocidin

peptydaza pirolidonylowa,

ang. pyrrolidonyl-aryl-amidase

kwas rybonukleinowy, ang. ribonucleic acid
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rRNA

SARS-CoV-2

SIET

SpeB

SBSEC

SDSD
SDSE
SE

SGSG
SGSP
SIC

SIG

SLO
SLS
SuU
SP
ST
STSS

rybosomalny kwas rybonukleinowy,

ang. ribosomal ribonucleic acid

drugi koronawirus ciezkiego ostrego zespotu
oddechowego,

ang. Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2

toksyna eksfoliatywna wytwarzana przez
Staphylococcus intermedius,

ang. S. intermedius exfoliative toxin

pirogenna egzotoksyna B

ang. streptococcal pyrogenic exotoxin B
kompleks paciorkowcoéOw grupy Bovis/Equinus,
ang. Streptococcus bovis/Streptococcus equinus
group

Streptococcus dysgalactiae subsp. dysgalactiae
Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis
enterotoksyny gronkowcowe,

ang. staphylococcal enterotoxins
Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus
Streptococcus gallolyticus subsp. pasteurianus
paciorkowcowy inhibitor dopeiniacza,

ang. streptococcal inhibitor of complement
grupa Staphylococcus intermedius,

ang. Staphylococcus Intermedius Group
streptolizyna O, ang. streptolysin O
streptolizyna S, ang. streptolysin S
Streptococcus uberis

Streptococcus parauberis

typ sekwencyjny, ang. sequence type
paciorkowcowy zespdt wstrzasu toksycznego,

ang. streptococcal toxic shock syndrome
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TSB — bulion tryptozowo-sojowy, ang. tryptic soy broth
TSST — gronkowcowa toksyna wstrzasu septycznego,
ang. toxic shock staphylococcal toxin
WZW — wirusowe zapalenie watroby
ZMF — Zaktad Mikrobiologii Farmaceutyczne;j
I Diagnostyki Mikrobiologicznej
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1. Wstep

1.1. Nabywanie zdolnosci zakazania gospodarza innego gatunku -
przelamywanie bariery miedzygatunkowej

1.1.1 Nowe choroby odzwierzece  powodowane  przez
mikroorganizmy — bakterie i wirusy
W ostatnich latach wiele uwagi przywigzuje si¢ do nowych chordb
przenoszonych od zwierzat, zoonoz. Zoonoza to choroba wywolana przez bakterie,
wirusy lub pasozyty, ktore w naturalnych warunkach przenosza si¢ pomiedzy
zwierzetami kregowymi a cztowiekiem (Cockburn et al., 1959). Wsrdd chordb tak
okreslanych wyrdznia si¢ antropozoonozy - przenoszone przez zwierzeta na ludzi, np.
wscieklizna, zooantroponozy - przenoszone przez ludzi na zwierzeta, np. gruzlica
ssakow takich jak koty i malpy, amfizoonozy - przenoszone w obu kierunkach, np.
infekcje bakteriami z rodzaju Staphylococcus oraz euzoonozy, w ktorych cztowiek jest
obowigzkowym zywicielem, np. w chorobach pasozytniczych Taenia solium (Rahman
et al., 2020).

Bezposrednia ekspozycja cztowieka na patogeny dotad tylko zwierzece zwykle
ogranicza si¢ do wystgpienia tagodnych infekcji. W niektorych jednak, rzadkich
przypadkach, takie przeniesienie patogenu moze powodowa¢ znacznie powazniejsze
konsekwencje i sta¢ si¢ zagrozeniem zdrowia publicznego (Devaux et al., 2019).
Warto pamigta¢ jednak, ze wigkszo$¢ drobnoustrojow bedacych czynnikami
etiologicznymi zakazen ludzi pochodzi pierwotnie od zwierzat. Mikroorganizmy te
stanowig blisko 60% wszystkich znanych patogenow cztowieka (Gortazar et al., 2014;
Rahman et al., 2020), a obserwuje si¢ coraz cz¢stsze pojawianie si¢ nowych. Sposrod
blisko 1399 dotad opisanych, az 87 pojawilo si¢ po raz pierwszy u ludzi po roku 1980
(Woolhouse & Gaunt, 2007). Kazdego roku wykrywa si¢ na $wiecie cztery nowe
gatunki zagrazajace ludziom (Gortazar et al., 2014; Rahman et al., 2020). Pojawiaja
si¢ one na styku réznych ekosysteméw: ludzi i zwierzat w ich bliskim otoczeniu oraz
dzikiej przyrody (Devaux et al., 2019). Rezerwuarem nowych patogendéw cztowieka
sa najczescie] ssaki. Wérod ssakow podkresla sie role kopytnych, gryzoni, nietoperzy
oraz naczelnych innych niz czlowiek. Rzadziej przenoszone sa one na czlowieka
Zptakow lub za ich posrednictwem. Za przyczyne przetamywania bariery
migdzygatunkowej najczesciej uwaza si¢ zmiennos$¢ drobnoustrojow — ich czynnikow
wirulencji, antygenowosci, specyficznosci wobec zywiciela i profilu opornosci na
srodki przeciwdrobnoustrojowe (Woolhouse & Gaunt, 2007).

Proces przetamywania bariery migdzygatunkowej dotyczy zarowno wirusow,
u ktorych zachodzi zdecydowanie szybciej, jak i bakterii (Devaux et al., 2019).
Szybkie poszerzenie zakresu wrazliwych gospodarzy zaobserwowano w przypadku
wirusa kociej leukopeni, ktory w ciagu kilku lat znalazt nowego gospodarza - psa. Psi
parwowirus powstaty z wirusa kociej leukopenii rozprzestrzenil si¢ na populacje psow
na catym $wiecie, wykazat duzy potencjat adaptacyjny (Woolhouse & Gaunt, 2007).
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Drobnoustroje, ktoére maja zdolnos$¢ zakazania wielu gospodarzy, moga z wigkszym
prawdopodobienstwem pojawi¢ si¢ w populacji ludzkiej (Rabaa et al., 2015).
Wigkszo§¢ patogenéw wirusowych stanowig wirusy RNA. Wirusy te maja
liczniejszych zywicieli w porownaniu z wirusami DNA i charakteryzuje je wigksza
zmienno$¢ genetyczna. Nawet Szczepy tego samego gatunku mogg réznié sie
zakresem wrazliwych gospodarzy jak np. podtypy wirusa grypy. Jesli takie wirusy
maja cechy duzej zjadliwosci, sg przyczyng zakazen o wysokiej $miertelnosci. Jako
przyktady mozna podaé¢ m. in. wirusy Ebola, HIV (ludzki wirus niedoboru odpornosci,
ang. Human Immunodeficiency Virus) czy hantawirusy. Od czasu pojawienia si¢
wirusow takich jak Influenza virus, HIV czy SARS-CoV-2 (wirus cigzkiego ostrego
zespotu oddechowego, ang. Severe Acute Respiratory Virus 2) nie ulega watpliwosci,
ze wirusy, ktore byly pierwotnie tylko zwierzgce, po przeniesieniu na czlowieka s3
w stanie, juz bez zwierzecego posrednika, rozprzestrzenia¢ si¢ migdzy ludzmi
I wywotywac ogdlnoswiatowe epidemie. Wsrod wirusow zwierzecych, ktore z duzym
prawdopodobienstwem tez moga zdoby¢ taka ceche, wymienia si¢ wirusy
wscieklizny, Ebola czy zottej febry (Woolhouse & Gaunt, 2007).

Jednym z elementow  prowadzacych do  przetamania  bariery
miedzygatunkowej przez drobnoustroje jest dywergencja sekwencji genomowej
znacznie czesciej skutecznie zachodzaca u wirusow. Za wigksza stabilno$¢ genomow
bakteryjnych odpowiadajg m. in. enzymatyczne mechanizmy naprawy DNA oraz
system reparacji SOS. Enzymy naprawiajgce dzialajg jako silne inhibitory
rekombinacji miedzygatunkowej, system SOS natomiast stanowi system kontrolujacy
indukowanie zmian genomu i1 zmienno$¢ genetyczng. Systemy te umozliwiajg
hamowanie tempa zmian sekwencji oraz okreslanie zakresu izolacji genetycznej
(Matic, 1995). Na procesy te ma takze znaczacy wplyw presja selekcyjna srodowiska.
Opisywana jest zr6znicowana odpowiedz immunologiczna na ten sam patogen u ludzi
mieszkajgcych na roznych kontynentach, jak w przypadku Listeria sp. czy Salmonella
sp. Ten sam patogen, w zaleznos$ci od srodowiska geograficznego, z ktérego pochodzi,
moze mie¢ r6zng zdolno$¢ kolonizowania i powodowania infekcji (Devaux et al.,
2019).

1.1.2. Przyczyny przelamywania bariery miedzygatunkowej

Pierwsze opisywane przypadki izolacji nowych patogenéw czlowieka
najczesciej dotycza os6b majacych bliski kontakt ze zwierz¢tami. Badania selekcji
genetycznej wskazuja na to, ze najwigkszym zagrozeniem sg drobnoustroje
zasiedlajace dzikie zwierzeta. Jednak przenikanie i zacieranie si¢ granic ekosystemow
prowadzi do pojawiania si¢ nowych patogenow zwierzecych takze wsrod zwierzat
gospodarskich (Devaux et al., 2019). Istotng role w przemianach i ekspansji tych
drobnoustrojow odgrywa takze wykorzystywanie egzotycznych gatunkow zwierzat
jako pozywienia (Rahman et al., 2020; Woolhouse & Gaunt, 2007).

Przeniesieniu patogendéw zwierzecych na nowego gospodarza, jakim jest
czlowiek, sprzyjaja kontakty miedzy ludzmi a zwierzgtami, wspolne srodowisko zycia
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lub bliski kontakt ze zwierzecymi produktami. Znaczna gestos¢ zaludnienia oraz
liczna obecno$é rezerwuaréw i wektorow zwierzecych na niewielkim obszarze
geograficznym sprzyjaja przeniesieniu zwierzgcych drobnoustrojow na nowego
gospodarza (Gortazar et al., 2014). Istotne znaczenie dla pojawienia si¢ nowych
patogendw ludzi majg zaopatrzenie w wode 1 warunki sanitarne siedlisk ludzkich
(Woolhouse & Gaunt, 2007). Duzy wplyw na to zjawisko ma niszczenie naturalnych
ekosystemow, w ktorych zyja zwierzgta. Powoduje je wynikajace ze zmian klimatu
pustynnienie czy tez powszechne zanieczyszczanie srodowiska. Wsrod waznych
czynnikow sprzyjajacych przetamywaniu bariery migdzygatunkowej jest globalizacja.
Intensywne rolnictwo, urbanizacja, migracje zaréwno ludzi jak i zwierzat sa
wymieniane wsrod istotnych przyczyn tego procesu (Devaux et al., 2019). Regionem
wysokiego ryzyka pojawiania si¢ nowych chordb odzwierzecych jest Azja
Potudniowo-Wschodnia. Duze zaggszczenie populacji ludzkiej 1 zwierzat
gospodarskich, spoteczne oraz kulturowe zachowania stanowig czynniki sprzyjajace
takim zakazeniom. Przykladem patogenu, ktory przetamat bariere miedzygatunkows,
wywodzgcym si¢ z tego regionu jest Streptococcus suis (Rabaa et al., 2015).

W ocenie tych zagrozen zwraca si¢ uwage, ze badania monitorujace etapy
przemian drobnoustrojow przetamujacych bariere miedzygatunkowg wywodzacych
si¢ z mikrobioty zwierzat towarzyszacych jak i gospodarskich mogg umozliwia¢ ocen¢
ryzyka ich trwatego przeniesienia na cztowieka. Zwraca si¢ uwage rowniez na Wzrost
lekoopornos$ci drobnoustrojow przenoszonych pomiedzy zwierzgtami gospodarskimi,
zwierzetami towarzyszgcymi, ich wlascicielami i personelem weterynaryjnym (Bhat,
2021). Nadzor i kontrola pojawiajacych si¢ nowych patogendow cztowieka ma rowniez
znaczenie dla unikniecia potencjalnych zaburzen gospodarczych (Blancou et al.,
2005). Jak pokazuje przyktad pandemii spowodowanej wirusem SARS-CoV-2,
wysitki zwigzane z badaniami epidemiologicznymi i nadzér nad nowymi patogenami
sg wazne dla odniesienia sukcesu (Woolhouse & Gaunt, 2007). Nalezy jednak
pamigtac, ze lista patogendw zwierzecych majacych potencjat zakazenia cztowieka
pozostaje ciggle otwarta i nie jest mozliwe przewidzenie wystapienia kazdej choroby
spowodowanej przez nowy patogen lub ocena jej cigzkosci (Rabaa et al., 2015).

1.1.3. Przeszkody w uzyskaniu zdolno$ci zakazania czlowieka

Barier¢ w nabywaniu zdolno$ci zakazania nowego gospodarza Stanowi
niepodwazalnie bariera biologiczna obejmujaca m. in. budowe tkanek, metabolizm
czy fizjologie wystepujaca miedzy wyzszymi jednostkami taksonomicznymi
organizmoéw. Czlowiek nie wspotdzieli patogendow z roslinami. Niewiele tez jest
drobnoustrojow chorobotworczych wspolnych dla cztowieka i bezkrggowcow czy
kregowcOw zmiennocieplnych. Zjawisko poszerzania grona gospodarzy przez
drobnoustroje dotyczy organizmow blizej spokrewnionych, jak si¢ wydaje, gtéwnie
zwierzat kregowych, ale i tak wymaga pokonania wielu barier i ograniczen
(Woolhouse & Gaunt, 2007). Proces przetamywania bariery mig¢dzygatunkowej
uwzglednia charakter i stopien narazenia cztowieka na patogen zwierzecy, pokonanie
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jego bariery immunologicznej, w tym zdolnosci drobnoustroju do produktywnego
infekowania i hamowania odpowiedzi immunologicznej oraz zdolnosci do
skutecznego przenoszenia si¢ patogenu pomig¢dzy ludzmi. Osiggnigcie wszystkich
tych celow moze doprowadzi¢ do powstawania ognisk epidemicznych oraz pandemii.
Patogeny przetamujace wszystkie te bariery stanowig zagrozenie dla zdrowia
publicznego ze wzgledu na ryzyko stalego wystepowania w populacji ludzkiej
(Gortazar et al., 2014).

1.1.4. Etapy nabywania zdolnosci patogennych wzgledem nowego
gospodarza

Wskazana na poczatku rozdziatlu 1.1.1. powszechnie uznana klasyfikacja

zoonoz nie odzwierciedla ztozonosci relacji zwierzgcych patogenow z cztowiekiem.

Relacje te nie pozwalajg bowiem na uzywanie bardzo niejednoznacznego w tym

kontekscie okreslenia - ludzki patogen odzwierzgcy. W naturze wystepuje szereg

szczepow o roéznych wiasciwosciach oraz etapow w tych relacjach, do rozpoznania
ktorych ma si¢ przyczynic i ta praca doktorska.

Do przeniesienia, transmisji patogenu zwierzecego do organizmu ludzkiego
dochodzi badz droga kropelkows, czy w wyniku kontaktu ze skorg zwierzecia, ale tez
droga pokarmowsg, przez ugryzienie, zadrapanie lub przy udziale wektorow,
najczesciej stawonogoéw (Devaux et al., 2019). Zagrozeniem, szczegdlnie dla osob
zwigzanych z hodowlg 1 przetworstwem spozywczym jest, obok bezposredniego
kontaktu, zanieczyszczona patogenami pasza i migso. Osoby takie moga staé si¢
nosicielami  nowych patogenow istanowi¢ zrodlo ich  rozprzestrzeniania.
Rezerwuarem bakterii stanowigcych zagrozenie jako nowe patogeny cztowieka moga

by¢ réwniez gleba i woda zanieczyszczone odchodami zwierzat (Cantas & Suer,
2014).

Wolfe i wsp. (Wolfe et al.,, 2007) wyroznili pig¢ poziomoéw przemian
prowadzacych do przeksztalcenia si¢ patogendéw typowo zwierzecych w patogeny
zakazajgce wytacznie ludzi. Mozna znalez¢ i wskazac¢ drobnoustroje znajdujace si¢ na
kazdym z tych etapow.

Pierwszy poziom to patogeny zwierzgce powodujace infekcje
i rozprzestrzeniajagce si¢ wylgcznie wsrod zwierzat. Wyklucza si¢ mozliwo$é
przeniesienia patogenu na czltowieka. Prawdopodobienstwo zakazenia czlowieka
przez patogen typowo zwierzecy i przejscia na kolejny poziom zwigksza si¢ jednak
wraz ze wzrostem liczebno$ci populacji oraz blisko$cia filogenetyczng zwierzgcia
i cztowieka. Choroby takie jak zespot nabytego niedoboru odpornosci (AIDS, ang.
Acquired Immune Deficiency Syndrome) i wirusowe zapalenie watroby typu B (WZW
B) zostaly przeniesione na czlowieka najprawdopodobniej przez szympansy lub
goryle, mimo rzadkich spotkan z cztowiekiem i matej liczebnosci populacji tych
naczelnych. Duza rolg odegrata bliskos¢ filogenetyczna. Gryzonie, w przeciwienstwie
do szympansow igoryli, nie majg bliskiego pokrewienstwa filogenetycznego
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z cztowiekiem, a mimo to przeniosty na czlowieka choroby takie jak dzuma i dur
plamisty, najprawdopodobniej dzigki duzej liczebnosci ich populacji i bliskim,
czestym kontaktem z ludzmi. Na drugim etapie przemian znajdujg si¢ patogeny, ktore
zakazaja zwierzeta. Moga przenies$¢ si¢ na cztowieka I rowniez U niego spowodowac
powazng chorobe. Nie ma jednak ich transmisji migdzy ludZzmi. Przyktadami takich
patogenoéw sg wirusy takie jak wscieklizny, Nipah i Zachodniego Nilu (Wolfe et al.,
2007). Wsrod bakterii to m.in. Bacillus anthracis, Francisella tularensis, Boreliella
burgdorferi, Streptococcus iniae, Mycobacterium marinum czy Lactococcus garvieae.
Badania wskazujg na to, ze nowy zywiciel nic ma wielkiego wptywu na dalsze
przeksztatcanie si¢ tych patogenéw w ludzkie (Rahman et al., 2020; Wolfe et al., 2007;
Woolhouse & Gaunt, 2007). Proces dalszej przemiany drobnoustrojow tej grupy jest
hamowany, np. przez ograniczenie infekcji w obrebie jednego uktadu (Clostridium
tetani) lub z powodu sposobu przenoszenia zwigzanego z zachowaniem zwierzat (np.
ugryzienia). To uniemozliwia bezposrednie rozprzestrzenianie patogendéw (Wolfe et
al., 2007).

Patogeny znajdujace si¢ na trzecim poziomie przemian prowadzacych do
opanowania nowego gospodarza to patogeny zdolne do powodowania infekcji
zarowno u zwierzat jak i u ludzi. Transmisja tych drobnoustrojow moze zachodzi¢
miedzy ludzmi, ale jej tancuch jest krotki i obejmuje tylko kilka cykli przeniesienia.
Moze to jednak prowadzi¢ do powstawania niewielkich ognisk epidemicznych.
Epidemie wyczerpuja si¢ w krotkim czasie, jesli zakazony odzyskuje zdrowie
i nabywa odporno$¢ lub gdy szybko umiera. W matej populacji dochodzi do
wyczerpania mozliwosci przenoszenia czynnika etiologicznego, gdy nie ma juz
podatnych nowych gospodarzy. W przypadku duzego zageszczenia populacji ludzkiej
dochodzi¢ moze jednak do rozszerzenia pierwotnego obszaru. Przyktadami patogenow
bedacych na tym etapie drabiny ewolucyjnej sg hantawirusy, torowirusy, wirusy
ptasiej grypy (Wolfe et al., 2007; Woolhouse & Gaunt, 2007). Wsrod bakterii sg to
pateczki z rodzaju Brucella, ktore najczesciej infekuja poprzez skazone mleko.
Przenoszenie infekcji z cztowieka na cztowicka nadal jest jednak rzadkoscig (Rahman
et al., 2020). Dla réznych drobnoustrojow, przejscie granicy migdzy etapami trzecim
i czwartym moze wymagaé roznego czasu. Jest zalezne od wielko$ci narazonej
populacji ludzkiej, jej zageszczenia oraz wydajnos$ci przenoszenia patogenu. Jest ona
uzyskiwana przez nabycie lub wyzsza ekspresje cech sprzyjajacych kolonizacji
i inwazji nowego gospodarza.

Patogeny znajdujace si¢ na etapie czwartym sa od dawna obecne jako czynniki
etiologiczne infekcji ludzkich. Przenosza si¢ one z tatwoscig wielokrotnie migdzy
ludzmi (Woolhouse & Gaunt, 2007). Czwarty poziom obejmuje rozne rodzaje
zalezno$ci. Pierwszy, gdy czesto$¢ przenoszenia patogenu ze zwierzgcia na czlowieka
przewaza nad bezposrednig transmisjg migdzy ludzmi. Drugi to sytuacja, w ktorej
przenoszenie miedzy zwierzgciem a cztowiekiem i cztowiekiem a cztowiekiem jest
réwnie czeste. Wreszcie trzecia sytuacja, gdy przenoszenie wystgpuje znacznie
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czesciej miedzy ludzmi a nie migdzy zwierzeciem a cztowiekiem (Wolfe et al., 2007).
Wykazano, ze transmisja patogenu moze w takim przypadku by¢ rowniez posrednia,
poprzez zanieczyszczenie zywnosci czy poprzez wektor (Woolhouse & Gaunt, 2007).

Etap piaty ewolucji osiagnety patogeny, ktore staty si¢ patogenami wytacznie
ludzkimi, juz nie izolowanymi od zwierzat. Przyktadow takich patogenow jest wiele
zard6wno w swiecie wirusoOw (m. in. wirus odry, $winki, rézyczki, ospy, WZW typu B,
HIV) jak iw swiecie bakterii (Bordetella pertussis, Corynebacterium diphteriae,
Treponema pallidum) (Wolfe et al., 2007).

Na kazdym etapie przedstawionej drabiny ewolucyjnej przewazaja patogeny
statocieplnych kregowcow — ssakow oraz rzadziej ptakow. Wskazuje to na istotno$é
bliskosci filogenetycznej gospodarzy, wzgledem ktorych dochodzi do przetamania
bariery migdzygatunkowej. Warto zaznaczy¢ réwniez, ze zwierzeta naczelne, ktore
stanowig 0,5% wszystkich gatunkow kregowcow, byly pierwotnymi gospodarzami
patogenow, ktore powoduja 20% chorob wystepujacych u ludzi. Bariera migdzy
naczelnymi a cztowiekiem jest najstabsza, ale kontakt jest niewielki, gdyz wigkszo$¢
z tych zwierzat zamieszkuje strefy tropikalne. Wigkszo$¢ chordb strefy umiarkowanej
pochodzi natomiast od zwierzat domowych i gospodarskich. Podkresla to role bariery
geograficznej w przypadku pokonywania kolejnych etapéw drabiny ewolucyjnej
(Wolfe et al., 2007).

1.1.5. Patogeny zwierzece, ktore stajg si¢ nowymi patogenami
czlowieka
W ostatnich latach opisano wiele nowych gatunkéw bakterii, ktore obecne
u zwierzat jako mikrobiota lub patogeny ujawnily jednocze$nie zdolno$é
spowodowania zakazenia U cztowieka. Wérod gatunkow bakterii, ktore sg na etapie
przetamywania bariery miedzygatunkowej, sg zarowno bakterie gramujemne jak
i gramdodatnie.

Do zakazenia zwierzecymi gatunkami Helicobacter dochodzi poprzez
bezposrednie kontakty ze zwierzgtami domowymi lub poprzez spozycie produktow
zwierzecych, w tym najczgséciej surowego wieprzowego migsa (van der Mee-Marquet
etal., 2017). W rodzaju Helicobacter opisano nowe zakazenia odzwierzgce szczepami
nalezacymi do trzech gatunkow (Blaecher et al., 2017; Javed et al., 2017; van der Mee-
Marquet et al., 2017). Pierwszy z nich, Helicobacter caesarodunensis, to gatunek
zblizony do H. equorum. Opisano szczep tego gatunku, ktoéry spowodowat u cztowieka
zakazenie krwi (van der Mee-Marquet et al., 2017). Nowym zwierzecym gatunkiem
rodzaju Helicobacter atakujacym cztowieka jest H. pullorum, stanowigcy mikrobiote
przewodu pokarmowego ptakoéw (kurczakow, indykoéw, perliczek), szczurow czy
krolikow. U czlowieka zakazenia tym gatunkiem prowadza do rozwoju infekcji
jelitowych. Opisano rowniez przypadek bakteriemii u pacjenta z dolegliwosciami ze
strony uktadu pokarmowego W postaci bolu brzucha i obfitej biegunki. Zakazenia
dotyczyly zarowno osob immunokompetentnych jak iimmunoniekompetentnych.
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Zaobserwowano, ze wsrod Helicobacter izolowanych od pacjentow cierpigcych
z powodu choroby Les$niowskiego-Crohna dominuje H. pullorum (Javed et al., 2017).
H. suis, ktorego glownym rezerwuarem sg $winie, jest przenoszony na cztowieka przez
bezposredni lub posredni kontakt z tymi zwierzetami. Zrédto infekcji moze rowniez
stanowi¢ surowe i niedogotowane migso wieprzowe. Wykazywano obecnos$¢ tego
gatunku w przewodzie pokarmowym pacjentéw z zapaleniem i owrzodzeniami btony
Sluzowej zotadka i dwunastnicy (Blaecher et al., 2017; Joosten et al., 2013).
Wystepowanie tego patogenu u czlowieka powigzano jednoczes$nie z wyzszym
ryzykiem rozwoju chioniaka typu MALT (chtoniak tkanki limfatycznej zwigzanej
z btong Sluzowa, ang. Mucosa Associated Lymphoid Tissue Lymphoma) (Blaecher et
al., 2017).

Zakazenia ludzi powoduje takze gramujemny Campylobacter fetus, ktory
stanowi naturalng mikrobiote przewodu pokarmowego bydta oraz gadow, ale moze tez
powodowa¢ kampylobakteriozy narzadow plciowych bydla (C. fetus subsp.
venerealis). C. fetus jest jednak rzadko zglaszany jako przyczyna zakazen u ludzi.
Powoduje je przede wszystkim u osoéb z obnizong odpornos$cig, u ci¢zarnych i 0oséb
starszych. Z trzech podgatunkow: C. fetus subsp. fetus, C. fetus subsp. venerealis oraz
C. fetus subsp. testudinum wigkszo$¢ zakazen ludzi jest powodowana przez pierwszy
podgatunek. Zgtaszano powazne infekcje, w tym bakteriemi¢ izapalenie opon
moézgowo-rdzeniowych. Opisanego dopiero niedawno C. fetus subsp. testudinum
wyizolowano z kalu gadow, zotwi, wezy i jaszczurek. Zakazenia ludzi tym
podgatunkiem dotyczg gldwnie 0sob pochodzenia azjatyckiego i najprawdopodobniej
wynikajg z ekspozycji na gady lub tradycyjne azjatyckie potrawy (Patrick et al., 2013).

Wsérod  bakteryjnych patogenéw ryb wyrdznia si¢  wiele gatunkow
charakteryzujacych sie mozliwo$cig zakazania cztowieka. Czynnikami ryzyka jest
spozywanie surowych owocoOw morza, surowych ryb oraz zawodowe narazenie
zwigzane z ich hodowlg i obrobkg. Do zakazenia moze dochodzi¢ réwniez w wyniku
kontaktu uszkodzonej skory ze skazong wodg, wtym wodg akwariowg. Jednym
z nowych patogenow cztowieka w tej grupie jest Lactococcus garvieae. Bakterie tego
gatunku powodowaty zapalenie wsierdzia czy zapalenie pecherzyka zotciowego.
Jednak najpowszechniej zakazenia ludzi zwigzane z akwakulturag powodowane sa
przez pochodzace od zwierzat szczepy mykobakterii, m.in. Mycobacterium marinum.
U ludzi mogg one by¢ przyczyna ziarniniakowego zapalenia skory, ale i glgbszych
tkanek, prowadzac do zapalenia pochewki Sciggna, zapalenia kosci czy szpiku.
Przystosowanie tych pratkow do organizmu cztowieka hamuje jednak ich wrazliwos¢
na graniczng temperatur¢ Wzrostu, jaka jest dla nich 37°C (Gauthier, 2015).

Chlamydiozy spowodowane gatunkami zwierzecymi zdarzaja si¢ u ludzi
stosunkowo rzadko. Opisywanymi juz od wielu lat czynnikami etiologicznymi tych
zakazen sg Chlamydia felis czy Chlamydia psittaci. Jednak w ostatnim czasie opisano
u cztowieka Chlamydia caviae. Szczepy tego gatunku dotad izolowane byly jedynie
z przypadkow wtretowego zapalenia spojowek swinek morskich (Filcek et al., 2019).
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Zaniepokojenie budzi pojawienie si¢ u ludzi powaznych niekiedy zakazen
Bordetella hinzii. Przypadki przeniesienia tego patogenu od zwierzat prowadzity do
rozwoju réznorodnych infekcji: drog odechowych, drog zoétciowych, bakteriemii czy
zapalenia wsierdzia. Autorzy opisujacy te przypadki uznaja je za bardzo niepokojace,
poniewaz pateczki Bordetella sa juz mocno ustabilizowanymi patogenami czlowieka,
tatwo przenoszacymi si¢ miedzy ludzmi, stad zagrozenie tym nowym patogenem jest
znaczace (Launay et al., 2021).

Szczegdlnie liczne przyktady gatunkow, ktore sa na roznych etapach
przelamywania bariery mig¢dzygatunkowej 1 uzyskiwania zdolnosci zakazania
cztowieka mozna znalez¢é wérdd ziarenkowcow gramdodatnich.

W rodzaju Staphylococcus sg to przede wszystkim S. intermedius
i S. pseudintermedius (Pena et al., 2016). Nalezag one, obok S. delphini oraz
S. cornubiensis, do wydzielonej w oparciu o sekwencjonowanie genu 16S rRNA grupy
taksonomicznej SIG (grupa Staphylococcus intermedius, ang. Staphylococcus
intermedius group) (Bhooshan et al., 2020; Murray et al., 2018). Gatunek
S. intermedius stanowi mikrobiote psiej skory i pyska. W wyniku przeniesienia tego
patogenu na czlowieka poprzez ugryzienie dochodzito do rozwoju bakteriemii,
zapalenia ptuc, zapalenia stawOw czy zmian skornych (Pena et al., 2016). Gatunki
S. pseudintermedius iS. delphini sg komensalami zwierzat, a jako patogeny
oportunistyczne moga powodowac infekcje skory, ran i tkanek miekkich u zwierzat.
Nawet 90% zdrowych psow moze by¢ skolonizowanych przez S. pseudintermedius.
Zakazenia tym gatunkiem ludzi prowadzg najczesciej do infekcji skory, ran 1 tkanek
miekkich, ale mogg wystepowac takze infekcje inwazyjne - zapalenie wsierdzia czy
protez stawow (Bhooshan et al., 2020; Somayaji et al., 2016). W 2019r.
przedstawiono pierwszy przypadek infekcji cztowieka spowodowanej przez
S. delphini, gatunek wystepujacy zwykle u koni, gotebi i fasicowatych (Magleby et al.,
2019). W 2018 r. Murray i wsp. (Murray et al., 2018) opisali pierwszy przypadek
infekcji cztowieka spowodowanej przez S. cornubiensis, gatunek blisko spokrewniony
z S. intermedius. Pojedyncze izolacje u ludzi dotyczg rowniez S. kloosii, ktory jest
znanym patogenem zwierzgcym, gtownie krow i koz (Cuny et al., 2017).

W rodzaju Streptococcus jest wiele gatunkow, ktore, jak sie wydaje, poszerzaja
zakres wrazliwych gospodarzy (Baracco, 2019; Turner et al., 2019). W jego obrebie
wystepuja gatunki zwierzece ulokowane na réznych poziomach drabiny ewolucyjne;.
Jednym z gatunkéw paciorkowcoéw jest S. pyogenes, uznany typowy patogen
cztowieka. Patogenem zwierzat jest natomiast Streptococcus suis. Jednak gatunek ten
powoduje grozne odzwierzece infekcje a nawet epidemie wsrod ludzi. Chociaz nie
stwierdzono przenoszenia jego szczepéw miedzy ludzmi, znaleziono je u nosicieli
(Hlebowicz et al., 2019). Szczepy tego gatunku charakteryzuja si¢ duza zmiennoscia
struktury genowej, ale takze rdéznorodng budowag serotypu polisacharydu
otoczkowego, na podstawie ktorego wydzielane sg serotypy (Zhao et al., 2019). Jako
,howe wschodzace ludzkie patogeny” okresla si¢ kolejne gatunki paciorkowcow.
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Opisano, nieliczne jak dotad, przypadki infekcji spowodowane przez S. iniae.
Niepokoj budza takze zakazenia wsrdd ludzi powszechnie izolowanym z zakazen
bydta S. uberis, gatunkiem badanym w tej pracy (El Aamri et al., 2015; Eryildiz et al.,
2017). Takze szczepy podgatunkow S. equi powoduja pojedyncze zakazenia u ludzi.
Opisano takie przypadki u pacjentéw immunoniekompetentnych spowodowane przez
szczepy S. equi subsp. ruminatorum (Marchandin et al., 2007; Meyer et al., 2011),
a takze zakazenia S. equi subsp. equi (Torpiano et al., 2020; Wasniewska-WIlodarczyk
et al., 2022). Infekcje spowodowane przez te dwa podgatunki byly sporadyczne, ale
w przypadku S. equi subsp. zooepidemicus opisano juz kilkadziesigt infekcji ludzi,
ktoére rozwinely si¢ w wyniku bezposredniego kontaktu z konmi lub spozycia
skazonych produktow spozywczych (Kutsukutsa et al., 2019).

Wsrod gatunkow paciorkowcow grupy SBSEC (kompleks paciorkowcow
grupy Bovis/Equinus, ang. Streptococcus bovis/Streptococcus equinus group)
stanowigcych komensale przewodu pokarmowego réznych zwierzat wskazywane sg
takie, ktorych obecno$¢ w przewodzie pokarmowym cztowieka wigzana jest
z wigkszym ryzykiem rozwoju nowotworow przewodu pokarmowego, m.in. drog
z6lciowych czy jelita grubego. Przykladem takiego gatunku jest Streptococcus
gallolyticus (Kaindi et al., 2018; Lin et al., 2019), bedacy gatunkiem badanym w tej

pracy.

Paciorkowcem uznanym za gatunek o najszerszym zakresie zywicieli jest
S. canis. Gtownymi jego gospodarzami sg psy i koty, z ktorych infekcje przenoszg sie
na ludzi (Pagnossin et al., 2022).

Szczegdlng uwage badaczy zwraca w ostatnim czasie Streptococcus
dysgalactiae. Jego szczepy maja juz zdolno$¢ przenoszenia si¢ nie tylko miedzy
zwierzetami | zwierz¢tami a cztowiekiem, ale takze migdzy czlowiekiem
a cztowiekiem (Takahashi et al., 2017). Oba podgatunki Streptococcus dysgalactiae,
S. dysgalactiae subsp. equisimilis oraz S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae, sg
przedmiotem badan tej pracy i zostang omowione w dalszej jej czgsci.

1.2. Gatunki ziarenkowcow gramdodatnich stanowiace przedmiot
badan
Wsréd bakterii zwierzgecych o roéznym stopniu potencjatu patogennego
wzgledem ludzi w ramach niniejszej rozprawy analizowano cechy gatunkow z rodzaju
Streptococcus:  S. dysgalactiae, S. uberis, S. parauberis, S. gallolyticus oraz
Staphylococcus pseudintermedius.

1.2.1. Gatunki o potencjale zoonotycznym z rodzaju Streptococcus

1.2.1.1.  Streptococcus dysgalactiae
W obrebie gatunku Streptococcus dysgalactiae wyr6zniane sa dwa podgatunki
— S. dysgalactiae subsp. equisimilis (SDSE) oraz S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae
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(SDSD). Ze wzgledu na budowe wielocukru C w $cianie komorkowej, szczepy
podgatunku SDSE zaliczaja si¢ najczesciej do grup C i G, duzo rzadziej A i L wedhlug
Lancefield. Szczepy podgatunku SDSD to najczesciej grupa serologiczna C (Babbar
et al., 2018; Baracco, 2019; Vieira et al., 1998). Paciorkowce tego gatunku naleza do
grupy filogenetycznej Pyogenic (Gao et al., 2014). Wsrod szczepow S. dysgalactiae
wyroznia si¢ a-hemolizujagce i B-hemolizujace. Wprawdzie rodzaj powodowanej
hemolizy wskazuje si¢ jako element umozliwiajacy przyporzadkowanie do
podgatunku, jednak metoda ta moze nie by¢ wiarygodna (Koh et al., 2020). Poprawna
identyfikacje mozna przeprowadzi¢ z uzyciem kilku metod molekularnych np. przez
sekwencjonowania genu 16S rRNA, sodA, tuf, rpoB i recA. Sekwencjonowanie genu
16S rRNA wydaje si¢ jednak metoda o najwyzszym potencjale identyfikacyjnym
(Kosecka-Strojek et al., 2020).

Paciorkowce S. dysgalactiae mogg wchodzi¢ w sktad mikrobioty zwierzat jak
i ludzi (Acke et al., 2015; Jordal et al., 2015; Yung et al., 2019). Podgatunek SDSD
uznaje si¢ za czynnik etiologiczny takich zakazen zwierzat jak bydlece zapalenie
sutka, zespot wstrzasu toksycznego u bydla, zapalenie wielostawowe u jagniat,
bakteriemia u psow (Rato etal., 2011). Wsrdd nietoperzy, ktore uznaje si¢ za zwierzeta
0 wysokim potencjale rozprzestrzeniania patogendéw, Opisywano zapalenie mozgu,
ptuc czy posocznice (Mioni et al., 2018). Zakazenia ludzi, w ktérych czynnikiem
etiologicznym byly paciorkowce SDSD nie sg czeste, opisano zapalenie tkanki
tacznej, bakteriemie, infekcyjne zapalenie wsierdzia, a w opisie kazdego z nich
przedstawiono wiarygodny sposob identyfikacji genetycznej (Chennapragada et al.,
2018; Jordal et al., 2015; Koh et al., 2009).

Paciorkowce podgatunku SDSE takze wchodzg w sktad mikrobioty zwierzat
i zdrowych ludzi. Uwaza si¢, ze mogg one kolonizowaé zenskie narzady piciowe,
przewod pokarmowy, skorg i1 gardlo. U zwierzat (np. $win, koni, pséw 1 kotéw)
izolowane byly m. in. z nosa, gardta, migdatkoéw, skory i narzagdow piciowych (Acke
et al., 2015; Oh et al., 2018; Preziuso et al., 2010; Yung et al., 2019). Wang i wsp.
wykazali, ze szczepy powodujgce infekcje u ludzi majg podobne zestawy czynnikow
wirulencji jak szczepy wystepujace u nosicieli (Wang et al., 2016). Wykazano takze,
ze SDSE wyizolowane od ludzi i zwierzat, z niepowigzanych epidemiologicznie
zrédel, dysponuja takimi samymi wzorami uzyskanymi metoda genotypowania PFGE
(elektroforeza zelowa w polu pulsacyjnym, ang. Pulsed Field Gel Electrophoresis)
(Silva et al., 2015). Szczepy tego podgatunku moga przenosi¢ si¢ pomiedzy
zwierzetami oraz miedzy zwierzetami a ludzmi. Infekcje ludzi, ktorych czynnikami
etiologicznymi sg SDSE uwaza si¢ za oportunistyczne (Baracco, 2019; Rodriguez-
Munoz et al., 2019). Sa to najczgsciej infekcje skory czy zapalenia migdatkow, ale
opisywano tez przypadki cigzkiego martwiczego zapalenia powigzi, bakteriemii,
infekcyjnego zapalenia wsierdzia, zapalenia opon moézgowo-rdzeniowych, zespotu
szoku toksycznego, zapalenia stawow, kosci i Szpiku, poporodowej posocznicy
(Baracco, 2019; Rantala, 2014). Szczepy SDSE izolowane byly takze jako czynniki
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etiologiczne zakazen u zwierzat — u prosiat byly przyczyng rozsianej infekcji
obejmujacej kulawizng, ropne zapalenie stawow, zapalenie mozgu oraz
wieloogniskowe ropnie w nerkach i sercu, u zrebiat — powodowaty zakazenia uktadu
oddechowego, u kéz zakazenia wielostawowe (Preziuso et al., 2010).

1.2.1.2.  Streptococcus uberis

Paciorkowcow identyfikowanych jako Streptococcus uberis nie udaje si¢
zaklasyfikowa¢ ani do grupy serologicznej wedlug Lancefield ani do grupy
filogenetycznej. Gatunek ten jest problematyczny takze ze wzgledu na trudnosé
identyfikacji metodami fenotypowymi. Wskazuje si¢ przydatnos¢ oceny zdolnosci
hydrolizy eskuliny, fermentacji inuliny, mannitolu i hydrolizy hipuranu sodu. Dla
w pelni wiarygodnej identyfikacji zaleca si¢ jednak zastosowanie metod genetycznych
(Eryildiz et al., 2017).

Paciorkowce te uznawane sg za bakterie srodowiskowe, moga znajdowac sig
W odchodach zwierzat i $cidlce, izolowano je rowniez z miejsc przebywania zwierzat
gospodarskich np. pastwisk (McDougall et al., 2020; Oliver et al., 2011). Wymienione
miejsca bytowania tych mikroorganizmow, skazona woda oraz niewlasciwa higiena
automatycznych systemoéw dojenia mogg by¢ zrodtami zakazenia u zwierzat (Eryildiz
etal., 2017; Haenni et al., 2018; Luo et al., 2017; Werner et al., 2018). S. uberis maja
zdolno$¢ kolonizowania organizmow zwierzecych, najczesciej krow. Izolowano je
m. in. ze zwacza, migdatkow, narzagdow plciowych, w tym gruczotu sutkowego.
Uznaje si¢ je za jedng z glownych przyczyn zapalenia wymion u kréw a takze owiec,
koz 1 koni (Dore et al., 2016; Haenni et al., 2018; Meriglier et al., 2018). Pojedyncze
przypadki dotyczyty poronien wsrod bydta oraz infekcji u ryb (Di Blasio et al., 2019;
Luo et al., 2017).

Paciorkowce identyfikowane jako S. uberis izolowano takze z materiatow
Klinicznych od ludzi. Opisano do tej pory kilka przypadkow infekcji, ktore
obejmowaty zapalenie wsierdzia, bakteriemi¢, zakazenie dolnych drég oddechowych,
zapalenie szpiku. W kazdym przypadku stwierdzono kontakt chorego ze zwierzetami
gospodarskimi (Eryildiz et al., 2017; Meriglier et al., 2018; Valentiny et al., 2015).
Badania sugeruja rowniez, ze S. uberis mogg by¢ komensalami jamy ustnej cztowieka,
ich obecnos$¢ stwierdzano po zabiegach przyzebia (Kessel & Wittenberg, 2008;
Meriglier et al., 2018).

1.2.1.3.  Streptococcus parauberis
Gatunek ten powstal w wyniku odtaczenia jednego z genotypow S. uberis.
Podobnie jak w przypadku S. uberis identyfikacja fenotypowa jest bardzo trudna.
Wskazuje si¢ jedynie na jedng réznicg¢ miedzy tymi dwoma gatunkami bakterii —
w przeciwienstwie do S. uberis nie ma on zdolnosci wytwarzania -D-glukuronidazy.
W identyfikacji S. parauberis zalecane jest uzycie metod molekularnych (Oliver et al.,
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2011; Zhang et al., 2020). Gatunek ten uznawany jest za patogen ryb, zakazenia
prowadza u nich do przekrwienia watroby, $ledziony, nerek a takze zapalenia opon
mozgowo-rdzeniowych, osierdzia i sepsy. Wymieniany jest tez jako rzadka przyczyna
zapalenia wymion (Kim et al., 2017; Torres-Corral & Santos, 2020). Infekcje ludzi sa
niezwykle rzadkie, najczgsciej sa to zakazenia ran po kontakcie z chorym zwierzgciem
(Huan et al., 2020).

1.2.1.4.  Streptococcus gallolyticus

Bakterie gatunku Streptococcus gallolyticus zaliczane sg do filogenetycznej
grupy Bovis paciorkowcow i typujg si¢ jako grupa D wedlug Lancefield. Nalezg do
kompleksu SBSEC, czyli Streptococcus bovis/Streptococcus equinus complex, grupy
niehemolizujacych paciorkowcow, ktorych nomenklatura zmieniata si¢ dynamicznie
na przestrzeni ostatnich lat. Ze wzgledu na duza zmiennos$¢ fenotypowa gatunkoéw
nalezacych do kompleksu SBSEC zaleca si¢ stosowanie W identyfikacji metod
molekularnych. W obrebie tego gatunku wyrdznia si¢ trzy podgatunki: S. gallolyticus
subsp. gallolyticus, S. gallolyticus subsp. pasteurianus oraz S. gallolyticus subsp.
macedonicus (Pompilio et al., 2019).

Paciorkowce podgatunku S. gallolyticus subsp. macedonicus izolowane sg
z mleka ifermentowanych produktéw mlecznych i majg niewielki potencjat
chorobotworczy. Opisano tylko jeden przypadek infekcji S. gallolyticus subsp.
macedonicus u cztowieka (zapalenie wsierdzia), nie stwierdzono przypadkow zakazen
u zwierzat (Malkin et al., 2008). Podgatunek S. gallolyticus subsp. pasteurianus ma
szeroki zakres gospodarzy. Sugeruje si¢ znaczny potencjal odzwierzecy tych bakterii
w kontaktach bezposrednich i przenoszenie ich drogg fekalno-oralng. Szczepy
izolowane z produktow spozywczych, od zwierzat 1 od ludzi sg sobie bardzo bliskie
filogenetycznie. Wsrdéd zwierzat stanowig one komensale zwacza i jelit, gdzie
wspomagajg procesy trawienne, ale uznawane sg tez za ich patogeny oportunistyczne
odpowiedzialne za zesp6t neurologiczny nowonarodzonych zwierzat, ropne zapalenie
opon mézgowo-rdzeniowych, zapalenie wsierdzia czy posocznice (Trotta et al., 2019).
Opisano takze kilkadziesigt przypadkow powaznych zakazen ludzi, ktorych
czynnikami etiologicznymi byly szczepy z podgatunku S. gallolyticus subsp.
pasteurianus. Patogen ten moze by¢ przyczyng infekcji noworodkéw — ciezkiej
posocznicy oraz zapalenia opon moézgowo-rdzeniowych. Infekcje noworodkow
zwigzane sg prawdopodobnie z nosicielstwem tych paciorkowcow w pochwie kobiet
oraz ich obecnoscig w mleku kobiecym. Pojedyncze przypadki dotyczyty zapalen ptuc
oraz zapalen wsierdzia. Wsrod dorostych odnotowano ponadto zapalenie kosci,
szpiku, otrzewnej oraz ropnie narzadow litych przewodu pokarmowego. Czgsta
izolacja bakterii S. gallolyticus subsp. pasteurianus dotyczy rowniez 0sob z cukrzyca
1 wystepujacych u tych pacjentow infekcji drég moczowych. Odnotowano takze
przypadki zakazen drog zotciowych. Bakterie tego podgatunku izolowano rowniez
w przypadkach nowotworéow przewodu pokarmowego, zotadka, trzustki, watroby,
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jelita grubego oraz najczgsciej drog zotciowych (Lietal., 2019; Matsubara et al., 2015;
Trotta et al., 2019). Wykazano roznice geograficzne w czestosci izolacji S. gallolyticus
subsp. pasteurianus i S. gallolyticus subsp. gallolyticus. Pierwszy jest czesta
przyczyna zapalenia wsierdzia w krajach azjatyckich, a drugi czesciej izolowany na
terenie Europy (Trotta et al., 2019). Podgatunek S. gallolyticus subsp. gallolyticus ma
takze znaczny potencjat przenoszenia od zwierzat. Zidentyfikowano te same typy
sekwencyjne oraz te same objawy kliniczne zakazen w organizmach ludzi i zwierzat.
Przenoszenie tych paciorkowcow odbywa si¢ drogg kropelkowa lub bezposrednio
z powierzchni zanieczyszczonych bakteriami. Szczegdlne znaczenie ma bliski
bezposredni kontakt. Zywno$¢ pochodzenia zwierzecego takze moze by¢ zrodlem
kolonizacji organizmu ludzkiego. Kolonizacja zwierzat dotyczy do 90% populacji,
a u ludzi ok. 3-15%. Przyczyng rozwoju infekcji zaréwno u ludzi jak i u zwierzat moze
stanowiC translokacja bakterii z jelit. Przypadki zakazen S. gallolyticus subsp.
gallolyticus dotycza najczg$ciej matych zwierzat, u ktorych obserwowano ropne
zmiany narzagdowe, krwotoki w tetnicy plucnej 1 zastawce aorty, zapalenie wsierdzia
czy zapalenie opon mozgowo-rdzeniowych. U ludzi patogeny te powoduja zapalenia
wsierdzia lub bakteriemie, opisano takze pojedyncze przypadki zapalenia opon
moézgowo-rdzeniowych (Aydin et al., 2019; Dumke et al., 2017; Rizzo et al., 2019).
Jednak najbardziej znaczacy wydaje si¢ zwigzek wystepowania bakterii S. gallolyticus
subsp. gallolyticus z rozwojem nowotworow jelita grubego, gruczolakow. U blisko
65% pacjentdow z inwazyjnymi zakazeniami, gdzie czynnikiem etiologicznym bytly
bakterie tego podgatunku, istniato wysokie ryzyko rozwoju nowotworu. Obecno$é
w okreznicy S. gallolyticus subsp. gallolyticus byta 10-krotnie wyzsza u o0sob
Z chorobg nowotworowg niz u 0sob zdrowych (Kumar et al., 2018; Lin et al., 2019).
Badania wskazujg, ze wystepujace w komorkach S. gallolyticus subsp. gallolyticus
biatko Gallo2178 ma znaczacy wptyw na proces rozwoju nowotworu jelita grubego
(Butt et al., 2018).

1.2.2. Potencjal zoonotyczny Staphylococcus pseudintermedius

W ostatnich latach pojawity si¢ nowe wazne patogeny cztowieka z rodzaju
Staphylococcus. Jednym z nich jest znany od dawna w medycynie weterynaryjnej
zwierzat towarzyszacych Staphylococcus pseudintermedius. Nalezy on do grupy SIG
obejmujacej trzy inne gatunki gronkowcow — S.intermedius, S. delphini,
S. cornubiensis, ktore zwigzane sg z réznymi gatunkami zywicieli — norkami, konmi,
krowami czy gotebiami. Wszystkie trzy gatunki to bakterie koagulazododatnie (Ben
Zakour et al., 2012). Wobec tego faktu zakazenia nimi moga by¢ falszywie uznawane
za infekcje S. aureus. Fenotypowe odroznienie bakterii tej grupy od S. aureus mozliwe
jest zuzyciem testu B-galaktozydazy oraz testu aktywnosci peptydazy pirolidonylowe;j
(PYR, ang. pyrrolidonyl-aryl-amidase) (Magleby et al., 2019; Viau et al., 2015).
Trudno$¢ diagnostyczng stanowi prawidlowa identyfikacja i1 odréznienie gatunkow
S. pseudintermedius oraz S. intermedius, co mozliwe jest dopiero z zastosowaniem
badan molekularnych.
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S. pseudintermedius kolonizuja skore i btony Sluzowe zdrowych zwierzat, ale
sg tez ich patogenami oportunistycznymi, powodujac infekcje skory, tkanek migkkich
oraz zapalenia ucha zwlaszcza u psow, rzadziej wérod kotow (Aslantas et al., 2023).
Szczepy komensalne maja zdolno$¢ ewoluowania w szczepy patogenne (Fabregas et
al.). W badaniach wykazano réwniez osiagajaca kilka procent zdolno$¢ kolonizacji
przez S. pseudintermedius organizméw ludzi (Cuny et al., 2022). Infekcje
S. pseudintermedius u ludzi powstaja najczesciej jako wynik ugryzienia lub
przeniesienia patogenu ze skory zwierzgcia na nowego gospodarza. W wyniku takiego
zakazenia moze dochodzi¢ do rozwoju powierzchownych infekcji skory, ale takze
zapalenia wsierdzia, zapalenia phuc, septycznego zapalenia stawow czy bakteriemii.
Uwaza si¢ takze, ze S. pseudintermedius moze by¢ czynnikiem etiologicznym zatrué¢
pokarmowych ze wzgledu na zdolno$¢ wytwarzania enterotoksyn (Ben Zakour et al.,
2012; Viau et al., 2015).

W ostatnich latach nowymi ludzkimi patogenami, przeniesionymi
z organizméw kotow i psow, staly sie rowniez koagulazododatnie S. delphini oraz
S. cornubiensis (Magleby et al., 2019; Murray et al., 2018).

1.3. Patogeneza zakazen i czynniki chorobotwérczosci ziarenkowcow
z rodzajow Streptococcus i Staphylococcus stanowiacych przedmiot

badan
Wiérod rodzaju Streptococcus i Staphylococcus jest wiele gatunkow bakterii,
ktorych obserwacja pozwala przypuszczaé, ze mogg nicbawem przetamac bariery
ochronne nowego gospodarza. Bakterie te dysponujg szerokg gamg czynnikow
wirulencji (Abdullahi et al., 2022; Fulde & Valentin-Weigand, 2013). Pojemny
pangenom oraz fatwos¢ ulegania zmiennosci umozliwia bakteriom przystosowanie si¢
do nowych warunkow srodowiska oraz gospodarzy (Fabregas et al.; Shelyakin et al.,

2019).

1.3.1. Rodzaj Streptococcus

Proces rozwoju infekcji paciorkowcowych jest ztozony i angazuje szereg
czynnikow. Jego przebieg zalezy zarowno od whasciwosci patogenu jak i organizmu
gospodarza. Wsrdd jego etapdw wyrodznia si¢ przyleganie w pierwotnym miejscu
zakazenia, kolonizacj¢ oraz inwazje (Castro & Dorfmueller, 2021). Czynniki
wirulencji w przypadku tych bakterii stanowig adhezyny, toksyny oraz czynniki
wplywajace na rozprzestrzenianie w tkankach 1 zakldcanie odpowiedzi
immunologicznej gospodarza — unikanie uktadu odpornosciowego gospodarza,
a takze oporno$¢ na fagocytoze (Rojo-Bezares et al., 2021). Gatunki, a w ich obrgbie
takze w réznym stopniu szczepy paciorkowcoOw, wyposazone moga by¢ w odmienne
czynniki wirulencji umozliwiajace im kolonizacj¢, rozprzestrzenianie 1 inwazj¢
roznych gospodarzy. Nabywanie nowych cech wirulencji pozwala na lepsze
przystosowanie si¢ do nowego zywiciela. Przezycie bakterii zarbwno w organizmie
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dotychczasowego, jak i1 nowego gospodarza wymaga nieprzerwanego cyklu
przenoszenia (Turner et al., 2019; Wolfe et al., 2007).

W rodzaju Streptococcus szeroko poznana i opisana jest chorobotworczo$é
gatunkow od dawna uznanych za patogeny czlowieka, przede wszystkim S. pyogenes.
Badania czynnikéw wplywajacych na chorobotworczos$¢ innych, w tym takze nowo
zagrazajacych cztowiekowi gatunkéw, sa odnoszone do tych, ktore uczestnicza
W patogenezie zakazen wilasnie S. pyogenes (Beres et al., 2023; Kim et al., 2018).
Odnoszenie si¢ do cech tego gatunku uzasadniajg badania genetyczne wskazujace na
duze podobienstwo genomow roznych paciorkowcow do jego szerokiego pangenomu
(Watanabe et al., 2016).

1.3.1.1. Wytwarzane przez paciorkowce substancje wplywajace na
proces adhezji i kolonizacji gospodarza i zapoczatkowujace ich
inwazje

Przytaczanie bakterii do tkanek gospodarza i poczatek kolonizacji utatwia
wiele czynnikdw wytwarzanych przez paciorkowce. Procesy te nastepuja
sekwencyjnie, czgsto zudzialem tych samych, wielozadaniowych skladowych,
0 ktorych bedzie mowa w tym i nastgpnym rozdziale. Prowadza one do kolejnych
etapow - inwazji rozumianej jako przenikanie migdzy komorkami gospodarza, ale tez
inwazji polegajacej na hamowaniu dziatania jego uktadu immunologicznego oraz

bezposredniego dziatania bakteryjnych biatkowych toksyn.

Jednymi z najwazniejszych czynnikow zapoczatkowujacych i poglebiajacych
te procesy sg biatka M i biatka M-podobne (M-like). Bialka te wystepujace u bakterii
z rodzaju Streptococcus utatwiajg proces adhezji, wigzac si¢ ze strukturami glikanow
komorek gospodarza. Ich znaczenie wigze sie¢ w najwickszym stopniu z efektami
immunomodulacyjnymi. Biatka M majg wlasciwos¢ taczenia si¢ z plazminogenem
i fiborynogenem, dzigki czemu bakterie unikajg wrodzonej i nabytej odpowiedzi uktadu
immunologicznego (Mills & Ghosh, 2021). U paciorkowcéw grupy C Lancefield, do
ktorych zalicza si¢ miedzy innymi S. dysgalactiae, wykryto szczegdlne biatko M-
podobne - tzw. biatko PAM. Ma ono zdolno$¢ wigzania si¢ z biatkami surowicy takimi
jak fibrynogen i alouminy, ale aktywacja plazminogenu z jego udziatem zachodzi przy
wspoltpracy ze streptokinazg. Adhezja tych paciorkowcow do komorek nosogardzieli
wigzana jest wlasnie z potaczeniem biatek M-podobnych z ludzkim plazminogenem.
Inne rodzaje biatek M-podobnych ze wzglgdu na inng budowe sekwencji peptydow je
tworzacych majg zdolno$¢ wigzania si¢ z kolagenem (Obszanska et al., 2014).
Struktura genu emm kodujacego biatko M jest bardzo zrdznicowana i pozwala na
ustalanie podobienstwa szczepow w obrebie gatunku. Sekwencjonowanie tego genu
jest wykorzystywane w molekularnych badaniach epidemiologicznych w przypadkach
ognisk zakazen S. dysgalactiae subsp. equisimilis (Takahashi et al., 2011).

Strona | 20



Podobnie jak u wielu innych bakterii proces adhezji do tkanek paciorkowcow
wspierajg wytwarzane przez nie powierzchniowe biatka wigzace macierz komorkowa
gospodarza (ang. microbial surface components recognizing adhesive matrix
molecules, MSCRAMM ). Bakterie wytwarzaja ligandy dla keratyny, fibrynogenu,
fibronektyny, witronektyny, lamininy, kolagenu czy albuminy (Obszanska et al., 2014;
Rato et al., 2011). Wykazano zwigkszone przyleganie takze w obecnosci laktoferyny
(Fessia & Odierno, 2021). Wsrod paciorkowcow grupy SBSEC silng zdolno$é
przylegania do kolagenu wykazujg szczepy S. gallolyticus subsp. gallolyticus.
Obserwuje si¢ to zwlaszcza w przypadku kolagenu I, w mniejszym stopniu wobec
kolagenu IV, V, fibrynogenu i fibronektyny. Zdolno$¢ ta wynika z wytwarzania przez
nie adhezyn paciorkowcowych — histonopodobnego biatka A (HIpA), ktore umozliwia
przyleganie do komorek nowotworowych, czynnika wigzacego fibrynogen (FimB)
oraz pili (Jans et al., 2015). Czynniki te, a szczegolnie biatka pili - PillA i Pil3
wydtuzajg kaskade krzepniecia krwi, co prowadzi do skuteczniejszej kolonizacji
uszkodzonych miejsc w organizmie gospodarza. Wazng obserwacja w kontek$cie
poszukiwania odmiennosci szczepow atakujacych ludzi jest wykazanie, ze kompletne
loci pilusow majg tylko szczepy wyizolowane z krwi od ludzi. Pili te poza adhezja
przyczyniajg si¢ do translokacji komorek bakteryjnych z przewodu pokarmowego do
Krwi gospodarza, a takze unikania odporno$ci czy wigzania kolagenu w innych
tkankach m. in. na zastawkach serca. S. gallolyticus posiadajace komplet loci pilusow
to bakterie 0 najwigkszym potencjale zjadliwosci w tej grupie paciorkowcow (Jans &
Boleij, 2018).

W  pracach opisujacych chorobotworczos¢ gatunkéw 1 szczepow
paciorkowcow zwierzecych od niedawna dopiero izolowanych od ludzi wskazuje si¢
na obecnos¢ adhezyn takich jak biatka wigzace lamining, fibronektyne, domniemane
biatka wigzgce kolagen oraz enzymy, np. dehydrogenaze 3-fosforanu gliceraldehydu
posredniczace w przytaczaniu komorek bakterii do komorek ludzkich (Lo & Cheng,
2015; Lother et al., 2017; Rato et al., 2011).

Czynnikiem wirulencji wplywajacym na proces kolonizacji jest tez otoczka
hialuronowa posredniczaca m. in. w przyleganiu do powierzchni nabtonka gardta
i skory. Obecna u S. pyogenes bezposrednio wigze si¢ z glikoproteing CD44 obecng
na powierzchni ludzkich komorek. Utatwia to inwazj¢, poniewaz tak jak w przypadku
streptolizyn oraz egzotoksyny B, prowadzi do uszkodzenia potaczen pomig¢dzy
komorkami gospodarza i dalszej penetracji. Otoczka hialuronowa nie stanowi jednak
czynnika wirulencji wszystkich gatunkow czy szczepdw paciorkowcow, co wigzane
jest z okreslonym typem biatka M lub biatka M-podobnego (Brouwer et al., 2023).
Otoczka u réznych gatunkow nie zawsze sklada si¢ z hialuronianu jako glownej
sktadowej — w przypadku paciorkowcow B-hemolizujacych czy S. pneumoniae
otoczka jest wielocukrowa (Obszanska et al., 2014).

Waznym enzymem wplywajacym na rozprzestrzenienie si¢ bakterii jest
réwniez hialuronidaza (Lo & Cheng, 2015; Lother et al., 2017). Gen hyIB kodujacy
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hialuronidaze wystepuje powszechnie wsrdd paciorkowcow. Hialuronidaza wptywa
jednak nie tylko na niszczenie tkanek i przezycie wewnatrzkomérkowe komorek
bakterii, ale takze na zwigkszong ekspresje cytokin prozapalnych (Xu et al., 2021).

Zdolno$¢ tworzenia biofilmu przez bakterie rodzaju Streptococcus rowniez ma
duze znaczenie dla kolonizacji. Istotng rolg w jego tworzeniu ma obecnos¢ i ekspresja
takich determinant wirulencji jak biatko regulatorowe biofilmu (BrpA), biatko A
wigzace fibronektyne (FbpA), proteaza serynowa (HtrA) i prekursor streptolizyny S
(Alves-Barroco, Botelho, et al., 2022). W grupie paciorkowcoéw SBSEC do tworzenia
biofilmu przyczyniaja si¢ takze glukozylotranferazy odpowiedzialne za synteze¢
egzopolisacharydu (Jans et al., 2015).

Funkcje adhezyjng w opanowywaniu tkanek petni réwniez peptydaza Scp. Ma
ona zdolnos$¢ wigzania fibronektyny, ale bierze udziat tez w kolejnych etapach inwazji
— trawieniu biatek gospodarza oraz inaktywacji sktadowych uktadu dopeiniacza
gospodarza. Jej obecno$¢ stwierdzono u paciorkowcow grup A, B, C i G wg
Lancefield. Wskazuje si¢ na wysoka konserwatywnos$¢ genu scp wsrod catego rodzaju
Streptococcus. Fibrynogen czy biatka macierzy zewnatrzkomoérkowej oraz inne
chemokiny trawione sg takze za pomocg innej proteazy serynowej CspA, podobnej do
biatka SpyCEP wystepujacego u szczepdéw grupy A wedlug Lancefield (Bryan &
Shelver, 2009). Peptydaza ta pelni wiec role zardwno adhezyny jak i inwazyny. Wsrod
szczepow S. pyogenes zaobserwowano jej wplyw na hamowanie naptywu leukocytow
(Fessia & Odierno, 2021).

Kluczowa role w patogenezie zakazen paciorkowcowych odgrywa
streptokinaza. Pos$réd innych aktywatoréw plazminogenu, streptokinaze wyrdznia
brak wewnetrznej aktywnosci enzymatycznej. Poprzez stymulacje proteolizy biatek
obronnych gospodarza, wspomaga ona rozprzestrzenianie si¢ bakterii (Nitzsche et al.,
2016). Streptokinaza, prowadzac do przeksztalcenia plazminogenu w plazming,
aktywny enzym proteolityczny, bierze takze udzial w reakcjach katabolicznych
wiokien fibrynowych 1 innych bialek macierzy zewnatrzkomorkowej, np.
fibronektyny czy lamininy. Ekspresja streptokinazy zalezna jest od dwdch systemow
regulacyjnych CovRS oraz FasCAX (Andreoni et al., 2018; Obszanska et al., 2014).
Streptokinaza odgrywa najwazniejsza rol¢ w rozwoju zakazen inwazyjnych. Wysoki
poziom jej aktywnos$ci moze promowac rozw0j martwiczego zapalenia powigzi
(Andreoni et al., 2018). U S. uberis plazmina zwicksza dodatkowo zdolnoS$ci
kolonizacyjne tych bakterii, a ze wzglgdu na swoje wlasciwosci proteolityczne, w tym
zdolnos$¢ rozkladu bialek mleka, przyczynia si¢ takze do pozyskiwania sktadnikow
odzywczych (Loures et al., 2017).
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1.3.1.2. Hamowanie dzialania ukladu immunologicznego
gospodarza i dzialanie toksyczne paciorkowcow
Opisane powyzej czynniki i mechanizmy nierozdzielnie wigza si¢ w procesie
patogenezy z oddziatywaniem produktow bakteryjnych z ukladem immunologicznym
1 ich toksyczno$cig. Wptywajace na adhezje i proces kolonizacji hialuronowe otoczki
jednoczesnie ostaniaja komorki bakterii, znaczaco zwigkszajac zjadliwos¢ 1 opornosé
na fagocytoze poprzez zmniejszenie mozliwosci wigzania czynnika C3 dopetniacza
(Wessels, 2019). Uszkodzenie tkanek gospodarza, zapoczatkowane w procesie
kolonizacji, prowadzi do aktywacji odpowiedzi immunologicznej gospodarza.
Dochodzi do uwolnienia katelicydyny (LL-37, ang. cathelicidin LL-37) czy interleukin
(IL-8, ang. interleukin-8). Do =zaburzajacych t¢ aktywno$¢ paciorkowcowych
czynnikow wirulencji nalezy egzotoksyna B (ang. streptococcal pyrogenic exotoxin B,
SpeB). To proteinaza serynowa o szerokiej specyficzno$ci substratowej — toksyna ta
ma zdolnos$¢ rozktadu wielu biatek gospodarza — biatek bariery miedzykomorkowe;j
pomiedzy komorkami nablonka, macierzy zewnatrzkomorkowej gospodarza,
sktadnikow dopetniacza (np. C3), ludzkiej immunoglobuliny, katelicydyny oraz
chemokin. Wskazuje si¢ takze na jej zdolno$¢ do aktywacji prekursorow interleukin
(IL-1pB oraz IL-36y). Sg one uznawane za krytyczne cytokiny prozapalne w procesie
odpowiedzi immunologicznej na infekcje. Egzotoksyna B indukuje takze piroptoze,
czyli zaprogramowang lityczng $mier¢ komorek prozapalnych. Toksyna powoduje
rozszczepienie gasderminy A (Andreoni et al., 2018; Brouwer et al., 2023).
Gasdermina A odpowiada za tworzenie poréow w blonach komorkowych, co
umozliwia sekrecje cytokin prozapalnych z grupy interleukin (Kuc-Ciepluch et al.,
2021).

Wytwarzane przez paciorkowce proteinazy, w tym proteinaza otoczki
(SpyCEP) oraz peptydaza sktadowej dopetliacza C5a (Scp), réwniez degraduja
mediatory i sktadowe odpowiedzi immunologicznej gospodarza. Proteinazy otoczki
degraduja interleukiny IL-8, a Scp sktadowg Cba dopetniacza, co doprowadza do
uposledzenia aktywacji neutrofili (Andreoni et al., 2018; Obszanska et al., 2014).
Sktadowe uktadu dopekliacza inaktywowane sa réwniez za pomoca biatka SIC
(paciorkowcowy inhibitor dopetniacza, ang. streptococcal inhibitor of complement),
zaklocajac proces cytolizy. Homologi tego genu wykrywane sg zaréwno wsrod
szczepOw S. pyogenes jak rowniez S. dysgalactiae subsp. equisimilis (Hule et al., 2015;
Lo & Cheng, 2015).

Wiele gatunkéw paciorkowcoéw ma zdolno$¢ wytwarzania hemolizyn, ktore
odgrywaja niekiedy kluczowa role w patogenezie zakazen. Ich wytwarzanie
i aktywno$¢ wigzane sg z uszkodzeniem tkanek migkkich, inwazjg tkanek, jak
i aktywacja odpowiedzi prozapalnej pozwalajacej bakteriom na przejscie przez bariery
— nabtonek-§rodbtonek oraz krew-moézg. Streptolizyny S (SLS, ang. streptolysin S)
i O (SLO, ang. streptolysin O) sa silnymi toksynami cytolitycznymi, ktére powoduja
powstawanie porow w blonach komorek eukariotycznych. Doprowadzaja do
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uszkodzenia nie tylko krwinek czerwonych, ale i komorek nabtonkowych oraz
odpornosciowych. Streptolizyna S jednocze$nie hamuje rekrutacj¢ neutrofili i ich
aktywno$¢ bakteriobdjcza — wplywa na uwalnianie biatka zwigzanego z kalcytoning
w zakazonych tkankach. Wskazuje si¢ na to, ze moze ona brac takze udzial w rozwoju
martwiczych zakazen tkanek migkkich. Ponadto, jednym z miejsc docelowych
dziatania SLS jest obwodowy uktad nerwowy — w wyniku dziatania toksyny dochodzi
do aktywacji neurondéw czuciowych. Toksyna ta hamuje tez aktywnos$¢ komoérek
odpornosciowych, co prowadzi do zwigkszenia przezycia bakterii podczas infekcji
(Besancon et al., 2021; Lo & Cheng, 2015; Obszanska et al., 2014).

Dziatanie uktadu immunologicznego gospodarza zaburza rowniez aktywnosc¢
paciorkowcowej toksyny streptolizyny O. Zapobiega ona dojrzewaniu fagolizosomow
oraz umozliwia przezycie w makrofagach . Aktywnos¢ tej toksyny zalezna jest od
cholesterolu wystepujacego na blonach komoérkowych gospodarza. Cytolizyna ta
tworzy pory iw konsekwencji prowadzi do lizy komorek. Wystepuje roéwniez
wspotzaleznosé jej dziatania z glikohydrolazg dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego  (NADaza). NADaza pelni role ko-toksyny
odpowiadajacej za wykorzystywanie energii komorkowej gospodarza, co rowniez
promuje przezycie wewnatrzkomorkowe bakterii, zwigksza cytotoksycznos¢
w makrofagach i komorkach nabtonka. Enzym ten prowadzi rowniez do fragmentacji
aparatow Golgiego. Wysoka aktywno$¢ NADazy jest obserwowana w szczepach
bezotoczkowych (Nozawa et al., 2021; Shumba et al., 2019).

W opisywanych procesach hamowania aktywnosci uktadu odpornosciowego
bierze tez udzial biatko M. Jego rola polega na tgczeniu si¢ z erytrocytami, ktore ulegly
lizie w wyniku dziatania streptolizyny S i streptolizyny O. Biatko M wyzwala ponadto
apoptoze makrofagow, dzieki sprowokowaniu wydzielenia cytokin prozapalnych —
interleukin IL1pB oraz IL18. Podobng funkcj¢ pelig réwniez dodatkowo NADazy.
Zabicie paciorkowcoéw uniemozliwiaja tez wytwarzane przez nie deoksyrybonukleazy
(DNazy). Te doprowadzajg do degradacji struktur DNA pokrytych histonami
i proteazami wydzielanych z neutrofili, tzw. zewnatrzkomoérkowych putapek neutrofili
(ang. neutrophil extracellular traps, NETS), co prowadzi do obnizenia ich aktywnosci
bojczej (Filipczak et al., 2023; Tanaka et al., 2020).

Znaczgce zaburzenie dziatania uktadu immunologicznego gospodarza
powoduja wytwarzane przez bakterie z rodzaju Streptococcus immunomodulujace
egzotoksyny pirogenne - superantygeny. Powoduja one nadmierng mobilizacje¢
nabytego mechanizmu dzialania ukladu immunologicznego, wywotujac
niespecyficzng aktywacje limfocytow T i powstanie tzw. burzy cytokinowej.
Mobilizacja ta wynika z taczenia regionéw zmiennych tancuchow B receptorow
limfocytow T z czasteczkami MHC (glowny uktad zgodnosci tkankowej, ang. major
histocompatibility complex) klasy I komorek prezentujacych antygen, co skutkuje ta
aktywacja. Opisano szereg réznych superantygenéw wytwarzanych przez szczepy
paciorkowcow. Ich aktywnos$¢ prowadzi¢ moze do rozwoju chorob o specyficznym
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przebiegu. Obecnos¢ SpeA (paciorkowcowa pirogenna egzotoksyna A, ang.
streptococcal pyrogenic exotoxin A), SpeC (paciorkowcowa pirogenna egzotoksyna
C, ang. streptococcal pyrogenic exotoxin C) czy SSA (superantygen paciorkowcowy,
ang. streptococcal superantigen) wigzana jest z wywolywana przez S. pyogenes
szkarlatyna czy zespotem wstrzasu toksycznego (McCormick et al., 2001; Reglinski
et al., 2019). Opisano takze superantygeny wytwarzane przez S. dysgalactiae subsp.
equisimilis. Jednym z najczgéciej wystepujacych jest spegg (paciorkowcowa
pirogenna egzotoksyna G, ang. streptococcal pyrogenic exotoxin G) (Lo & Cheng,
2015; Rojo-Bezares et al., 2021; Traverso et al., 2016). Jednoczesne wystepowanie
genu tej toksyny i genu streptolizyny S wigzane jest z rozwojem chorob inwazyjnych
powodowanych przez S. pyogenes. Geny te wystepuja rowniez wsrdd izolatow
S. dysgalactiae, zarowno od ludzi iod zwierzat (Rato et al., 2011). Stwierdzono
jednak, ze superantygen spegg wystepujacy u S. dysgalactiae ma jedynie 1%
aktywno$ci mitogennej tej toksyny wystepujacej U S. pyogenes (Watanabe et al.,
2016). Geny kodujgce superantygeny ulokowane sg najcze$ciej na ruchomych
elementach genetycznych, w tym w bakteriofagach i dlatego tatwo moga przenosic si¢
miedzy réznymi gatunkami paciorkowcow. U S. dysgalactiae wykazano obecnosé¢
gendéw takich toksyn immunomodulujgcych jak SpeH, Spel, SpeK, SpeC, SpeL,
SpeM, SmeZ, Ssa. Jest prawdopodobne, ze u szczepdéw tego gatunku podobnie jak
u S. pyogenes dochodzi do polilizogenii (Babbar et al., 2018; Rato et al., 2011).

Obecnos¢ w genomie bakterii gendéw nie jest jednoznaczna z ich ekspresja,
a zatem rzeczywistg zjadliwoscig szczepoéw. U S. pyogenes prowadzono badania nad
systemami regulacji tej ekspresji. Znaleziono systemy dwusktadnikowe 1 niezalezne
regulatory. Najlepiej poznanym jest system CovRS. Wptywa on na ekspresje 15%
genomu, w tym czynnikow chorobotwdrczosci takich jak biatka wigzace macierz
zewnatrzkomérkows, otoczka czy toksyny. Podobny system regulacji izmiany
w zjadliwosci szczepow na skutek jego mutacji znaleziono u S. dysgalactiae subsp.
equisimilis (Graham et al., 2002; Hasegawa et al., 2019).

1.3.2. Rodzaj Staphylococcus
Gatunek S. pseudintermedius jest juz uznanym patogenem cztowieka. Na jego
chorobotworczos¢ sktada si¢ szereg czynnikow, Ktore sg funkcjonalnie spokrewnione
z tymi wystgpujacymi w szczepach S. aureus (Ruzauskas et al., 2016).

1.3.2.1. Czynniki wplywajace na proces kolonizacji tkanek przez
Staphylococcus pseudintermedius

Wsrod waznych czynnikéw wirulencji wystepujacych u szczepdéw tego
gatunku istotne znaczenie majg te, ktore wptywaja na jego adhezje do tkanek
I pozniejsza jej kolonizacjg. Wytwarzany jest szereg biatek, ktore zdolne sg taczy¢ si¢
Z biatkami macierzy pozakomorkowej gospodarza (Melter et al., 2017; Ruzauskas et
al., 2016). Wsrod aktywnych biatek powierzchniowych wazna role odgrywaja biatka
SpsA-SpsR, wiazace si¢ z fibronektyna, fibrynogenem czy cytokeratyng tkanek
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gospodarza. Za najwazniejsze biatka zwigzane ze $ciang komorkowa bakterii uznane
sa SpsD i SpsL odgrywajace duza rolg w czasie infekcji. Wykazano, ze szczepy
S. pseudintermedius lepiej przylegaja do komorek skory uszkodzonej lub zmieniongj
chorobowo, co powigzano z innym wzorcem dystrybucji fibronektyny w komorkach
skory atopowej (Chrobak-Chmiel et al., 2018). Gronkowcowe biatka powierzchniowe
poza funkcja spetniang w czasie adhezji wplywaja ponadto na przezywalno$¢ bakterii,
unikanie odpowiedzi immunologicznej gospodarza jak i tworzenie biofilmu. Biatka te
wystepujg zarowno W Szczepach powodujacych infekcje jak i komensalnych
S. pseudintermedius (Ferrer etal., 2021). W procesie adhezji S. pseudintermedius poza
biatkami powierzchniowymi Sps wazne jest tez biatko wigzace elastyng EbpS (Wang
et al., 2022). Wytwarzanie $luzu ulatwia zapoczatkowanie tworzenia biofilmu, ktory
odgrywa duza role w wirulencji gronkowcoéw. Jego budowanie zalezy od syntezy
polisacharydowej adhezyny migdzykomorkowej (ang. polysacccharide intercellular
adhesin, PIA) kodowanej przez operon ica sktadajacy si¢ z czterech gendow icaA, icaB,
icaC oraz icaD. Zdolnos¢ do tworzenia biofilmu u szczepoéw S. pseudintermedius jest
jednak ztozona i zalezy takze od innych czynnikdow, poniewaz stwierdzano jego
wystgpowanie u szczepow, u ktorych nie znaleziono operonu ica (Meroni et al., 2019).

S. pseudintermedius syntetyzuja zewngtrzkomorkowe proteazy i lipazy.
Enzymy te warunkujg rozpad toju oraz komoérek warstwy ochronnej skory, co sprzyja
kolonizacji i rozprzestrzenianiu si¢ bakterii (Kmieciak & Szewczyk, 2018;
Stempelova et al., 2022). Znaczaca rol¢ w zakazeniach odgrywajag proteazy, ktore
wplywajg na proces adhezji, kolonizacji i rozprzestrzenianie bakterii w organizmie
gospodarza. Udowodniono, ze mutanty pozbawione tych enzymow charakteryzowaty
si¢ zmniejszong zjadliwo$cig, rozprzestrzenianiem oraz inwazjg in vitro. Wazng
funkcj¢ w procesie kolonizacji odgrywa rowniez DNaza ulatwiajgca tworzenie
skupisk oraz biofilmu bakteryjnego (Brown et al., 2020).

Podobnie jak u S. aureus duze =znaczenie w patogenezie zakazen
S. pseudintermedius ma koagulaza. To zewnatrzkomoérkowe biatko wigze sie
z protrombing gospodarza, przeksztatcajgc fibrynogen w fibryng (Chrobak-Chmiel et
al., 2018). Agregacja ptytek krwi i zlepianie bakterii w osoczu chronig je przed
fagocytoza (Lacey et al., 2019).

Mimikre — skuteczne ukrywanie si¢ przed dziataniem uktadu odpornosciowego
zapewnia takze wystgpujace na powierzchni komorek S. pseudintermedius biatko A.
Ma ono zdolno$¢ wigzania przez fragment krystalizujacy przeciwciat klasy 1gG
i zmniejsza w ten sposob efektywno$¢ organizmu gospodarza do rozpoznawania
i opsonizacji tych gronkowcoéw. Wykazano takze, ze limfocyty B po ekspozycji na
biatko A podlegaja indukowanej $mierci komorkowej. Podobnie jak w przypadku
S. aureus biatko A szczepow S. pseudintermedius odgrywa réwniez role w tworzeniu
biofilméw (Balachandran et al., 2018; Kalhoro et al., 2017). Utrudnianie opsonizacji
oraz pdzniejszej fagocytozy powoduja réwniez obecne polisacharyd otoczkowy
i kwasy tejchojowe (Chrobak-Chmiel et al., 2018). Produkowana przez szczepy tego
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gatunku kwasna fosfataza hamuje dziatanie neutrofili, wplywajac na przezywalnos¢
drobnoustrojow w organizmie gospodarza (Stempelova et al., 2022).

1.3.2.2. Toksyny Staphylococcus pseudintermedius

Znaczacymi czynnikami wirulencji wplywajacymi na rozwdj infekcji
powodowanych przez wyposazone w nie szczepy S. pseudintermedius sg toksyny. Sg
wsérod nich zarowno cytotoksyny (hemolizyny, leukotoksyny), jak i toksyny
0 wlasciwosciach immunomodulujacych np. toksyna zespotu wstrzasu toksycznego
(ang. toxic shock staphylococcal toxin, TSST) czy enterotoksyny (ang. staphylococcal
enterotoxins, SE). Opisano takze szczepy zdolne do wytwarzania toksyn
zluszczajacych (ang. S. intermedius exfoliative toxin, SIET; toksyny eksfoliatywne,
ang. exfoliative toxin, EXI) (Pitchenin et al., 2017).

Mechanizm dziatania toksyn immunomodulujgcych S. pseudintermedius jest
podobny do wytwarzanych przez inne ziarenkowce gramdodatnie. Duza ilo$¢
wyzwalanych cytokin nasila proces zapalny i moze prowadzi¢ do wystgpienia
wstrzagsu. Z dziataniem tych toksyn wigzany jest szereg jednostek chorobowych jak
zatrucie pokarmowe, zapalenie stawow, zapalenie sutka, atopowe zapalenie skory,
nieswoiste zapalenie jelit a takze rozwdj chorob autoimmunologicznych (Pitchenin et
al., 2017). W szczepach S. pseudintermedius wykrywano geny enterotoksyn takich jak
SEA, SEB, SEC, SED. Specyficznymi enterotoksynami S. pseudintermedius sg
SECcanine oraz SE-int. SECcanine wraz z toksynami ztuszczajgcymi moze odgrywac
role w rozwoju piodermii (Chrobak-Chmiel et al., 2018; Melter et al., 2017).

Wytwarzane przez szczepy S. pseudintermedius leukotoksyny — LukSF-I
zarowno w dziataniu jak i budowie przypominajg leukocydyne Panton-Valentine (ang.
Panton-Valentine  leukocidin, PVL) S. aureus. Toksyna wystepujaca
u S. pseudintermedius rowniez jest dwusktadnikowa, kodowana przez geny lukS
i lukF, ktore ulegajg transkrypcji rownoczesnie (Kalhoro et al., 2017). Wykazuje ona
silng toksyczno$¢ wobec leukocytow i makrofagow, atakujgc blony lipidowe.
Podkresla si¢ takze jej role w tlumieniu odpornosci komorkowej gospodarza
i powstawaniu zmian martwiczych (Chrobak-Chmiel et al., 2018; Miszczak et al.,
2021; Ruzauskas et al., 2016). Szczepy S. pseudintermedius wytwarzaja hemolizyne,
niewiele jednak jest dowoddw na jej role w rozwoju zakazenia, chociaz w przypadku
hemolizyny S. aureus wskazuje si¢ na jej cytotoksycznos¢ wobec komorek
gospodarza, a takze jej udziat w tworzeniu biofilmu (Brown et al., 2020). Do
wytwarzanych przez S. pseudintermedius toksyn odpowiedzialnych za uszkodzenie
warstwy lipidowej blon gospodarza zaliczane sg roéwniez moduliny rozpuszczalne
w fenolu (ang. phenol soluble modulins, PSM). PSM wykazuja dziatania plejotropowe
— poza uszkodzeniami bton komorkowych wykazuja aktywnos$¢ cytotoksyczng wobec
psich keratynocytow, ludzkich komoérek nablonkowych czy osteoblastow a takze
wplywaja na kolonizacj¢ oraz reguluja tworzenie biofilmow (Maali et al., 2018;
Miszczak et al., 2021).
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Wytwarzane przez S. pseudintermedius toksyny zluszczajace trawig
desmogleing, prowadzac do rozszczepienia naskorka (Chrobak-Chmiel et al., 2018).
Toksyny te odgrywaja duzg role w przypadku zakazen powltok skornych, np. piodermii
oraz przewleklego zapalenia ucha, zwlaszcza u psow (Pitchenin et al., 2017,
Ruzauskas et al., 2016). Wsréd toksyn zluszczajagcych wymienia si¢ SIET i EXI
(Melter et al., 2017). Dziatanie pierwszej z nich prowadzi do powstania rumienia,
zhuszczania i przypomina zespot skory poparzonej, wysickowe zapalenie naskorka czy
piodermi¢ (Kalhoro et al., 2017). Toksyna EXI to toksyna eksfoliatywna
odpowiadajaca za powstawanie peknie¢ podrogdéwkowych naskérka, co klinicznie
moze przypominac rozszczepienie srodnaskorkowe wystepujace u zwierzat (Chrobak-
Chmiel et al., 2018). Geny kodujace toksynge EXI wystepuja jednak rzadko wsérod
szczepow S. pseudintermedius, na poziomie kilku procent (Meroni et al., 2019).

1.4. Lekowrazliwos¢ ziarenkowcow gramdodatnich stanowigcych
przedmiot tej pracy

14.1. Mozliwosci terapeutyczne w zakazeniach paciorkowcami

Oporno$¢ na antybiotyki wsrod rodzaju Streptococcus nabywana jest
najczesciej na drodze horyzontalnego transferu genow lub w wyniku mutacji
punktowych. Szczepy paciorkowcow tatwo ulegajg presji selekcyjnej, co skutkuje
utrzymywaniem si¢ oporno$ci i dalszym przekazywaniem tych gendéw, zwlaszcza
w populacjach bytujacych w tych samych niszach ekologicznych (Alves-Barroco et
al., 2020). Niestety liczne prace pokazujg narastanie oporno$ci w tej grupie bakterii,
co zasadniczo ogranicza mozliwosci terapeutyczne.

W leczeniu zakazen spowodowanych przez paciorkowce najistotniejsza grupa
lekow sg antybiotyki B-laktamowe. Uwaza si¢, ze szczepy S. pyogenes wykazuja peing
wrazliwo$¢, ale niedawno opisano dwa izolaty S. pyogenes o obnizonej wrazliwos$ci
na ampicyling, amoksycyline i cefotaksym (Vannice et al., 2020). Opornos¢ na
penicyliny wsrod licznych szczepow gatunkow izolowanych od ludzi odnotowano
w przypadku S. agalactiae oraz S. pneumoniae. Oporno$¢ na te grupe antybiotykow
wsrod paciorkowcOw zwigzana jest ze zmiang w miejscu wigzania biatek wigzacych
penicyliny (ang. penicillin-binding proteins, PBP). Pierwsze szczepy pneumokokow
oporne na penicyliny pojawity si¢ w latach 70. XX wieku. Obecnie opornos¢ na
penicyling u pneumokokéw moze dochodzi¢ nawet do 60% (Alves-Barroco et al.,
2020; Amari et al., 2023; Barros, 2021; Manyahi et al., 2023; Rantala, 2014). Wsrod
innych gatunkéw z rodzaju Streptococcus, powodujacych zakazenia u zwierzat jak
i U ludzi, takze pojawiaja si¢ szczepy oporne na penicyliny: benzylpenicyling czy
ampicyling. Opornos¢ t¢ opisano w grupie gatunkéw kompleksu SBSEC — dotyczyta
ona szczepoéw S. infantarius subsp. infantarius, ale takze S. gallolyticus subsp.
pasteurianus (dos Santos et al., 2020). Opornos¢ na penicyling spotykana jest rowniez
wérod  szezepéw  S. dysgalactiae. Minimalne  stgzenie hamujgce  wzrost
drobnoustrojow (ang. Minimum Inhibitory Concentration, MIC) tego gatunku dla
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penicyliny oscylowato w granicach 2 pg/ml przy wartosci granicznej MIC 0,12 pg/ml
lub nizszej (Barros, 2021; Fuursted et al., 2016). W inwazyjnych zakazeniach
powodowanych przez ten gatunek paciorkowcow zaleca si¢ stosowanie cefalosporyn
Il i Il generacji (Rantala, 2014). Jednak pojawily si¢ takze szczepy oporne na
cefotaksym. Oporno$¢ ta stwierdzono w krajach azjatyckich, co moze mie¢ zwigzek
ze stosowaniem antybiotykow B-laktamowych w weterynarii (Shen et al., 2021).
Takze wsrdd szczepow S. uberis w ostatnich latach obserwuje si¢ wzrastajgca
oporno$¢ na antybiotyki B-laktamowe. W grupie ponad 250 izolatow podwyzszone
MIC dla oksacyliny zaobserwowano w przypadku ponad 50% szczepoéw (Haenni et
al., 2018; McDougall et al., 2020). Opisano takze wystgpowanie szczepOw tego
gatunku opornych na cefalosporyny (Martins et al., 2021).

Oporno$¢ na fluorochinolony opisywano u S. pyogenes, S. agalactiae,
S. pneumoniae czy paciorkowcow z grupy Viridans, a takze szczepow S. dysgalactiae
subsp. dysgalactiae, co stawia pod znakiem zapytania mozliwos$¢ wykorzystywania tej
grupy chemioterapeutykow w terapii (Alves-Barroco et al., 2020).

Niestety wsrod paciorkowcoéw powszechna jest tez opornos¢ na makrolidy,
linkozamidy i tetracykliny. Dotyczy¢ ona moze pneumokokdow, ale i innych gatunkow,
aw tym nowych patogendéw cztowieka (Alves-Barroco et al., 2020; Barros, 2021).
Wisrod szczepow S. gallolyticus subsp. pasteurianus oporno$é ta moze dotyczy¢ nawet
90% szczepow (Li et al., 2019). Oporno$¢ na tetracykling czgsto wspotwystepuje
Z opornos$cig na erytromycyne, co ma zwigzek ze wspolnym przenoszeniem genow
tetM oraz ermB. Taki zwigzek zaobserwowano u szczepow S. pyogenes, S. agalactiae
oraz S. dysgalactiae (Alves-Barroco et al.,, 2020). Oporno$¢ na makrolidy,
linkozamidy i streptograminy wigze si¢ u paciorkowcow z wystepowaniem metylaz
rybosomalnych kodowanych przez geny klasy erm. Moga rowniez wystepowac geny
mef czy msr kodujace opornos¢ tylko na grupe antybiotykéw makrolidowych dzigki
ekspresji pomp wyptywowych. Opornos¢ na linkozamidy moze by¢ zwigzana
z wystepowaniem genow Inu, ktére odpowiadajg za zmiane micjsca wigzania
antybiotyku (Barros, 2021; Zhang et al., 2021). Opornos¢ na tetracykliny, makrolidy
i linkozamidy jest powszechna wérod S. dysgalactiae (Alves-Barroco et al., 2020).
Liczne oporne szczepy znaleziono wsrod S. uberis i S. parauberis. Najbardziej
rozpowszechnione sg wsrdd nich geny: tetM kodujacy opornos¢ na tetracykliny oraz
ermB kodujacy opornos$¢ na makrolidy, linkozamidy i streptograminy (ang. resistance
to macrolide, lincosamide and streptogramin B, MLSg) (Martins et al., 2021; Shen et
al., 2021; Zhang et al., 2020). Szerokie stosowanie w niektorych krajach makrolidow,
zwlaszcza azytromycyny, w czasie leczenia COVID-19, moze prowadzi¢ do dalszego
wzrostu opornosci paciorkowcow na te grupe lekow (Barros, 2021).

W ostatnich latach wzrasta takze opornos¢ na tetracykliny kodowana ekspresja
genow tetM, tetK, tetL oraz tetO. Moze to mie¢ zwigzek z powszechnym stosowaniem
oksytetracykliny w leczeniu zwierzat, a takze stosowaniem, w niektorych krajach tej
grupy antybiotykow jako dodatku do pasz. Tetracykliny cechuje powolna eliminacja
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z organizmu gospodarza, co dodatkowo zwicksza presje selekcyjng wsrod szczepow
(Barros, 2021; Choi et al., 2003; Zhang et al., 2021).

Szczegolnie niepokojaca jest opisywana coraz czesciej oporno$é na rzadziej
stosowane antybiotyki. Pojawiajg si¢ szczepy S. dysgalactiae oporne na
chloramfenikol. Wéréd paciorkowcow opornos¢ na ten antybiotyk dotyczy takze
szczepow S. pyogenes oraz S. agalactiae. Enzymy odpowiedzialne za opornos¢ na
chloramfenikol, acetylotransferazy  chloramfenikolu (ang. chloramphenicol
acetyltransferase, CAT), kodowane sg najczgsciej na plazmidach, ktorych kilka typow
jest wspdlnych dla bakterii rodzajow Streptococcus, Staphylococcus i Enterococcus
(Alves-Barroco et al., 2020).

Wsrod szczepow S. agalactiae opisano opornos¢ na wankomycyne o wartosci
MIC wynoszacej 4 pg/ml przy wartosci granicznej 1 pg/ml. Potwierdzono obecno$¢
w ich genomach gendéw vanG, kodujacych opornos¢ na wankomycyne, identycznych
z wystepujacymi u Enterococcus faecalis (Barros, 2021). Wsrdod bakterii kompleksu
SBSEC wykazano oporno$¢ na metronidazol 1 antybiotyki glikopeptydowe,
wankomycyne i teikoplaning (Choi et al., 2003; dos Santos et al., 2020). W Azji
znaleziono pierwsze szczepy oporne jednoczes$nie na wankomycyne i linezolid (Shen
etal., 2021).

Jak wida¢ z powyzszego przegladu mozliwosci terapeutyczne w zakazeniach
ludzi nowymi paciorkowcami pochodzacymi od zwierzat sg ograniczone.

14.2. Mozliwosci terapeutyczne w zakazeniach
S. pseudintermedius

Leczenie zakazen S. pseudintermedius zarowno u zwierzat, ale takze u ludzi
stanowi obecnie znaczne wyzwanie terapeutyczne ze wzgledu na rosngcg wielorakg
lekooporno$é¢ szczepow tego gatunku (Brown et al., 2020). Obserwuje si¢ coraz
czestsze pojawianie si¢ metycylinoopornosci niosacej ograniczenie zastosowania
antybiotykow B-laktamowych. Ulokowany na ruchomych elementach genetycznych,
gronkowcowych kasetach SCCmec, gen mecA ma zdolno$¢ przenoszenia si¢ migedzy
réznymi gatunkami gronkowcow (Kalhoro et al.,, 2017). Powszechne jest
wystepowanie u szczepow tego gatunku B-laktamaz kodowanych przez gen blaZ.
Podkresla sie, Ze oporno$¢ na grupe antybiotykoéw B-laktamowych wérdd szczepodw
S. pseudintermedius w ostatnich latach wzrasta a sama grupa penicylin wykazuje
bardzo niskg skutecznos¢, gdyz opornos¢ sigga ponad 90% (Silva et al., 2021; Wang

etal., 2022).

Niska  skuteczno$¢  terapeutyczna  dotyczy  takze  antybiotykow
aminoglikozydowych. Wazng wskazoéwka moze by¢ jednak informacja, ze odwrotnie
niz to jest w przypadku wigkszosci szczepow S. aureus, u S. pseudintermedius czesciej
wystepuje opornos¢ wobec kanamycyny niz gentamicyny (Silva et al., 2021).

Oporno$¢ wszystkich gronkowcow dotyczy takze grupy antybiotykow
makrolidowych i linkozamidoéw, co jest zwigzane z powszechng obecnoscia w ich
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genomach genéw z klasy erm (ermA, ermB, ermC oraz msrA i msrB). Czgsto
wystepuje takze opornos$¢ na tetracykliny kodowana przez geny tet (tetM i tetK)
(Bhooshan et al., 2020; Silva et al., 2021). Wiele jest szczepoéw gronkowcow, w tym
i S. pseudintermedius, opornych na fluorochinolony. Liczne wystepowanie szczepow
opornych na fluorochinolony oraz tetracykliny moze wynikaé¢ z ich powszechnego
stosowania w leczeniu zakazen u zwierzat (Ruzauskas et al., 2016).

Terapia pojawiajacych sie u ludzi zakazen S. pseudintermedius moze stanowic
zatem powazng trudnos¢. Mozliwe jest jednak zastosowanie antybiotykow, ktore nie
sg stosowane w weterynarii. Nalezg do nich linezolid, wankomycyna 1 daptomycyna
(Ruzauskas et al., 2016).
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2. Zalozenia i cel pracy

Pandemia COVID-19 skierowata uwagg badaczy na zjawisko przenoszenia si¢
drobnoustrojéw zwierzecych na nowego gospodarza — cztowieka. Nie jest to zjawisko
nowe i dotyczy nie tylko patogenow wirusowych, ale takze bakteryjnych. Zmiany
ewolucyjne, ktore do tego prowadza, w domenie bakterii zachodza jednak znacznie
wolniej niz w przypadku wirusow. Mozna je obserwowa¢ wsrod wielu rodzajow
bakterii, ale dobre tego przyktady znajduja si¢ w obrebie rodzajow Streptococcus
i Staphylococcus, ktore staty si¢ przedmiotem tej pracy.

Szczegblnie w rodzaju Streptococcus mozna wyr6zni¢ gatunki znajdujace si¢
na roznych etapach przetamywania bariery miedzygatunkowej. Ws$rdod nich
S. agalactiae jest przyktadem patogenu, ktory, choé jest izolowany pierwotnie i czgsto
od zwierzat, od dawna powszechnie spotykany jest takze jako czynnik etiologiczny
choréb wystepujacych 1 przenoszacych si¢ wsrod ludzi. Z kolei w rodzaju
Staphylococcus zaadaptowany juz do ludzkiego gospodarza S. pseudintermedius
zyskuje miano ludzkiego patogenu bardzo powoli a ta jego pozycja nie jest jeszcze
ugruntowana i wymaga szeregu dalszych badan.

Badania podjete w ramach niniejszej rozprawy zmierzaty do oceny zdolnos$ci
zaadaptowania wybranych gatunkow z rodzajow Streptococcus i Staphylococcus do
gospodarza, jakim jest cztowiek. Zakladano poszukiwania wielokierunkowe.
Przedmiotem prowadzonych analiz byly dwa gatunki paciorkowcéow: Streptococcus
dysgalactiae i Streptococcus gallolyticus oraz gronkowce Staphylococcus
pseudintermedius, ktoérych izolacja z materiatu klinicznego od ludzi nie jest juz
obecnie zaskakujaca. Jednoczesnie s3 one powszechnie izolowane z infekcji od
zwierzat. Do grupy szczepow badanych dotaczono tez gatunki krancowo rzadko
izolowane od ludzi - paciorkowce Streptococcus uberis i Streptococcus parauberis.

Wigkszo$¢ wybranych do tych badan szczepdéw stanowito powazne wyzwanie
identyfikacyjne, od ktorego nalezalo rozpocza¢ badania, aby wyciggane wnioski
mogly mie¢ wktad w rozwoj nauki. Rozpoczynajac badania nalezato przyja¢, ze na
adaptacj¢ patogenu zwierzecego do cztowieka musza mie¢ wptyw cechy sktadajace
si¢ na jego zdolnos$ci kolonizacyjne oraz inwazyjnos¢. Wérod tych cech postanowiono
szuka¢ wyznacznikéw, ktore mogg wplywaé na przystosowaniec do nowego
gospodarza. Niezwykle ciekawe wydato si¢ takze zbadanie, jakimi mozliwo$ciami
terapeutycznymi moze dysponowac lekarz w wypadku rozwoju zakazenia czlowieka
tymi szczepami.

W trakcie badan wytonit si¢ zatem szeroki ich cel polegajacy na poszukiwaniu
mozliwo$ci oceny stopnia zagrozenia ze strony pojawiajacych si¢ nowych patogenow.
Jednoczesnie zalozono, ze by¢ moze uda si¢ znalez¢ cechy o kluczowym znaczeniu,
ktore mogtyby stanowi¢ rodzaj markera pozwalajacego ocenié¢, na ile wyizolowany
szczep jest zwierzgey, a na ile juz jest zdolny do infekowania ludzi.
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3. Materialy
Przedmiot badan stanowily szczepy rodzaju  Streptococcus oraz
Staphylococcus izolowane z materiatow klinicznych pochodzacych od ludzi
I zwierzat.

3.1. Rodzaj Streptococcus

3.1.1. Szczepy bakterii
Szczepy badane z rodzaju Streptococcus nalezaly do czterech gatunkow:
S. dysgalactiae, S. gallolyticus, S. parauberis, S. uberis.

Szczepy S. dysgalactiae pochodzace z materiatdéw klinicznych od ludzi
uzyskane zostaty z Laboratorium Medycznego Synevo w Lodzi. Wszystkie te izolaty
zostaty zidentyfikowane metoda MALDI TOF MS (spektroskopia mas z laserowag
jonizacjg probki wspomagang matrycg z detektorem czasu przelotu, ang. Matrix
Assisted Laser Desorption/lonization — Time Of Flight Mass Spectrometry) jako
podgatunek S. dysgalactiae subsp. equisimilis.

Szczepy S. gallolyticus uzyskane zostaly z Laboratoriow Samodzielnego
Publicznego Szpitala Klinicznego nr 1 oraz nr 2 w Szczecinie. Szczepy te zostaty tam
zidentyfikowane do poziomu gatunku metodami fenotypowymi.

Wszystkie szczepy pochodzace od zwierzat, z probek mleka od krow
z zapaleniem wymion z hodowli w powiecie sieradzkim, wyizolowano
i zidentyfikowano.

Postepowanie potwierdzajace lub prowadzace do identyfikacji badanych
szczepdw byto jednym z zadan w niniejszej rozprawie.

Koncowe wyniki identyfikacji oraz informacje o pochodzeniu i miejscu
izolacji szczepow badanych przedstawiono w Tabelach Al w rozdziale Aneks.

3.1.2. Szczepy kontrolne wykorzystywane w trakcie badan

Jako kontrole dodatnie i ujemne zastosowano szczepy referencyjne z kolekcji
The American Type Culture Collection (Amerykanska Kolekcja Hodowli
Komorkowych, ATCC), National Collection of Type Cultures (Narodowa Kolekcja
Kultur Typowych [Wielka Brytania], NCTC), German Collection of Microorganisms
(Niemiecka Kolekcja Mikroorganizmow, DSM), szczepy wzorcowe i wskaznikowe
pochodzace z kolekcji Zakladu Mikrobiologii Farmaceutycznej i Diagnostyki
Mikrobiologicznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi (ZMF), z kolekcji Polskiej
Kolekcji Mikroorganizméw (Polska Kolekcja Mikroorganizmow, PCM).

e Streptococcus pyogenes ATCC 19615

e Streptococcus pneumoniae ATCC 49619

e Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis ATCC 12394

e Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis ATCC 12449 (H64A)
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e Streptococcus dysgalactiae subsp. dysgalactiae NCTC 4669
e Streptococcus uberis DSM 20569

e Streptococcus parauberis DSM 6632

e Streptococcus gallolyticus ZMF SV107

e Streptococcus gallolyticus ZMF SV901

e Staphylococcus aureus ATCC 25923

e Staphylococcus aureus NCTC 4135

e Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

e Bacillus cereus PCM 1948

3.1.3. Warunki przechowywania szczepow
Wszystkie wykorzystywane w badaniach szczepy przechowywano w bulionie
Todd-Hewitt (Oxoid) z dodatkiem 50% glicerolu w temperaturze -80°C w zamrazarce
niskotemperaturowej MDF-DU300H-PE (Panasonic).

3.1.4. Podloza mikrobiologiczne

3.1.4.1. Podloza stosowane do namnazania szczepoéw

e Podloze agarowe z dodatkiem 5% odwtoknionej krwi baraniej (Columbia Agar
and Blood, Oxoid)

e Podtoze ptynne Todd-Hewitt (Oxoid)

3.14.2. Podloza stosowane w procesie identyfikacji szczepow
bakterii z mleka krowiego
e Podloze agarowe z dodatkiem 5% odwtoknionej krwi baraniej (Columbia Agar
and Blood, Oxoid)
e Podtoze agarowe (BIOMED)
e Podtoze MacConkeya (GRASO Biotech)
e Podtoze z z6kcig i eskuling D-Coccosel Agar (BioMérieux)

3.1.4.3. Podloza stosowane do okreslania cech fenotypowych

3.1.4.3.1. Podtoza do badania wlasciwosci proteolitycznych
e Podloze ptynne mozgowo-sercowe (ang. Brain Heart Infusion, BHI) (Emapol)
z dodatkiem 15% zelatyny
e Podtoze agarowe BHI z dodatkiem 10% odttuszczonego mleka

3.1.4.3.2. Podtoza do badania wiasciwosci lipolitycznych
e Podtoze agarowe BHI z dodatkiem 10% Tween 80 (MP Biomedicals) oraz
0,01% CaCl, (POCH)
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Podtoze agarowe BHI z dodatkiem zoéttka jaja kurzego (6,25/1009)

3.1.4.3.3. Podtoza do badania wtasciwosci glikolitycznych
Podtoze ptynne z dodatkiem 50% surowicy bydlecej (Sigma-Aldrich) i 0,2%
roztworu czerwieni fenolowej (POCH) w 50% etanolu (POCH) zawierajace
badany cukier

3.1.4.3.4. Podloza do badania zdolnosci do wyrastania w surowicy
Podtoze ptynne Todd-Hewitt (Oxoid)

3.1.4.3.5. Podtoza do badania aktywnosci streptokinazy
1% podtoze agarowe w buforze TAE (Tris/Octan/EDTA) (EURx) z 5%
dodatkiem odttuszczonego mleka

3.1.4.3.6. Podloza do oznaczania lekowrazliwosci
Podloze Mueller-Hinton z 5% dodatkiem krwi konskiej 1 20 mg/L B-NAD
(Oxoid)

3.1.4.3.7. Podloza do oznaczania zdolnoS$ci tworzenia biofilmu

Podtoze ptynne Tryptic Soy Broth (bulion tryptozowo-sojowy, TSB) (Oxoid)
z 1% dodatkiem glukozy (Difco)

3.1.4.3.8. Podtoza zastosowane do hodowli szczepdéw przed
procedurg izolacji DNA i RNA
Podtoze ptynne Todd-Hewitt (Oxoid)

3.15. Odczynniki, bufory oraz gotowe zestawy

3.1.5.1.  Odczynniki do préb biochemicznych
Wykrywanie katalazy: 3% roztwor H202 (HASCO-LEK)

Odczynniki wykorzystane do odczytow paskow API 20 STREP (BioMérieux):

NIN (ninhydryna 7 g, metanol 40 ml, dimetylosulfotlenek 60 ml)

VP 1 (40% roztwor wodorotlenku potasu)

VP 2 (12% roztwoér a-naftol w etanolu)

ZYM A (Tris 25g, HCI (37%) 11 ml, laurylosiarcan sodu 10 g, woda 100 ml)
ZYM B (mieszanina metanolu i DMSO 3:7)
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3.1.5.2.  Odczynniki do badania zdolno$ci wyrastania szczepow
W surowicy
Surowica ludzka (Sigma-Aldrich)
Surowica bydleca (Sigma-Aldrich)

3.1.5.3.  Odczynniki do badania aktywnoSci streptokinazy
Ludzki plazminogen (Sigma-Aldrich)
Bydlgcy plazminogen (Sigma-Aldrich)
Substrat chromogenny: N-(p-Tosyl)-Gly-Pro-Lys 4-nitroanilide acetate salt
(Chromozym, Sigma-Aldrich)
Wodny roztwoér glicyny (100 mM) (POCH)
Bufory Tris-HCI (50 mM; pH=8,2 oraz 7,4)
Roztwor NaCl (150 mM)

3.1.5.4. Krazki antybiogramowe do oznaczania lekowrazliwoSci
metoda dyfuzyjno-krazkowsa (Oxoid)

Benzylpenicylina 1U
Ampicylina 2 ug
Cefuroksym 30 ug
Cefepim 30 ug
Norfloksacyna 10 ug
Erytromycyna 15 ug
Klindamycyna 2 ug
Tetracyklina 30 ug
Wankomycyna 5ug
Tigecyklina 15 ug
Linezolid 10 ug
Rifampicyna 5ug
Sulfametoksazol/trimetoprim 25 ug

3.1.5.5. Odczynniki do oznaczania zdolnoS$ci tworzenia biofilmu
Roztwor PBS (buforowana fosforanem sol fizjologiczna) (pH=7,2) (GIBCO)
1% roztwor fioletu krystalicznego (Chempur)
Roztwér odbarwiajacy zawierajacy 10% metanolu (Chempur) i 7,5%
lodowatego kwasu octowego (Lach:ner)
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3.15.6. Odczynniki i materialy wykorzystane w badaniach
genetycznych

3.1.5.6.1. Odczynniki do izolacji DNA
W celu izolacji genomowego DNA badanych szczepow zastosowano zestaw
Genomic Micro AX Bacteria+ Gravity (A&A Biotechnology) sktadajacy sig z:

e Bufor do zawieszania bakterii (BS)
e Lizozym

e Mutanolizyna rekombinowana

e Bufor lizujacy (LSU)

e Proteinaza K

e Roztwor rownowazacy (K1)

e Pierwszy bufor ptuczacy (W1G)

e Drugi bufor ptuczacy (W2)

e Bufor elucyjny (E)

e Bufor zoboje¢tniajacy (N)

3.1.5.6.2. Odczynniki do izolacji RNA
W celu izolacji bakteryjnego RNA badanych szczepdéw zastosowano zestaw
GeneJET RNA Purification Kit (Thermo Scientific) sktadajacy sie z:

e Bufor lizujacy

e Proteinaza K

e 96% Etanol

e Pierwszy bufor ptuczacy
e Drugi bufor ptuczacy

e Woda wolna od nukleaz

Probki zabezpieczono przed dziataniem RNaz poprzez zastosowanie inhibitora
RNaz (A&A Biotechnology) w objetosci 1 pl.

3.1.5.6.3. Odczynniki do klasycznej reakcji PCR
e PCR Mix Plus (A&A Biotechnology) zawierajacy antyinhibitor tancuchowe;j
reakcji polimerazy (ang. polymerase chain reaction, PCR) i polimeraze DNA
Taq. 2x st¢zong
e Woda wolna od nukleaz (A&A Biotechnology)
e Startery wlasciwe dla okreslonej reakcji (Genomed S.A.)
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3.1.5.6.4. Odczynniki do reakcji PCR w czasie rzeczywistym
Zestaw do odwrotnej transkrypcji TranScriba Kit (A&A Biotechnology)
zawierajacy inhibitor RNaz i standardowe startery
Gotowa mieszanina do Real-time PCR z SYBR Green RT PCR Mix SYBR
(A&A Biotechnology)

3.1.5.6.5. Odczynniki do elektroforezy w zelu agarozowym
W trakcie badan przygotowywano zele agarozowe o stezeniu od 1 do 2%,

uwzgledniajac wielkosci oczekiwanych prazkow.

1)

2)

1-2% zel agarozowy:

Agaroza (Sigma-Aldrich) 1-2g¢g
Bufor TAE (Tris-Octan-EDTA; rozcieficzony 50x) (EURx) 100 ml
Barwnik Midori Green (NIPPON Genetics Europe GmbH) 1,5l

Markery wielkosci DNA (A&A Biotechnology) (Rycina 1)
DNA Marker 1 (100-1000 pz)

DNA Marker 2 (50-1000 pz)

DNA Marker 3 (100-3000 pz)

3000

2000
1500

1000

600

1000
400

200 500

200
- 300

100
100

Rycina 1. Markery wielkosci DNA (od lewej DNA Marker 1, DNA Marker 2, DNA
Marker 3).

3.1.6. Aparatura
zamrazarka niskotemperaturowa MDF-DU300H-PE (Panasonic)
vortex Mixer (Labnet)
waga analityczna WPS 510/C (RADWAG)
densytometr DEN-1 (Biosan)
mikrowirowka laboratoryjna MPW-52 (MPW MED. INSTRUMENTYS)
wirowka MPW-350R (MPW MED. INSTRUMENTYS)
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e termomikser TS-100 (Biosan)

e termocykler T Professional Basic Thermocycler Gradient (Biometra)

e termocykler MJ Mini Personal Thermal Cycler (Bio-Rad)

e zestaw do elektroforezy horyzontalnej Bio—Rad Sub—Cell GT (Bio-Rad) oraz
Bio-Rad Power Pac 200 power supply (Bio-Rad)

e kamera UV (Syngen)

e spektrofotometr mikroptytkowy EPOCH (BioTek)

e spektofotometr Genova Nano (Jenway)

e system do Real-time PCR: BIO-RAD CFX96 Touch™ Real-Time PCR
Detection System (Bio-Rad)

3.1.7. Programy komputerowe

e apiweb (bioMérieux) — oprogramowanie do odczytu paskéw testow
identyfikacyjnych API

e Scion Image (Syngen) — oprogramowanie do wizualizacji i archiwizacji zdjec¢
rozdzialéw elektroforetycznych

e MEGAI1l: Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 11
(oprogramowanie open source) — program wykorzystywany przy opracowaniu
analiz molekularnych

3.1.8. Uslugi zlecone
e synteza oligonukleotydow (Genomed S.A.)
sekwencjonowanie DNA (Genomed S.A.)

3.2. Rodzaj Staphylococcus

3.2.1. Szczepy bakterii

Przedmiot badan stanowity szczepy gatunku Staphylococcus pseudintermedius
izolowane z materialdow pochodzacych od ludzi i zwierzgt w medycznych
laboratoriach diagnostycznych oraz weterynaryjnych w Lodzi. Szczepy naleza do
kolekcji  wiasnej Zakladu Mikrobiologii Farmaceutycznej 1 Diagnostyki
Mikrobiologicznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi i zostaly zidentyfikowane
genetycznie. Informacje dotyczace tych szczepow badanych zebrano w Tabeli A2
w rozdziale Aneks.

3.2.2. Szczepy kontrolne wykorzystywane w trakcie badan
Jako kontrole dodatnie i ujemne zastosowano szczepy referencyjne z kolekcji
The American Type Culture Collection (ATCC), National Collection of Type Cultures
(NCTC), German Collection of Microorganisms (DSM), szczepy wzorcowe
i wskaznikowe pochodzace z kolekcji Zaktadu Mikrobiologii Farmaceutycznej
i Diagnostyki Mikrobiologicznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi (ZMF) oraz
z kolekcji Polskiej Kolekcji Mikroorganizmow (PCM).

e Staphylococcus aureus ATCC 25923
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e Staphylococcus aureus ATCC 29213

e Staphylococcus aureus NCTC 4135

e Staphylococcus pseudintermedius PCM 2791
e Staphylococcus intermedius ATCC 29663

e Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

e Bacillus cereus PCM 1948

3.2.3. Warunki przechowywania szczepow
Wszystkie wykorzystywane w badaniach szczepy przechowywano w bulionie
BHI z dodatkiem 50% glicerolu w temperaturze -80°C w zamrazarce
niskotemperaturowej MDF-DU300H-PE (Panasonic).

3.2.4. Podloza mikrobiologiczne

3.2.4.1. Podloza stosowane do namnazania szczepow

. Podtoze state agarowe z dodatkiem 5% odwloknionej krwi baraniej
(Columbia Agar and Blood, Oxoid)
. Podtoze state agarowe

o Podtoze ptynne BHI (BioMaxima)

3.2.4.2. Podloza stosowane do okreslania cech fenotypowych

3.24.2.1. Podtoza do badania wtasciwos$ci proteolitycznych
. Podtoze ptynne BHI z dodatkiem 15% zZelatyny
. Podloze agarowe BHI z dodatkiem 10% odttuszczonego mleka

3.2.4.2.2. Podtoza do badania wtasciwosci lipolitycznych
o Podtoze agarowe BHI z dodatkiem Tween 80 oraz CaCl;

. Podloze agarowe BHI z dodatkiem zottka jaja kurzego

3.2.4.3. Podloza do oznaczania lekowrazliwoS$ci
o Podtoze Mueller-Hinton Il Agar (Liofilchem)

3.2.4.4. Podloza zastosowane do hodowli szczepéw przed procedura
izolacji DNA i RNA
o Podtoze ptynne BHI
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3.2.5. Odczynniki, bufory oraz gotowe zestawy

3.25.1. Odczynniki do prob biochemicznych

J Wykrywanie koagulazy: osocze krolicze (IBSS Biomed) rozcienczone
0,9% NaCl w proporcji 1:5

o Wykrywanie czynnika skupiania (Clumping Factor, CF): osocze krolicze
(IBSS Biomed) nierozcienczone

3.252. Krazki i paski antybiogramowe do oznaczania
lekowrazliwosci metoda dyfuzyjno-krazkowa (Oxoid)

e Oksacylina 1ug

e Benzylpenicylina 1U

e Ciprofloksacyna 5ug

e Norfloksacyna 10 pg

e Gentamicyna 10 pug

e Erytromycyna 15 pg

e Klindamycyna 2 ug

e Tetracyklina 30 ug

e Tigecyklina 15 ug

e Chinupristyna/Dalfopristyna 15 ug

e Linezolid 10 pug

e Rifampicyna 5ug

e Sulfametoksazol/trimetoprim 25 ug

e Kwas fusydowy 10 ug

e Paski E-test Wankomycyna (MIC Test Strip, Liofilchem)
e Paski E-test Daptomycyna (MIC Test Strip, Liofilchem)

3.25.3. Odczynniki i materialy wykorzystane w badaniach
genetycznych

3.25.3.1 Odczynniki do izolacji DNA

W celu izolacji genomowego DNA badanych szczepdéw zastosowano zestaw
Genomic Micro AX Staphylococcus Gravity (A&A Biotechnology) sktadajacy sie z:

o Bufor do zawieszania bakterii (BS)
o Lizostafina

o Bufor lizujacy (LSU)

o Proteinaza K

. Roztwor rownowazacy (K1)

. Pierwszy bufor ptuczacy (W1G)
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Drugi bufor ptuczacy (W2)
Bufor elucyjny (E)
Bufor zobojetniajacy (N)

W trakcie izolacji postgpowano zgodnie z instrukcja producenta.

3.25.3.2. Odczynniki do klasycznej reakcji PCR
PCR Mix Plus (A&A Biotechnology) zawierajacy antyinhibitor reakcji
PCR i polimerazg DNA Taq, 2x st¢zony
Woda wolna od nukleaz (A&A Biotechnology)
Startery wtasciwe dla okreslonej reakcji (Genomed S.A.)

3.2.5.3.3. Odczynniki do elektroforezy w zelu agarozowym
W trakcie badan przygotowywano zele agarozowe o stezeniu od 1 do 2%,

uwzgledniajac wielkosci oczekiwanych prazkow.

1)

1-2% zel agarozowy:

Agaroza (Sigma-Aldrich) 1-29¢
Bufor TAE (Tris-Octan-EDTA,;

rozcienczony 50x; Thermo Scientific) 100 ml
Barwnik Midori Green

(NIPPON Genetics Europe GmbH) 1,5 ul

Markery wielkosci DNA (A&A Biotechnology)
DNA Marker 1 (100-1000 pz)

DNA Marker 2 (50-1000 pz)

DNA Marker 3 (100-3000 pz)

3.2.6. Aparatura
zamrazarka niskotemperaturowa MDF-DU300H-PE (Panasonic)
vortex Mixer (Labnet)
waga analityczna WPS 510/C (RADWAG)
densytometr DEN-1 (Biosan)
mikrowiréwka laboratoryjna MPW-52
inkubator z wytrzgsaniem ES-20/80 (Biosan)
spektrofotometr Genova Nano (Jenway)
termomikser TS-100 (Biosan)
termocykler T Professional Basic Thermocycler Gradient (Biometra)
zestaw do elektroforezy horyzontalnej Bio—Rad Sub—Cell GT (BioRad) oraz
Bio-Rad Power Pac 200 power supply (Bio-Rad)
kamera UV (Syngen)
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3.2.7. Programy komputerowe
Scion Image (Syngen) — oprogramowanie do wizualizacji i archiwizacji zdjec¢
rozdziatow elektroforetycznych
MEGAL11l: Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 11
(oprogramowanie open source) — program wykorzystywany przy opracowaniu
analiz molekularnych
pubmlst.org — oprogramowanie wykorzystane w celu typowania sekwencji
multilocus (ang. Multi-Locus Sequence Typing, MLST)
geoBURST 121 - program umozliwiajacy stworzenie drzewa
filogenetycznego oraz wizualizacj¢ powigzan migdzy typami sekwencji
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4. Metody

4.1. Rodzaj Streptococcus

4.1.1. Hodowla szczepow badanych
Po uprzednim rozmrozeniu szczepoéw przechowywanych w -80°C odsiewano
je na podtoza wymienione w podrozdziale 3.1.4.1. i inkubowano w temperaturze 37°C
przez 24 godziny.

4.1.2. Postepowanie identyfikacyjne

4.1.2.1. ldentyfikacja metodami fenotypowymi szczepow badanych
wyizolowanych z mleka krow z zapaleniem wymion

4.1.2.1.1. Klasyczna identyfikacja mikrobiologiczna
Probki mleka pobierane bytly przez weterynarzy z powiatu sieradzkiego po
stwierdzeniu klinicznego lub subklinicznego zapalenia wymion, a nastgpnie
przekazywane autorce pracy do badan identyfikacyjnych.

Przebadano 660 probek mleka krowiego. Probki posiewano na podtoza:
krwawe, MacConkeya oraz Baird-Parkera i oceniano czysto$¢ otrzymanych hodowli.
Na podtozu krwawym poszukiwano kolonii bakterii katalazoujemnych. Nastepnie
przesiewano je na $wieze podloza i oceniano mikroskopowo obecno$¢ komorek
bakterii gramdodatnich. Bakterie gramdodatnie, katalazoujemne posiewano nast¢pnie
na podtoza agarowe oraz podtoza z zo6tcig 1 eskuling w celu wykluczenia obecnosci
bakterii z rodzaju Enterococcus. W dalszych etapach identyfikacji uwzgledniano
katalazoujemne, gramdodatnie bakterie nie wyrastajgce na podtozach agarowych oraz
z 70kcig 1 eskuling.

41.2.1.2. Identyfikacja z wykorzystaniem gotowych zestawow
testow biochemicznych

Katalazoujemne, gramdodatnie bakterie nie wyrastajace na podiozach
agarowych oraz z zo0lcig i eskuling podejrzewano o przynalezno$¢ do rodzaju
Streptococcus. Identyfikacje do gatunku przeprowadzano z uzyciem komercyjnych
testow identyfikacyjnych API 20 Strep, uwzgledniajacych wlasciwosci biochemiczne
istotne w procesie identyfikacji 1 roznicowania gatunkéw rodzaju Streptococcus. Do
badan z zastosowaniem testow API 20 Strep badane szczepy posiewano na podioza
krwawe i inkubowano 24 godziny, w warunkach tlenowych, w temperaturze 37°C
i postepowano zgodnie z instrukcja producenta. Otrzymane wyniki analizowano przy

pomocy bazy danych apiweb.
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4.1.2.2.

Identyfikacja genetyczna
Identyfikacj¢ fenotypowa wszystkich badanych szczepdéw paciorkowcoOw

potwierdzano metodg genetyczng. W celu okreSlenia przynaleznosci do rodzaju
Streptococcus przeprowadzono tancuchowa reakcje PCR z uzyciem starterow strep-
spp-F i strep-spp-R. W drugim etapie przeprowadzono identyfikacj¢ genetyczng

pozwalajaca na przypisanie izolatu do gatunku. Sekwencje uzytych starteréw oraz

wielko$ci oczekiwanych amplikondéw przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Startery uzyte w procesie identyfikacji genetycznej.

Identyfikowany takson Nazwa startera Sekwencja (5°-3%) Wielko$é Zrodto
amplikonu
strep-spp-F CGGGGGATAACTATTGGAAACGATA
(Arafaetal.,
Streptococcus sp. 912 pz
strep-spp-R ACCTGTCACCCGATGTACCGAAGTA 2021)
sdys-F GTGCAACTGCATCACTATGAG
Streptococcus dysgalactiae 279 pz
sdys-R CGTCACATGGTGGATTTTC (Raemy et
pauA-F TGATTCCGACTACTACGCTAGAT al,, 2013)
Streptococcus uberis 723 pz
pauA-R ATACTTTGAGTTTCACCGAGTTC
_ spa2152-F TTTCGTCTGAGGCAATGTTG (Raissy et
Streptococcus parauberis 718 pz
spa2870-R GCTTCATATATCGCTATACT al., 2016)
Streptococcus gallolyticus subsp. tanB-F TGGTCAAGCTCAGCACCAAT 362 pz
gallolyticus tanB-R TACACAAGCCAGACGGTTCC (Hatrongiit et
1., 2017
Streptococcus gallolyticus subsp. sgp-F GGTGTGCCAGATGGACAAGA 531 pz a )
pasteurianus sgp-R CGTTACCGTTGTTCCGCTTG
Kontrole dodatnie stanowily nastepujace szczepy:
e Streptococcus pyogenes ATCC 19615
e Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis ATCC 12394
e Streptococcus dysgalactiae subsp. dysgalactiae NCTC 4669
e Streptococcus uberis DSM 20569
e Streptococcus parauberis DSM 6632
e Streptococcus gallolyticus ZMF SV107
e Streptococcus gallolyticus ZMF SV901
41.2.2.1. Sekwencjonowanie genow W identyfikacji

szczepOw S. dysgalactiae do podgatunku

W celu identyfikacji badanych szczepow S. dysgalactiae do podgatunku
sekwencjonowano gen 16S rRNA z uzyciem starterow LPWS57 i LPW58 (Kosecka-
Strojek et al., 2020), a nastegpnie uzyskane sekwencje poréwnywano z sekwencjami
gendw 16S rRNA szczepéow wzorcowych. Ww. sekwencje genow szczepoOw
wzorcowych pozyskano z bazy GenBank.
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4.1.3. Analiza cech badanych szczepow metodami fenotypowymi

4.1.3.1. OKkreslanie typu hemolizy
Badane szczepy posiewano redukcyjnie na podtoza krwawe i inkubowano
w temperaturze 37°C przez 24 godziny. Pojawienie si¢ catkowitego przejasnienia
podtoza wokoét kolonii badanego szczepu klasyfikowano jako hemolize . Cze$ciowe
przejasnienie podtoza z zazielenieniem identyfikowano jako hemolize a.

4.1.3.2. Okres$lanie wlasciwosci biochemicznych

4.1.3.2.1. Zdolnos¢ do wytwarzania proteaz

4.1.3.2.1.1. Wykrywanie zelatynazy
Zdolnos¢ do wytwarzania zelatynazy badano na podtozu BHI z dodatkiem 15%
zelatyny. Szczepy posiewano do podlozy o temperaturze 37°C 1 inkubowano 48
godzin w tej samej temperaturze. Nastepnie ochtadzano probowki do temperatury ok.
15°C. Trwale uptynnienie i brak ponownego zestalenia §wiadczyly o zdolnosci
wytwarzania enzymu. Kontrole dodatnig dla obecnosci zelatynazy stanowit szczep
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

4.1.3.2.1.2. Wykrywanie kazeinazy
Zdolnos¢ do wytwarzania kazeinazy badano na podlozu agarowym
Z dodatkiem BHI oraz 10% odtluszczonego mleka krowiego. Posiewy inkubowano
w temperaturze 37°C przez 48 godzin. O wyniku dodatnim — wytwarzaniu kazeinazy
rozktadajacej biatko mleka - §wiadczylo pojawienie si¢ przejasnienia wokot kolonii
badanego szczepu. Kontrole dodatnig stanowil szczep Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228.

4.1.3.2.2. Zdolno$¢ do wytwarzania lipaz

4.1.3.2.2.1. Wykrywanie lecytynazy
Zdolno$¢ do wytwarzania fosfolipazy badano na podlozu agarowym
z dodatkiem BHI oraz zoéttka jaja kurzego. Posiewy inkubowano w temperaturze 37°C
przez 48 godzin. Wystgpowanie zmetnienia wokoét linii posiewu $wiadezylo
0 obecno$ci lecytynazy u badanego szczepu. Kontrole dodatniag dla obecnos$ci
lecytynazy stanowit szczep Bacillus cereus PCM 1948.
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4.1.3.2.2.2. Wykrywanie esterazy
Zdolnos$¢ do wytwarzania esteraz badano na podtozu zawierajagcym Tween 80
i chlorek wapnia. Posiewy inkubowano w temperaturze 37°C przez 48 godzin.
Uwolnione dzigki esterazom kwasy tluszczowe tworza z jonami wapnia
nierozpuszczalne sole. Kontrole dodatnig dla obecnos$ci esterazy stanowil szczep
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

4.1.3.2.3. Zdolnos¢ do rozktadu cukrow

Zdolnos¢ do rozktadu cukréw (fruktoza, glukoza, laktoza, sorbitol) badano na
podtozach ptynnych z dodatkiem 50% surowicy bydlecej 1 0,2% roztworu czerwieni
fenolowej w 50% etanolu zawierajgcych badany cukier. Posiewy inkubowano
W temperaturze 37°C przez 48 godzin. Zmiana zabarwienia z czerwonego na zotte
$wiadczyta o rozktadzie badanego cukru przez badany szczep. Kontrolg dodatnig dla
rozktadu fruktozy i glukozy stanowit szczep Staphylococcus aureus ATCC 25923, dla
rozktadu laktozy szczep Streptococcus pyogenes ATCC 19615, dla rozktadu sorbitolu
szczep Streptococcus uberis DSM 20569.

4.1.3.3.  OKkreslanie zdolnosci do tworzenia biofilmu

Szczepy badane analizowano pod katem zdolnosci do tworzenia biofilmu
z uzyciem metody Christensena i wsp. z modyfikacjami (Christensen et al., 1985). Ze
swiezych hodowli szczepow badanych na podiozach krwawych przygotowywano
zawiesiny 0,5 w skali McFarlanda. Nast¢gpnie do probowek zawierajacych 2 ml
bulionu TSB z dodatkiem 1% glukozy dodawano 100 pl przygotowanych zawiesin.
Tak przygotowane hodowle inkubowano 24 godziny w temperaturze 37°C. Po okresie
inkubacji przenoszono po 200 ul hodowli w trzech powtoérzeniach do plytki 96-
dotkowej. Kontrole ujemng stanowit jalowy bulion TSB z dodatkiem 1% glukozy.
Plytki 96-dotkowe inkubowano przez 48 godzin w temperaturze 37°C. Po inkubacji
Z dotkow ptytki usuwano pipeta nadmiar hodowli, przeptukiwano trzykrotnie 200 pl
buforu PBS i inkubowano plytk¢ przez jedng godzine w temperaturze 60°C. Po
inkubacji do kazdego z dotkow dodawano 100 pl 1% roztworu fioletu krystalicznego
na dwie minuty. Nastgpnie roztwor fioletu usuwano 1 przeplukiwano dotki trzykrotnie
200 pl wody 1 pozostawiano do wyschnigcia. Nastgpnie do dotkow ptytki dodawano
po 200 pl roztworu stanowigcego mieszaning 10% metanolu i1 7,5% kwasu octowego
w wodzie. Ptytke krotko wytrzasano a nastgpnie mierzono absorbancj¢ przy 540 nm
przy pomocy czytnika plytek EPOCH (BioTek). Z wartosci trzech powtdrzen
wyliczano $rednig. Warto$¢ absorbancji do okreslenia zdolnosci tworzenia biofilmu
obliczano jako réznice wartosci Sredniej wynikow otrzymanych dla badanego szczepu
1 warto$¢ Srednig absorbancji dla kontroli ujemnej. Nastgpnie oceniano zdolno$¢
wobec nastgpujacej skali:

e <01 brak zdolno$ci tworzenia biofilmu,
e 0,1-0,199 staba zdolno$¢ do tworzenia biofilmu,
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e 0,2-0,299 umiarkowana zdolnos$¢ do tworzenia biofilmu,

e >0,3 silna zdolno$¢ do tworzenia biofilmu.

4.1.3.4. OkreSlanie zdolnos$ci szczepéw do wyrastania w surowicy
Szczepy badane posiewano na podioza Columbia Agar i inkubowano 24
godziny. Ze $wiezych hodowli szczepow badanych na podlozach krwawych
przygotowywano zawiesiny 0,5 w skali McFarlanda. Na ptytkach 96-dotkowych
przygotowywano rozcienczenia surowic ludzkiej i bydlecej (5,10 1 50%). Pojedyncza
proba badana sktadata si¢ z:

e Zawiesiny bakteryjnej 10 pl
e Surowicy ludzkiej lub bydlecej odpowiednio 10, 20, 100 pl
e Bulionu Todd-Hewitt do objetosci 200 pl

Badanie dla kazdego szczepu (dla kazdego z trzech przygotowywanych
rozcienczen okreslonego rodzaju surowicy) przeprowadzano w trzech powtdrzeniach.
Po przygotowaniu plytki 96-dotkowe;j dokonywano pomiardw
spektrofotometrycznych przy dlugosci fali 600 nm przy uzyciu czytnika plytek
EPOCH (BioTek). Ustalono szes¢ punktow pomiarowych odpowiadajagcych 1, 2, 3 .4,
22 i 25 godzinie inkubacji. Z wartosci trzech powtorzen badanego szczepu dla jednego
stezenia okreslonego rodzaju surowicy wyliczano $rednig.

4.1.3.5. Badanie aktywnoS$ci streptokinazy wobec plazminogenu
ludzkiego i bydlecego

4.1.3.5.1. Izolacja streptokinazy

Badane szczepy hodowano przez 24 godziny w temperaturze 37°C w bulionie
Todd-Hewitt (50 ml). Nastepnie pobierano 1 ml hodowli kazdego szczepu,
przenoszono do 50 ml bulionu Todd-Hewitt i inkubowano ponownie 18 godzin
w temperaturze 37°C. Po inkubacji hodowle badanych szczepoéw wirowano przez 30
minut przy 10 000 obrotow/min., anastepnie sgczono supernatant przez filtry
0 $rednicy porow 0,22 um w celu usuniecia pozostalosci komodrek bakteryjnych.
Otrzymany przesgcz stanowil zrodto surowego enzymu — streptokinazy.

4.1.35.2. Metoda jako$ciowa
Do jakosciowego badania obecnosci i aktywnosci streptokinazy zastosowano
podtoze bedace 1% roztworem agarozy w buforze TAE z 5% dodatkiem
odtluszczonego mleka krowiego. W podtozu wycinano studzienki, do ktorych
dodawano mieszaning 10 pl otrzymanego filtratu oraz 10 pl plazminogenu,
odpowiednio ludzkiego i bydlecego, w stezeniu 1mg/ml rozpuszczonego w buforze
150 mM NaCl i 50 mM Tris-HCI (pH=7,4). Kontrol¢ ujemng stanowit bulion Todd-
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Hewitt. Jako kontroli dodatniej uzyto szczepu Streptococcus dysgalactiae subsp.
equisimilis ATCC 12449 (H64A). Podtoza inkubowano w temperaturze 37°C przez
24 godziny. Zdolno$¢ szczepu do wytwarzania streptokinazy wigzacej okreslony
rodzaj plazminogenu manifestowata si¢ jako strefa przejasnienia wokot studzienki.

4.1.35.3. Metoda ilosciowa
Zdolno$¢ do aktywacji plazminogenu do plazminy przez streptokinaze obecna
U badanych szczepow badano z wykorzystaniem 96-dotkowych plytek. Do kazdego
testu dodawano:

- 7,5 pl mieszaniny filtratu z odpowiednim plazminogenem, ludzkim lub
bydlgcym, w stosunku 1:1,

- 7,5 1l 0,9% NaCl,
- 60 ul Tris-HCI (50 mM, pH=8,2),
- 15 pl roztworu substratu chromogennego Chromozym.

Roztwor substratu chromogennego przygotowano poprzez rozpuszczenie 5 mg
substratu chromogennego w 2,63 ml 100 mM roztworu glicyny. W kontroli ujemnej
filtrat zastgpiono woda. Nastepnie w odstgpach czasu co 10 minut mierzono
absorbancj¢ przy 405 nm przy uzyciu czytnika ptytek EPOCH (BioTeK). Obliczano
zmian¢ absorbancji w czasie (AA/min), wykorzystujagc metode regresji liniowe;j
Z przynajmniej siedmiu punktéw pomiarowych, gdzie wspodlczynnik korelacji
analizowanych danych byl nie mniejszy niz 0,95. Nastgpnie obliczano aktywno$¢
streptokinazy zgodnie ze wzorem:

V
Aktywno$¢ probki [U/ml] = —od X AA/min

gdzie,

V — catkowita objetos¢ (90 ul)

v — objetos¢ probki (filtrat+plazminogen = 7,5 pl)

& —molowy wspoétczynnik absorpcji dla 4—nitroaniliny przy 405 nm
wynoszacy 10,40 mmoltxlxem™

d — $ciezka $wiatla w studzience plytki 96-dotkowej (0,17 cm)

4.1.4. Metody zastosowane w badaniach molekularnych

4.141. Hodowla szczepow
Szczepy badane odsiewano po odmrozeniu na podtoza krwawe. Nastepnie
przesiewano szczepy badane na podioza ptynne Todd-Hewitt i inkubowano
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w temperaturze 37°C przez 18 godzin przy uzyciu inkubatora z wytrzasaniem ES-
20/80 (Biosan).

4.1.4.2. lzolacja kwaséw nukleinowych

4.1.4.2.1. Izolacja DNA
Izolacje bakteryjnego DNA przeprowadzano zgodnie z protokotem izolacji dla
zestawu Genomic Micro AX Bacteria Gravity (A&A Biotechnology). Po procesie
izolacji stezenie DNA sprawdzono przy uzyciu spektrofotometru Genova Nano
(Jenway). Wyizolowane DNA przechowywano w szczelnie zamknigtych probowkach
Eppendorf i przechowywano w temperaturze +4°C.

4.1.4.2.2. Izolacja RNA
Izolacja RNA prowadzono zgodnie z protokotem izolacji dla zestawu GeneJET
RNA Purification Kit (Thermo Scientific). Probki zabezpieczono przez dziataniem
RNaz dzigki zastosowaniu 1 pl inhibitora RNaz do kazdej probki. Po zakonczeniu
izolacji mierzono st¢zenie RNA.

4.1.4.3. Lancuchowa reakcja polimerazy
Reakcje PCR prowadzono w celu identyfikacji badanych drobnoustrojow,
potwierdzenia obecnosci genow i sekwencjonowania okreslonych fragmentow DNA,
poszukiwania wybranych czynnikéw kolonizacji i chorobotworczos$ci, poszukiwania
genow opornos$ci na antybiotyki.

Sktad mieszaniny reakcyjnej w klasycznej wersji PCR byt nastepujacy:

e PCR Mix Plus 5ul

e Starter 1 (F-forward) 0,2 ul

e Starter 2 (R-reverse) 0,2 ul

e Woda wolna od nukleaz 3,6 ul

e Matryca DNA 1ul
razem 10 ul

W przypadku przeprowadzania reakcji Multiplex PCR sktad mieszaniny
reakcyjnej byl nastepujacy:

e PCR Mix Plus 10 pul

e Startery —kazdy w objetosci 0,2 ul

e Woda wolna od nukleaz do 19 ul

e Matryca DNA 1l
razem 20 pl
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Kontrole ujemng we wszystkich przeprowadzanych reakcjach stanowita
mieszanina reakcyjna, gdzie zamiast matrycy dodawano 1 pl wody wolnej od nukleaz.
Kontrole dodatnie stanowily wymienione szczepy wzorcowe. W celu obliczania ilo$ci
potrzebnej mieszaniny uwzgledniano liczbe probek badanych, kontrole dodatnie,
kontrol¢ ujemng oraz 10% nadmiar ze wzgledu na mozliwe straty w czasie
pipetowania. Warunki prowadzonych reakcji byly zmienne i zalezaty od temperatur
topnienia zastosowanych starterow.

W Tabeli 2, 3 i 4 przedstawiono sekwencje starteréw wykorzystanych
w badaniach molekularnych.

Tabela 2. Startery zastosowane do wykrywania genéw warunkujgcych kolonizacje.

Nazwa Kodowany Nazwa . Wielkosé Pochodzenie .
. Sekwencja (5°-3) . . Zrodto
genu czynnik/cecha startera amplikonu sekwencji
oo biafko wiazace cbp-F GACAAACTCTGGAGAACTCA 002
kolagen cbp-R TCTGTTGTCAAACCAGTTGG
. biafko wiazace fbp-F AATCGCAAGAGATCCTACGC 5002
fibronektyne fop-R AGTTGGTAAGCACTGTCAGC (Lo&
. lacti h
dehydrogenaza | gapcC-F GGACGTCTTGCATTCCGTC S dysgalactiae | Cheng,
aldehydu 2015)
gapC Y 223 pz
3-fosfoglicerynowego | 93PC-R TTCTGGATCACGTTCAGCAG
hylB-F GCCTCTGAACAGCAATTAAC
hylB hialuronidaza 703 pz
hylB-R CATAGCAGGGTTCGATACGC
udziat w tworzeniu isp1-F CAACTGAAAAAACCCCAGAGCC
ispl biofilmu, biatko 429 pz
immunogenne isp-R GGTTGAAGTCAAAGGCACCATAA (Jordal et
al., 2015)
. - Imb-F AACCCCAAACAGCCTACGCAAG
Imb biatko wigzace 375 pz
lamining Imb-R | TAAAACGGGATCCGTCCAGGTAT
. o MFI-F | TATCAAAATCTTCTAAGTGCTGAG
prtFl biatko wigzgce P 930 pz S. pyogenes
fibronektyng prtFLI-R | AATGGAACACTAACTTCGGACGGG
fibronektyng priF2-R TTATGTTGCTTCTCACCA 2011)
sla-F CTCTAATAGCATCGGCTACGC
sla fosfolipaza A2 440 pz
sla-R AATGGAAAATGGCACTGAAAG
mtuA-F GAACCGCTACCTGAGGATGT (Boonyayat
antygeny receptora
mtuA . . 500 pz raetal.,
lipoproteinowego mtuA-R ATTTGATCCGGTGTTCCTTC 2018)
S. uberis
“wa czasteczka adhezyjna | SuaF ACGCAAGGTGCTCAAGAGTT 776 pz (Zouharova
SUAM sua-R TGAACAAGCGATTCGTCAAG etal., 2022)
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Tabela 3. Startery zastosowane do wykrywania gendow kodujacych czynniki

inwazyjne.
Nazwa Kodowan N Wielkosé Pochodzeni ,
ZWi _w y azwa Sekwencja (5°-3°) ielkose ocho Zer:I-Ie Frédio
genu czynnik/cecha startera amplikonu sekwencji
ska-F CGATCAAAGGGATCATACGG
ska streptokinaza 598 pz
ska-R AGGTTCACAGTAACGACGGC
sagA-F TACTTCAAATATTTTAGCTACT
sagA streptolizyna S 487 pz
sagA-R GATGATACCCCGATAAGGATAA
. pyogenes (Rato et al.,
slo-F ACGGCAGCTCTTATCATT ' 2011)
slo streptolizyna O 600 pz
slo-R GACCTCAACCGTTGCTTTGT
peptydaza C5a scp-F CCAAGACTTCAGCCACAAGG
scp uktadu 591 pz
dopetniacza scp-R CAATTCCAGCCAATAGCAGC
aciorkowco icG-F AGTAAAACACTACTATTTACA
. P . w S . (Lo & Cheng,
sicG inhibitor 190 pz S. dysgalactiae
dopelniacza sicG-R AGTCATATGGCCAATCTT 2015)
dppA-F CCGTTATGGAGTCCACAATGAA
permeaza
dppA di 1045 pz
ipeptydowa dppA-R ACTAGCTTTGAGTTTAATAGTAATC
sdn-F ACCCCATCGGAAGATAAAGC
sdn streptodornaza 489 pz S. pyogenes (Ratoetal.,
sdn-R AACGTTCAACAGGCGCTTAC 2011)
. spdl-F CCCTTCAGGATTGCTGTCAT
paciorkowcowa
spdl 400 pz
DNaza | spd1-R ACTGTTGACGCAGCTAGGG

Strona | 52




Tabela 4. Startery zastosowane do wykrywania genéw opornosci.

Nazwa | Kodowana (.)porn.os'c' Nazwa Sekwencja (5'-3") Wiel-kos'é Trodlo
genu na antybiotyki startera amplikonu
pbp2b-F GATCCTCTAAATGATTCTCAGGTGG (Zhang et
pbp2b penicyliny 1500 pz
pbp2-R CCATTAGCTTAGCAATAGGTGTTGG al,, 2021)
tetk-F TCCTGGAACCATGAGTGT
tetkK 189 pz
tetk-R AGATAATCCGCCCATAAC (Jeric etal,
tetL-F TGAACGTCTCATTACCTG 2002)
tetL 993 pz
tetL-R ACGAAAGCCCACCTAAAA
tetM-F GAACTCGAACAAGAGGAAAGC
tetM tetracykliny 740 pz
tetM-R ATGGAAGCCCAGAAAGGAT (Zhang et
tetO-F AACTTAGGCATTCTGGCTCAC al,, 2021)
tetO 515 pz
tetO-R TCCCACTGTTCCATATCGTCA
tetS-F CATAGACAAGCCGTTGACC
tetS 667 pz
tetS-R ATGTTTTTGGAACGCCAGAG (Kaczorek
ermA-F GTTCAAGAACAATCAATACAGAG etal, 2017)
ermA 421 pz
ermA-R GGATCAGGAAAAGGACATTTTAC
ermB-F ATTGGAACAGGTAAAGGGC (Zhang et
ermB . 442 pz
makrolidy, ermB-R GAACATCTGTGGTATGGCG al,, 2021)
linkozamidy,
streptograminy B ermC-F ATCTTTGAAATCGGCTCAGG
ermC 294 pz
ermC-R CAAACCCGTATTCCACGATT (Kaczorek
ermTR-F ATAGAAATTGGGTCAGGAAAAGG etal., 2017)
ermTR 530 pz
ermTR-R CCCTGTTTACCCATTTATAAACG
mefA-F AGTATCATTAATCACTAGTGC (Zhang et
mefA makrolidy 348 pz
mefAR TTCTTCTGGTACTAAAAGTGG al., 2021)
INUA-F GGTGGCTGGGGGGTAGATGTATTAACTGG
InuA 323 pz
INUA-R | GCTCTCTTTGAAATACATGGTATTTTTCGATC (Kaczorek
linkozamidy
InuD-F ACGGAGGGATCACATGGTAA etal., 2017)
InuD 475 pz
InuD-R TCTCTCGCATAATAACCTTACGTC
parC-F CTGAATGCCAGCGCCAAAT
parC 567 pz
parC-R GCGCATACGCACTGAACC (shietal
fluorochinolony h
gyrA-F CGATGTCGGTCATTGTTG 2023)
gyrA 496 pz
gyrAR ACTTCCGTCAGGTTGTGC
aad-6-F AGAAGATGTAATAATATAG
aad-6 978 pz
aad-6-R CTGTAATCACTGTTCCCGCCT (Kaczorek
aminoglikozydy
aphA-F GGGGTACCTTTAAATACTGTAG etal., 2017)
aphA 848 pz
aphA-R TCTGGATCCTAAAACAATTCATCC
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4.1.44. Lancuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym

4.1.4.4.1. Synteza pierwszej nici cDNA

Syntezg pierwszej nici cDNA przeprowadzano zgodnie z instrukcja producenta
zestawu TranScriba Kit (A&A Biotechnology). Mieszanina reakcyjna skladata si¢
z matrycowego RNA, heksameréow oraz wody wolnej od nukleaz. Mieszaning
przygotowywana dla RNA kazdego badanego szczepu inkubowano przez pi¢é¢ minut
w temperaturze 65°C. Nastepnie po umieszczeniu probowek w lodzie dodawano
kolejne sktadniki: bufor  reakcyjny, inhibitor ~ RNaz, mieszaning
deoksyrybonukleotydow oraz odwrotng transkryptaze. Przeprowadzano trzy
nastepujace po sobie inkubacje: 5-minutowa w temperaturze 25°C, 60-minutowg
W temperaturze 42°C, 5-minutowg w temperaturze 70°C. Otrzymane pierwsze nici
cDNA badanych szczepow przechowywano do czasu badania Real-time PCR
w temperaturze -20°C.

4.1.4.4.2. Reakcje Real-time PCR
Reakcje Real-time PCR przeprowadzano przy uzyciu gotowej mieszaniny RT
PCR Mix SYBR (A&A Biotechnology). Wykorzystano startery opisane weczesniej do
poszukiwania gendow: streptokinazy (ska), peptydazy C5a uktadu dopetniacza (scp),
fosfolipazy A2 (sla), paciorkowcowego inhibitora dopetniacza (SicG).

Sktad mieszaniny reakcyjnej w reakcji Real-time PCR obejmowat:

e RT PCR Mix SYBR

e Starter 1 (F-forward)

e Starter 2 (R-reverse)

e Woda wolna od nukleaz
e CcDNA

Ilosci uzytych substratow uzaleznione byly od uzyskanego stezenia RNA
W czasie izolacji. Kazda reakcja wykonywana byta w dwoch powtoérzeniach. Probe
kontrolng stanowita mieszanina, w ktorej cDNA zastgpowano woda wolng od nukleaz.
Dla kazdej badanej probki okreslonego szczepu wykonywano kontrole dodatnia,
wykorzystujac w tym celu startery kodujace geny metabolizmu podstawowego
(Tabela 5).
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Tabela 5. Startery kodujace geny metabolizmu podstawowego.

Nazwa genu .
Gatunek N Wielkogé ,
metabolizmu atune . azwa Sekwencja (5°-3”) 1e_ 08¢ Zrodto
drobnoutsroju startera amplikonu
podstawowego
gkiSU-F | GACCGGACCCAAAACACAGTCACAGGTGCTTTT (Jolley et
gki S. uberis 564 pz
gkiSU-R | AAGAGAATCTGGATTTAGGATATTTGAAATATT al., 2018)
gkiSD-F GGAATTGGTATGGGATCACCAGGAGC (McMillan
gki S. dysgalactiae 498 pz
gkiSD-R AATTCTCCTGCTGCTGACAC etal., 2010)
p20SG-F TATTTACGCCCACGTCTG (Jolley et
p20 S. gallolyticus 493 pz
p20SG-R CATAGCGCAATAGGTCAC al., 2018)

Dla badanej probki wykonywano szereg rozcienczen matrycowego cDNA oraz

sporzadzano krzywa kalibracyjng. Stosowane programy sktadaty si¢ z nastgpujacych
etapow:

e Wstepna denaturacja 95°C
e 40 cykli obejmujacych:
o Denaturacje 95°C, 15 sekund
o Przylaczanie starterow (zalezne
od temperatury topnienia ustalonej
na podstawie krzywej topnienia) 30 sekund
Odczyt fluorescenciji
Elongacje 72°C, 30 sekund

4.1.4.5. Elektroforeza w zelu agarozowym

Produkty reakcji PCR rozdzielano w 1 — 2% zelu agarozowym, do ktorego
dodawano 1,5 ul barwnika Midori Green (NIPPON Genetics Europe GmbH).
W zalezno$ci od oczekiwanych wielkosci produktow reakcji PCR uzywano
nastepujacych markerow wielkosci DNA: DNA Marker 1 (100-1000 pz), DNA
Marker 2 (50-1000 pz), DNA Marker 3 (100-3000 pz) (A&A Biotechnology).
Rozdzial elektroforetyczny prowadzono przez 60 minut przy stalym napigciu 70V.
Wyniki wizualizowano z uzyciem kamery UV i archiwizowano w postaci zdje¢ zeli.

4.1.5. Okreslanie profilu lekowrazliwosci metoda dyfuzyjno-
krazkowa

Lekowrazliwo$¢ badanych szczepdéw bakterii oceniano metoda dyfuzyjno-
krazkowa zgodnie z rekomendacjami EUCAST (Europejski Komitet ds. Oznaczania
Lekowrazliwosci, ang. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)
— wersja 13.0 (EUCAST, 2023). Szczepem kontrolnym byt S. pneumoniae ATCC
49619. W badaniach szczepow S. dysgalactiae i S. uberis wykorzystano krazki

rekomendowane dla grup A, B, C 1 G paciorkowcow:
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e Benzylpenicylina 1U

e Norfloksacyna 10 nug
e Wankomycyna S5ug
e Erytromycyna 15 ng
e Klindamycyna 2ug
e Tetracyklina 30 ug
e Tigecyklina 15 pg
e Linezolid 10 ug
e Rifampicyna 5ug

e Sulfametoksazol z trimpetoprimem 25 ug

W celu okreslenia lekowrazliwosci szczepow S. gallolyticus postgpowano zgodnie
z rekomendacjami EUCAST dla grupy Viridans paciorkowcow:

e Benzylpenicylina 1U

e Ampicylina 2ug
e Cefepim 30 ug
e Cefuroksym 30 ug
e Wankomycyna 5ug
e Klindamycyna 2ug

Ponadto dla szczepow S. gallolyticus okreslano lekowrazliwos$¢ wobec:

e Norfloksacyna 10 pug
e Erytromycyna 15 ng
e Tetracyklina 30 ug
e Rifampicyna 5ug

Szczepy badane hodowano na podtozu krwawym. Przygotowywano zawiesiny
0,5 wskali McFarlanda w 0,9% NaCl. Zawiesiny posiewano wacikiem w postaci
murawy na podtoza Mueller-Hinton z dodatkiem 5% krwi konskiej 1 20mg/L B-NAD,
uktadano ww. krazki antybiogramowe i inkubowano w temperaturze 37°C przez
20 godzin. Interpretacji dokonywano w oparciu o aktualne rekomendacje EUCAST
wersja 13.0 (EUCAST, 2023). Dla szczepow S. gallolyticus w celu oceny
lekowrazliwo$ci wobec norfloksacyny, erytromycyny, tetracykliny oraz rifampicyny
uwzgledniono strefy graniczne dla szczepow grup A, B, C 1 G.
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4.2. Rodzaj Staphylococcus

4.2.1. Hodowla szczepow badanych
Po uprzednim rozmrozeniu szczepoéw przechowywanych w -80°C odsiewano
je na podtoza wymienione w podrozdziale 3.2.4.1 i inkubowano w temperaturze 37°C
przez 24 godziny.

4.2.2. Badanie cech badanych szczepéw metodami fenotypowymi

4.2.2.1. OKkreslanie typu hemolizy
Szczepy posiewano redukcyjnie na podtoza Columbia Agar z dodatkiem 5%
odwloknionej krwi baraniej i inkubowano w temperaturze 37°C przez 24 godziny.
Pojawienie si¢ catkowitego przejasnienia podtoza wokot kolonii badanego szczepu
klasyfikowano jako hemolizg f.

4.2.2.2. Okres$lanie wlasciwosci biochemicznych

4.2.2.2.1. Zdolnos¢ do wytwarzania proteaz

42.221.1. Wykrywanie zelatynazy
Badanie przeprowadzono w sposob opisany w podrozdziale 4.1.4.1.1.

4.2.2.2.1.2. Wykrywanie kazeinazy
Badanie przeprowadzono w sposdb opisany w podrozdziale 4.1.4.1.2.

4.2.2.2.2. Zdolnos¢ do wytwarzania lipaz

4.2.2.2.2.1. Wykrywanie lecytynazy
Badanie przeprowadzono w sposob opisany w podrozdziale 4.1.4.2.1.

4.2.2.2.2.2. Wykrywanie esterazy
Badanie przeprowadzono w sposdb opisany w podrozdziale 4.1.4.2.2.
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4.2.3. Wykrywanie koagulazy oraz czynnika skupiania (Clumping
Factor, CF)

4.2.3.1. Wykrywanie koagulazy
W celu wykrycia wolnej koagulazy w probowkach przygotowywano osocze
krélicze rozcienczone 0,9% NaCl w stosunku 1:5, a nast¢gpnie dodawano mase
bakteryjng badanych szczepow. Proby inkubowano w 37°C przez cztery godziny,
inkubacje przedtuzano do 18 godzin. Po czasie czterech godzin, a nastgpnie 18 godzin
oceniano powstanie aglutynatow. Kontrole dodatnig stanowit szczep Staphylococcus
aureus ATCC 25923.

4.2.3.2.  Wykrywanie czynnika skupiania (Clumping Factor, CF)
Na szkietka podstawowe nanoszono dwie krople 0,9% NaCl. Nastgpnie
w kazdej z kropli zawieszano badany szczep bakterii. Do jednej z zawiesin dodawano
krople nierozcienczonego osocza kroliczego i oceniano powstanie aglutynatow.
Kontrole dodatnig stanowit szczep Staphylococcus aureus ATCC 25923.

4.2.4. Metody zastosowane w badaniach molekularnych

4.2.4.1. Hodowla szczepow
Szczepy badane odsiewano po odmrozeniu na podtoza krwawe. Nastepnie
przesiewano je na podtoza ptynne BHI i inkubowano w temperaturze 37°C przez
18 godzin przy uzyciu inkubatora z wytrzgsaniem ES-20/80 (Biosan).

4.2.4.2. lzolacja DNA
Izolacje bakteryjnego DNA przeprowadzano zgodnie z protokotem izolacji dla
zestawu Genomic Micro AX Staphylococcus Gravity (A&A Biotechnology). Po
procesie izolacji stezenie DNA sprawdzano przy uzyciu spektrofotometru Genova
Nano (Jenway). Wyizolowane DNA przechowywano w szczelnie zamknigtych
probéwkach Eppendorf'i przechowywano w temperaturze +4°C.

4.2.4.3. Lancuchowa reakcja polimerazy

Reakcje tancuchowej polimerazy (PCR) prowadzono w celu poszukiwania
wybranych czynnikdw kolonizacji 1 chorobotwdrczoséci, poszukiwania genow
oporno$ci na antybiotyki oraz w celu potwierdzenia obecnosci genéw metabolizmu
podstawowego i sekwencjonowania okre$lonych fragmentow DNA na potrzeby
wykonania analizy MLST. W przeprowadzonych badaniach sktad mieszanin
reakcyjnych odpowiadat tym opisanym w podrozdziale 4.1.8.3. Warunki
prowadzonych reakcji byly zmienne i zalezaty od temperatur topnienia zastosowanych
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starterow. W ponizszych tabelach zestawiono sekwencje starterow wykorzystanych
w badaniach molekularnych (Tabele 6 - 10).

Tabela 6. Startery zastosowane do wykrywania genéw warunkujacych kolonizacje.

N Ki N ielko$¢ ,
azwa odgwany azwa Sekwencja (5°-3") Wle- 08¢ Frodio
genu czynnik/cecha startera amplikonu
spsD-F TGGTGTAAAAAGCCCTTCAGGTA
spsD 528 pz
spsD-R TTCCCTTCCCCACTTGCATTA
wiazanie fibronektyny, spsL-F AACTCCAAAGGCCGAAGAAT (Phumthana
spsL fibrynogenu oraz 201 pz korn et al.,
elastyny spsL-R CCAGCAACAAGAAGGAGAGG 2017)
SpsO-F ACGTCACCTAGTGCTGTTGATT
spsO 696 pz
spsO-R TGCAACTGGCCGTTACAATAA
SpsE-F TTTCTCGTTTCTGGGCGT (Kmieciak
&
SpskE wigzanie fibrynogenu 1600 pz
spsE-R GCGTCTTCTGGTTATCGT Szewcezyk,
2018)
SpsP-F CAAAGCTGAAGCGAAAGCAGAT
spsP 366 pz
wiazani SpsP-R GCGATACTTACGCCACCCG (Phumthana
Azame korn et al
immunoglobulin SPSQ-F CAGACAAAGGTATGGACAAAGCG 2017)
spsQ 217 pz
SpsQ-R ATTTCGTGGTTTGCTTTAGCTTCT
- ebpS-F AGACGCCACAGAAAAAGA (Wang et
ebpS wiazanie elastyny 1040 pz
ebpSR GCAGATTGACCTTGTTGA al., 2022)
fib-F CTACAACTACAATTGCCGTCAACAG
fib wiazanie fibrynogenu 404 pz
fib-R GCTCTTGTAAGACCATTTTTCTTCAC
A fnbA-F GCGGAGATCAAAGACAA 1280 p2 (Zuniga et
fibA-R CCATCTATAGCTGTGTGG al., 2015)
wigzanie fibronektyny
fnbB-F GTAACAGCTAATGGTCGAATTGATACT
fnbB 524 pz
fnbB-R CAAGTTCGATAGGAGTACTATGTTC
- _ bbp-F AACTACATCTAGTACTCAACAACAG (Cavalcante
bbp wiazanie sialoproteiny 575 pz
bbp-R ATGTGCTTGAATAACACCATCATCT etal., 2021)
cna-F GTCAAGCAGTTATTAACACCAGAC
cna wigzanie kolagenu 423 pz
cna-R AATCAGTAATTGCACTTTGTCCACTG (Zuniga et
eno-F ACGTGCAGCAGCTGACT al.,, 2015)
eno wigzanie laminiy 302 pz
eno-R CAACAGCATCTTCAGTACCTTC
coa-F TTTGGCCATGGATGAAAAAGAAATTGCTT :
. (Sewid et
coa produkcja koagulazy 1500 pz
coa-R | TTTGGGGATCCTGACCGTTGTAAGCTTTAT al., 2018)
lip-F GGAAAAGCAGCAGAAAGAA (Kmieciak
&
lip produkcja lipazy 1601 pz
lip-R GGGTGCTGTGATGAAATA Szewczyk,
2018)
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Tabela 7. Startery

zastosowane do wykrywania genow

odpowiedzialnych za

produkcje biofilmu.
N Kod N Wielkosé ,
azwa ° Qwany azwa Sekwencja (5°-3) feTrose Zrodio
genu czynnik/cecha | startera amplikonu
icaC-F | ATGGGACGGATTCCATGAAAAAGA (Piechota et
icaC 1100 pz |
icaC-R TAATAAGCATTAATGTTCAATT al,, 2018)
produkcja icaD-F | CGTTAATGCCTTCTTTCTTATTGCG (Meroni etal
icaD iofil 166 pz v
biofilmu icaD-R ATTAGCGCACATTCGGTGTT 2019)
bap-F | CCCTATATCGAAAGGTGTAGAATTG (Zuniga etal
bap 971 pz "
bap-R | GCTGTTGAAGTTAATACTGTACCTGC 2015)

Tabela 8. Startery zastosowane do wykrywania gendéw toksyn eksfoliatywnych

i leukotoksyn.
Nazwa Kodowan Nazwa Wielko$é .
oW _W Y 2\ Sekwencja (5°-3) 1e. 0s¢ Zrodto
genu czynnik/cecha startera amplikonu
exiA-F AGTAACAAACTATCACATAGCG
exiA 455 pz
exiA-R TTAACAGGTTATAACGTCCCC (Melter et
produkcja exiB-F AAATTATTTTCACTCCAGCTT al.,, 2017)
exiB toksyn 381 pz
eksfoliatywnych | exiB-R CATGTATACCTATTAGTTCCCC
et siet-F ATGGAAAATTTAGCGGCATCTGG 350 pz (Meroni et
siet-R CCATTACTTTTCGCTTGTTGTGC al.,, 2019)
lukS-F CAGGGATCCGCAAACACTATAGAAGAAATCG
lukS 868 pz
IukS-R GCTTGTCGACCTATTAATTATGCCCCTTTAC (Maali et
produkcja I 2018
leukotoksyny | IUKF-F TGTCGGATCCGCTAATCAAATTACACCTG al., 2018)
lukF 926 pz
Panton- lukF-R | GTCAGTCGACCTATTATGATGGGTTTTTTTCATC
Valentine
ol pvI-F TCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA 433 pz (Ziasistani
pvI-R GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC etal, 2019)
Tabela 9. Startery zastosowane do wykrywania genéw enterotoksyn.
N Kod N Wielko$é .
azwa odowany azwa Sekwencja (57-3") 1eRose Zrodto
genu czynnik/cecha startera amplikonu
sea-F CCTTTGGAAACGGTTAAAACG
sea enterotoksyna A 127 pz
sea-R TCTGAACCTTCCCATCAAAAAC
seb-F TCGCATCAAACTGACAAACG
seb enterotoksyna B 477 pz
seb-R GCAGGTACTCTATAAGTGCCTGC
sec-F CTCAAGAACTAGACATAAAAGCTAGG (Lange et
sec enterotoksyna C 271 pz
sec-R TCAAAATCGGATTAACATTATCC al., 2020)
sed-F CTAGTTTGGTAATATCTCCTTTAAACG
sed enterotoksyna D 319 pz
sed-R TTAATGCTATATCTTATAGGGTAAACATC
see-F CAGTACCTATAGATAAAGTTAAAACAAGC
see enterotoksyna E 178 pz
see-R TAACTTACCGTGGACCCTTC
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Tabela 10. Startery zastosowane do wykrywania gendw opornosci.

N Kod N Wielkos¢ | ,
azwa odowany azwa Sekwencja (5°-3") 1RO | sdto
genu czynnik/cecha startera amplikonu

mecA-F | AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC
mecA | metycylinoopornos¢ 532 pz
mecA-R | AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC (Kang
etal,
o produkcja blaz-F TGACCACTTTTATCAGCAAC 10002 2014)
p-laktamaz blaZ-R | GCCATTTCAACACCTTCTTTC
4.2.44. FElektroforeza w zelu agarozowym

Elektroforeze przeprowadzano w sposob opisany w podrozdziale 4.1.8.5.

4.2.4.5.

Analiza i typowanie sekwencji multilocus (MLST)
Roznorodnosé¢ genetyczng badanych szczepow S. pseudintermedius okreslano
metodg MLST przy uzyciu siedmiu loci. W tym celu przeprowadzano tancuchowa
reakcje polimerazy dla kazdego z badanych genow a nastepnie przekazano produkty
reakcji PCR do sekwencjonowania (Genomed S.A.). Geny poddane analizie MLST
oraz startery uzyte w celu ich amplifikacji przedstawiono w Tabeli 11 (Jolley et al.,

2018).
Tabela 11. Startery zastosowane do wykrywania genow metabolizmu podstawowego.
Nazwa Nazwa R Wielkosé
Sekwencja (5°-3%) .
genu startera amplikonu
ack-F CACCACTTCACAACCCAGCAAACT
ack 680 pz
ack-R AACCTTCTAATACACGCGCACGCA
cpn60-F GCGACTGTACTTGCACAAGCA
cpn60 552 pz
cpn60-R AACTGCAACCGCTGTAAATG
fdh-F TGCGATAACAGGATGTGCTT
fdh 408 pz
fdh-R CTTCTCATGATTCACCGGC
purA-F GATTACTTCCAAGGTATGTTT
purA 490 pz
purA-R TCGATAGAGTTAATAGATAAGTC
pta-F GTGCGTATCGTATTACCAGAAGG
pta 570 pz
pta-R GCAGAACCTTTTGTTGAGAAGC
sar-F GGATTTAGTCCAGTTCAAAATTT
sar 521 pz
sar-R GAACCATTCGCCCCATGAA
tuf-F CAATGCCACAAACTCG
tuf 500 pz
tf-R GCTTCAGCGTAGTCTA
Otrzymane sekwencje analizowano z wykorzystaniem programow

komputerowych a nastgpnie porownywano ze znanymi sekwencjami w bazie danych
PubMLST (http://pubmist.org/) (Jolley et al., 2018). Na podstawie zidentyfikowanych
alleli siedmiu genoéw metabolizmu podstawowego okreslano typy sekwencyjne (ang.
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sequence type, ST) anastgpnie analizowano powigzania mig¢dzy uzyskanymi ST
a innymi ST zgloszonymi w Europie.

4.2.5. OkresSlanie profilu lekowrazliwosci metoda dyfuzyjno-
krazkowa
W celu okreslenia lekowrazliwosci badanych szczepéw =z rodzaju
Staphylococcus wykonywano zgodnie z rekomendacjami EUCAST (wersja 9.0)
antybiogramy metodg dyfuzyjno-krazkowa (EUCAST, 2019). Szczep Staphylococcus
aureus ATCC 29213 uzyty zostat jako kontrolny. W badaniach wykorzystywano
nastepujace krazki antybiogramowe:

e Oksacylina 1ug
e Benzylpenicylina 1U
e Ciprofloksacyna 5 ug
e Norfloksacyna 10 pg
e Gentamicyna 10 pug
e Erytromycyna 15 pg
e Klindamycyna 2 ug
e Tetracyklina 30 ug
e Tigecyklina 15 g
e Chinupristyna/Dalfopristyna 15 ug
e Linezolid 10 pug
e Rifampicyna 5ug
e Sulfametoksazol/trimetoprim 25 ug
e Kwas fusydowy 10 pug

Dla szczepéw metycylinoopornych oznaczano wrazliwo$¢  wobec
wankomycyny oraz daptomycyny z uzyciem E-testow — paskow z gradientem stezen
przeznaczonych do okreslania najmniejszego st¢zenia hamujgcego wzrost
drobnoustrojow — MIC.

Szczepy badane hodowano na podtozu krwawym. Przygotowywano zawiesiny
bakterii o gestosci 0,5 w skali McFarlanda w 0,9% NaCl. Zawiesiny szczepow
badanych posiewano w postaci murawy na podtoza agarowe Mueller-Hinton.
Nastepnie naktadano krazki antybiogramowe i inkubowano w temperaturze 37°C
przez 20 godzin. Wyniki odczytywano i interpretowano zgodnie z rekomendacjami
EUCAST wersja 9.0 (EUCAST, 2019).
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5. Wyniki
Tabele i1 ryciny tego rozdzialu pokazuja cechy, ktére szczegdlnie wyraznie
ilustruja realizacje¢ celu pracy — poszukiwanie szczepow i cech wskazujacych na proces
przemiany patogenéw zwierzecych w sposob, ktdéry umozliwi im opanowanie nowego
gospodarza, jakim jest cztowiek. Szczegdélowe wyniki wszystkich badan wykonanych
w ramach tej pracy zgromadzone sg w tabelach zawartych w Aneksie.

5.1. Rodzaj Streptococcus

5.1.1. Identyfikacja badanych szczepéw z rodzaju Streptococcus
Sposrdd analizowanych w tej pracy szczepdw znaczna cze$¢ pochodzita
z kolekcji lub byta wstepnie zidentyfikowana fenotypowo w laboratoriach klinicznych
I wymagala potwierdzenia lub poglebienia tej identyfikacji metodami genetycznymi.
Szczepy pochodzace z krowiego mleka z przypadkow zapalenia wymion wymagatly
izolacji z tego materiatu klinicznego i petnej identyfikacji.

5.1.1.1. Identyfikacja bakterii w prébkach mleka krowiego

Przebadano 660 probek mleka krowiego, z ktorych wyizolowano 191
szczepOw katalazoujemnych ziarenkowcow gramdodatnich. W wyniku oceny wzrostu
bakterii na podtozach (podrozdziat 3.1.4.2) wytypowano 53 hodowle, ktére speiniaty
kryteria pozwalajgce na zaklasyfikowanie ich do rodzaju Streptococcus. Jednak ich
identyfikacja przy uzyciu zestawdéw API STREP pozwolita przyporzadkowac¢ do tego
rodzaju juz tylko 34 szczepy. Pozostate nalezaly do rodzaju Enterococcus oraz
Lactococcus. Identyfikacja fenotypowa ,,do gatunku” pozwolita na ustalenie, ze
sposrdd 34 szczepow z rodzaju Streptococcus 25 nalezalo zaliczy¢ do gatunku
S. uberis, trzy do S. agalactiae, dwa do S. porcinus. Cztery szczepy zakwalifikowano
do gatunku S. dysgalactiae.

Dalsze badania wykazaty rozbieznos$ci pomiedzy identyfikacja fenotypowa
a genetyczng. Metode genetyczng uznano za rozstrzygajacg. Sposrdd 25 szczepow
zidentyfikowanych wstepnie jako S. uberis w przypadku 21 ta identyfikacja zostata
potwierdzona. Dwa szczepy okazaly si¢ naleze¢ do gatunku S. parauberis oraz jeden
szczep do S. dysgalactiae. Jeden szczep nie potwierdzit przynaleznosci do rodzaju.

Dwa szczepy zidentyfikowane metodami fenotypowymi jako S. agalactiae
zidentyfikowano genetycznie jako S. uberis a jeden nie wykazal przynaleznosci
rodzajowej. Dwa szczepy S. porcinus zidentyfikowano réwniez jako S. uberis. Do
dalszych badan skierowano zatem 25 szczepow S. uberis (SU).

Identyfikacja fenotypowa czterech szczepow S. dysgalactiae zostata
potwierdzona genotypowo metoda PCR. Trzy szczepy zidentyfikowano fenotypowo
jako S. dysgalactiae subsp. equisimilis (SDSE), jeden jako S. dysgalactiae subsp.
dysgalactiae (SDSD).
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Sekwencjonowanie fragmentow gendéw 16S rRNA pigciu zidentyfikowanych

genetycznie szczepow S. dysgalactiae izolowanych od bydia zaklasyfikowato je

jednak do podgatunku SDSD. Sekwencje te umieszczono w bazie GenBank. Sa
dostepne pod numerami: 0Q866346-0Q866350.

W Tabeli 12 podsumowano wyniki fenotypowej i genetycznej identyfikacji
opisanych szczepow.

Tabela 12. Wyniki identyfikacji fenotypowej i genotypowej badanych szczepow
izolowanych z zapalenia wymion krow.

Identyfikacja
Lp. Szchzl;pu Identyfikacja fenotypowa genre;?j/z?j do Identyfikag;etluie;;tyczna do
Streptococcus
1. 15 S. uberis tak S. uberis
2. 33 S. uberis tak S. uberis
3. 36 S. uberis tak S. uberis
4. 39 S. uberis tak S. uberis
5. 43 S. uberis tak S. uberis
6. 70 S. uberis tak S. uberis
7. 82 S. agalactiae nie -
8. 115 S. uberis tak S. uberis
9. 120 S. uberis tak S. uberis
10. | 196 S. uberis tak S. uberis
11. | 233 S. uberis tak S. uberis
12. | 244 S. uberis tak S. uberis
13. | 249 S. uberis tak S. parauberis
14. | 261 S. uberis tak S. parauberis
15. | 272 S. uberis tak S. uberis
16. | 273 S. uberis tak S. uberis
17. | 279 S. uberis tak S. uberis
18. | 310 S. uberis tak S. uberis
19. | 340 S. uberis tak S. uberis
20. | 345 S. uberis nie -
21. | 348 S. uberis tak S. uberis
2 | 350 S. dysgalactiat? subsp. tak S. dysgalactiae.z subsp.
dysgalactiae dysgalactiae
23. | 351 S. uberis tak S. uberis
24, | 367 S. dysgalactiae subsp. equisimilis tak S dy;gzs;\;z?;i:t?aseubsp.
25. | 375 S. agalactiae tak S. uberis
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26. | 389 S. agalactiae tak S. uberis

27. | 395 S. uberis tak S. uberis

28. | 401 S. uberis tak S. uberis

29. | 408 S. porcinus tak S. uberis

30. | 418 S. uberis tak S. uberis

. lacti .
31. | 431 S. uberis tak S dysgaacna?sump
dysgalactiae

S. dysgalactiae subsp.

32. | 435 S. dysgalactiae subsp. equisimilis tak dysgalactiae

33. | 584 S. porcinus tak S. uberis

S. dysgalactiae subsp.

34. | 592 S. dysgalactiae subsp. equisimilis tak dysgalactiae

Rycina 2 przedstawia powigzania filogenetyczne migdzy
zsekwencjonowanymi fragmentami genow 16S rRNA szczepow SDSD pochodzacych
od bydta. Szczepy badane w ramach tej pracy zostaty zaznaczone szarym kolorem.

Streptococeus dysgalactiae subsp. dysgalactiac strain 431 168 ribosomal RNA gene, partial sequence

Streptococeus dys:

ctiae subsp. dysgalactiae strain 435 163 ribosomal RNA gene, partial sequence
Sireplococcus dysgalaclize subsp. dysgalactiae strain 367 163 ibosomal RNA gene, partial sequence

Streptococcus dysgalactiac subsp. dysgalactiac strain 330 165 ribosomal RNA gene, partial sequence

subsp. dy genc for 16 ribosomal RNA, partial cds, strain: dNo.41

galactiae subsp. dysgalactiae gene for 165 ribosomal RNA, partial eds, strain: dNo.73
Streptococens dysgalactiae subsp. dysgalactiae strain NCTC4669 genome assembly, chromesome: 1
Streptococcus dysgalactiac strain ATCC 43078 168 tibosomal RNA. partial scquenee
dysgal subsp.

eene for 168 ribosomal RNA, partial sequence, strain: JCM 5673

Streptocaccus dysgalactine subsp. d

actine strain 592 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
Streptocaccus dysgalactioe strain CCUG 27301 168 ribosomal RN A, partial sequence

< d T—

subsp. dy iue strain CCUG 11663 168 ribosomal RNA gene, partial sequence

P a@ subs i

y sirain 06.1563 168 ribosomal RNA gene, partial scquence
Streptocoecus dysgalactiac strain ATCC 43078 168 ribosomal RNA, partial sequence
Streptocoecus dysgalactiae strain ATCC 43078 168 ribosomal RNA, partial sequence
Streptococeus dysgalactiae subsp. equisimilis srain UNICAMO1 168 ribosomal RNA gene, partial sequence

Streptococeus dysgalactine subsp. dysgalactin strain DB3 1752-13 chromuosome:

il d i subsp. cquisimilis strain NCTC6181 genome assembly, chromosome: |
St calactiac subsp. dy iac strain STREPYT-15 chromosome
Streptoceccus dysgalactiae subsp. dysgalactiac KULY gene for 168 rRNA, partial sequence
St dysgalactiae subsp. equisimilis strain NC'TCT136 genome assembly, chremosome: 1
Streplococcus dysgalactive subsp. equisimilis strain MGCS35957 chromosome MGCS35957, complete sequence
Strep dysgal subsp. is strain NCTC6179 genome assembly, chromosome: 1
Sir dysg iae subsp. isimilis strain TPCH-A74 chromosome, complete genome
S1r dysgalactiae subsp. lis strain NCTC11554 genome assembly, chromoseme: 1

Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis strain MGGS36055 chromosome MGGS36055, complete sequence

1 subsp ilis steain NCTC9413 genome assembly, chromosome: 1
ir dy iac subsp, isimilis strain MGCS36089 chromosome MGCS36089%, compleic scquence
St vsgalactiac subsp. dysgal 165 ribosomal RNA genc. partial scquence

Streptococcus dysgalactiac subsp. cquisimilis strain RURA134 168 ribosomal RNA gene, partial scquence
Streptococcus dysgalactiae subsp, dysgalactiae strain TIB49998-05 chromosome

Streptococeus dysgalactiae subsp. equisimilis 15¢ DNA, complete genome

3 subsp. cqui strain NCTCS370 genome assembly, chromosomes |
Strcptococcus dysgalactiae subsp. cquisimilis strain MGUS35922 chromosome MGCS$36044, compleie scquence
Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis strain NCTC9414 genome assembly, chromoseme; |

Streptocaccus dysgalactiae subsp. equisimilis strain TPCH-AB8 chromesome, complete genome

Streplococeus dysgalactiae subsp. equisimilis strain MGCS36044 chromosome MGCS36044, complete sequence
Streplocaccus dysgalactiac subsp. cquisimilis strain MGCS36083 chromosome MGCS36083, complete sequence
Sticptococeus dysgalactiac subsp. cquisimilis strain NCTC8546 genome assembly, chromosome: L

Streptococeus dysgalactiae subsp. equisimilis strain TPCLI-A19 chromosome, complete genome

Streptocaccus dysgalactiae subsp. equisimilis strain MGCS35823 chromosome MGCS35823, complete sequence

Streplococeus dy

subsp. equisimilis steain Karl chromosome, complete genome
Streplococeus dysgalactiae subsp. dysgalacliac strain DB60705-15 chromosome
S C dysg subsp isimilis strain NCTCS,
0.0008 . PR T ] 5,
'—' dy subsp. strain NCTC11556 genome assembly, chromesome: 1

Streptococeus dysgalactiae strain NCTC6403 genome assembly, chromosome: |

Rycina 2. Powigzania filogenetyczne pomigdzy badanymi szczepami SDSD.

1 genome assembly, chromosome: 1
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W czasie izolacji szczepow, w badanym materiale klinicznym — mleku krow
z zapaleniem wymion, w potowie posiewOw obecnosci S. uberis towarzyszyly inne
rodzaje bakterii. Na Rycinie 3 przedstawiono udzial probek zawierajacych czyste
hodowle szczepow S. uberis (48%) i tych, ktore stanowity hodowle mieszane (52%).
Oproécz S. uberis w hodowlach mieszanych wystgpowaty gronkowce oraz pateczki
gramujemne.

S. uberis +
Staphylococcus
sp. + pateczki
gramujemne

Hodowla czysta S.
uberis...

28%
S. uberis + L .
pateczki PR S. uberis +
gramujemne Staphylococcus sp.
20% 4%

Rycina 3. Materiat do badan zawierajacy paciorkowce Streptococcus uberis.

Szczepy S. uberis o numerach SU 15, SU 36, SU 39, SU 43, SU 196, SU 233,
SU 244, SU 272, SU 273, SU 310, SU 418 oraz SU 584 tworzyly czyste hodowle
bezposrednio po posiewie z materiatu klinicznego, co oznacza, ze byly jedynym
czynnikiem etiologicznym infekcji, ktora rozwingtla si¢ u zwierzecia. Czysta hodowla
z materiatu klinicznego byta takze w przypadku dwodch szczepoéw zidentyfikowych
jako SDSD (SDSD 350, SDSD 367). W trzech posiewach, z ktérych wyizolowano
SDSD obecne bylty takze pateczki gramujemne oraz gronkowce.

5.1.1.2. Identyfikacja S. dysgalactiae subsp. equisimilis oraz
S. gallolyticus
Szczepy S. dysgalactiae subsp. equisimilis pochodzace z materiatow
klinicznych od ludzi identyfikowano genetycznie do podgatunku. W przypadku
wszystkich szczepow metoda genetyczna potwierdzita wynik otrzymany metoda
MALDI TOF MS.
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Reakcje PCR ze specyficznymi dla podgatunkéw S. gallolyticus starterami
pozwolily na zidentyfikowanie 10 szczepow do S. gallolyticus subsp. pasteurianus
(SGSP) oraz jednego do podgatunku S. gallolyticus subsp. gallolyticus (SGSG). Obraz
rozdziatu produktow reakcji PCR przedstawiono na Rycinie 4.

DNA DNA
Marker 2 Marker 2

1275 3851 1836 2140 2200 4083 5469 5468 2185 5523 2205 1275 38511836 2140 22004083 5469

362 pz 531 pz

DNA K+ K+

Marker 2 SGSP SGSG

5468 2185 5523 2205

531 pz

Rycina 4. Rozdziat produktow PCR w identyfikacji szczepoéw S. gallolyticus.

Obecnos¢ produktu reakeji odpowiadajagcemu sekwencji o wielkosci 362 pz
swiadczy o przynaleznosci szczepu do podgatunku S. gallolyticus subsp. gallolyticus
(SGSG), natomiast prazek o wielkosci 531 pz do podgatunku S. gallolyticus subsp.
pasteurianus (SGSP).

Wyniki identyfikacji wszystkich szczepéw bedacych przedmiotem badan tej
pracy przedstawiono w Aneksie w Tabelach Al.

5.1.2. Zdolnosci kolonizacyjne szczepéw badanych gatunkow
paciorkowcow

5.1.2.1. Zaspokajanie wymagan pokarmowych i niszczenie tkanek
Zdolno$¢ rozktadu zwiazkdéw wynikajaca z wlasciwosci metabolicznych
szczepow pokazuje ich potencjal mnozenia w réznych srodowiskach.

Wiasciwosci glikolityczne zbadano wobec czterech cukrow: laktozy, fruktozy,
glukozy oraz sorbitolu. Do tych badan wytypowano 20 szczepdéw nalezacych do
gatunkow S. uberis (SU), S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae (SDSD), S. dysgalactiae
subsp. equisimilis (SDSE) oraz S. gallolyticus subsp. pasteurianus (SGSP).

Wiasciwosci glikolityczne wobec sorbitolu zaobserwowano tylko u szczepow
izolowanych od zwierzat: SU oraz SDSD. Szczepy wyizolowane od ludzi takiej cechy
nie miaty. Szczepy SDSE wykazaly tez mniejsze spektrum substratowe w przypadku

Strona | 67



rozktadu cukréw niz szczepy izolowane od zwierzat. Rzadziej rozktadaty laktoze
I fruktoze w poréwnaniu z pozostatymi: SU, SDSD oraz SGSP. Znaczenie tych cech
moze przyczyni¢ si¢ do oceny sity zwigzku poszczegélnych badanych szczepow
z gospodarzem. Wyniki ze wskazaniem numerdéw szczepow pokazano w Tabeli 13.

Tabela 13. Wtasciwosci glikolityczne wybranych szczepow.

Wiasciwosci glikolityczne

Nr szczepu Rozktad Rozktad Rozktad Rozktad
laktozy fruktozy glukozy sorbitolu
+ + +

Materiat
kliniczny

SU 15

SU 36

SU 39

SuU 43

SU 196
SDSD 350
SDSD 367
SDSD 431
SDSE 159
SDSE 176
SDSE 202
SDSE 252
SDSE 387
SDSE 540
SDSE 634
SDSE 3674
SDSE 26529
SGSP 1275
SGSP 3851
SGSP 5468

od zwierzat

T S I S R S

N N EA A
T e e S S

s

od ludzi

RS S O S o P S R [ [ R IR ' ' )
1

(T I S PR [P R (P [ ) (i

4|+ |+ ]+

Zdolnos¢ do rozkladu biatek oceniano, oznaczajac aktywno$¢ proteaz
w stosunku do kazeiny i zelatyny. Rozktad kazeiny wystepowat powszechnie wsrod
szczepdw od gospodarzy zwierzecych. Obecno$¢ kazeinazy zaobserwowano
u wszystkich szczepoéw SU i SDSD, ale takze u licznych S. gallolyticus (9/11). Enzym
ten wystepowat rzadziej w grupie SDSE (10/36). Zelatynaza byla aktywna tylko
u 10 z 36 szczepow izolowanych od zwierzat, jednak byta obecna w 22 z 36 szczepoéw
SDSE pochodzacych z infekcji ludzkich.

Wilasciwos$ci lipolityczne oceniano w oparciu o obecno$¢ lipazy oraz
lecytynazy. Zdolno$¢ do rozktadu tluszczow nie byta powszechng cecha wsrdd
badanych szczepow. Jedynie SDSE izolowane od ludzi wytwarzaty lecytynazg (8/36).

Cecha cytolizy niszczacej krwinki owcze byla powszechna wsrdd badanych
szczepOw. Zdolnos¢ do wywotywania hemolizy zaobserwowano u 66% szczepow.
Hemolizyny szczepow izolowanych od ludzi doprowadzaly do czesciowego
zniszczenia  krwinek  czerwonych ~ w wyniku redukcji  hemoglobiny do
methemoglobiny, co demonstrowato si¢ jako hemoliza a. Hemoliza tego rodzaju
wystapita u 36% S. uberis (9/25), wszystkich S. parauberis (2/2) oraz S. dysgalactiae
subsp. dysgalactiae (5/5).
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Szczepy izolowane od ludzi dysponowaly cytolizynami o innej specyficznos$ci.
S. dysgalactiae subsp. equisimilis (36/36) powodowaty hemolizg¢ typu B, co zwigzane
jest z catkowitym rozpadem krwinek czerwonych i usunigciem hemoglobiny. Jednak
szczepy drugiego gatunku — S. gallolyticus (obu podgatunkéw SGSP i SGSG),
wszystkie izolowane z materiatow klinicznych od ludzi, nie hemolizowaty krwinek
w podtozu z krwig owcza.

Niszczenie tkanek to takze rozktad macierzy migdzykomoérkowej.
Poszukiwano genu hyIB kodujgcego liaze¢ hialuronianowa, warunkujaca rozktad kwasu
hialuronowego. Gen hylB byt obecny u wigkszosci szczepow SDSE, izolowanych od
ludzi (32/36). Nie mialy go jednak szczepy gatunkow wyizolowanych od zwierzat —
S. uberis, S. parauberis (SP) oraz SDSD.

Na Rycinie 5 zestawiono wyniki badan zdolnosci kolonizacyjnych badanych
szczepOw paciorkowcOw obejmujace wlasciwosci proteolityczne, lipolityczne,
glikolityczne a takze obecnos¢ genu hylB. Cechami roznicujgcymi badane szczepy
W zaleznosci od ich pochodzenia byty gléwnie obecnos¢ kazeinazy, zdolnos¢ do
rozktadu laktozy i sorbitolu jako cechy charakterystyczne dla szczepow izolowanych
z materialdéw od zwierzat oraz obecnos$¢ zelatynazy, lecytynazy i wystgpowanie genu
hylB jako cechy charakteryzujace szczepy z materiatdow klinicznych od ludzi.
Przedstawione wyniki wskazujg rowniez, ze badane S. gallolyticus cechami takimi jak
obecno$¢ kazeinazy oraz rozklad cukrow dziela swoje zdolnosci ze szczepami

100 100%
90%
g 0%
0%
60%
60
50%
40%
40
30%
20%
2 im
0%

Rozkiad sorbitelu
Wytwarzanie Wytwarzanie Wytwarzanie  Rozktad Rozktad Rozktad Rozktad Obecnose

Obecnosé genu hylB 0 0
T T 0 kezeinazy  ielatynazy lecytynazy  fruktozy glukozy laktozy  sorbitolu  genu hylB

1
SU SDSD SDSE SG

pochodzenia zwierzecego.

Wytwarzanie kazeinazy

Wytwarzanie zelatynazy-

Wytwarzanie lecytynazy-
Rozklad fruktozy
Rozkiad glukozy

Rozklad laktozy

W Szczepy izolowane od zwierzat Szczepy izolowane od ludzi

Rycina 5. Cechy zwigzane z niszczeniem tkanek i zaspokajaniem potrzeb
pokarmowych odr6zniajace szczepy pochodzace od zwierzat od izolowanych od ludzi.

Wyniki uzyskane w oznaczeniach cech wskazanych w tym podrozdziale dla

wszystkich szczepéw bedacych przedmiotem badan tej pracy przedstawiono
w Aneksie w Tabelach A3.
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5.1.2.2. Geny kodujgce bialka biorace udzial w kolonizacji
organizmu gospodarza
Poszukiwano genéw odpowiedzialnych za wigzanie biatek macierzy
zewnatrzkomoérkowej gospodarza (ang. extracellular matrix, ECM) - fibronektyny,
lamininy i kolagenu (Metody, rozdz. 4.1.4.3, Tabela 2). Wiagzanie tych bialek
doprowadza do zmian w obrgbie tkanek, utatwiajac bakteriom kolonizacjg.

Geny kodujace biatka wigzace fibronektyng, lamining i kolagen mialy tylko
niektore szczepy. Wsrod szezepdéw od zwierzat (SU 1 SDSD) nieliczne mialy geny
prtF1l oraz fbp odpowiedzialne za wigzanie fibronektyny. Geny te wystepowaty
liczniej u izolowanych od ludzi - SDSE. W grupie szczepdéw S. uberis u wigkszosci
(15/25) obecny byt gen prtF2, ktorego nie miaty jednak szczepy izolowane od ludzi.
Gen Imb odpowiedzialny za wigzanie lamininy miaty prawie wszystkie SDSE (34/36)
a w grupie szczepoéw izolowanych od bydta wystapit tylko u 34% z nich. Tylko jeden
szczep, SDSE 387, miat gen cbp kodujacy wigzanie kolagenu. Tabela 14 przedstawia
czegstos¢ wystepowania gendw biatek wigzacych ECM oraz szczepy, ktore nimi
dysponowaty.

Tabela 14. Wystgpowanie genéw kodujgcych biatka wigzgce macierz
zewnatrzkomorkowa gospodarza.

GATUNEK
Geny kOdU:j ace biatka ) ) 5. gallolyticts
macierzy . S. dysgalactiae S. dysgalactiae
, . S. uberis . A subsp.
zewnatrzkomorkowej subsp. dysgalactiae | subsp. equisimilis .
pasteurianus
gospodarza (n=25) (n=5) (n=36)
(n=10)
Wiazanie fibronektyny
fop 0 1 (SDSD 367) 4 (SDSE 598,5073, | 0
8402, 26529)
prtFl 2 (SU 348, 351) | 2 (SDSD 350, 431) | 18 (SDSE 106, 159, | 0
202, 213, 252, 301,
376, 387, 464, 469,
515, 540, 588, 598,
634, 638, 650, 773)
prtF2 15 (SU 15, 33, | O 0 0
39, 43, 70, 115,
120, 233, 244,
272, 273, 279,
310, 340, 351)
Wigzanie lamininy
Imb 6 (SU 348, 351, | 5 (SDSD 350, 367, | 34 (SDSE 106, 159, | 2 (SGSP 3851,
395, 401, 408, | 431, 435, 592) 176, 202, 213, 252, | 5468)
418) 279, 282, 296, 301,
376, 387, 430, 464,
468, 469, 475, 515,
540, 543, 588, 598,
634, 638, 650, 652,
662, 668, 773,
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2866, 3674, 5073,
8402, 26529)

Wiazanie kolagenu

cbp 0 0 1 (SDSE 387) 0

Ekspresja genu kodujacego dehydrogenaze aldehydu 3-fosfoglicerynowego
(ang. glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, GAPDH) gapC ma wplyw na
wigzanie przez bakterie fibronektyny, lizozymu i biatek cytoszkieletu (Speziale et al.,
2019). Obecno$¢ tego genu (Metody, rozdz. 4.1.4.3, Tabela 2) wykazano u wigkszosci
szczepow S. uberis (24/25), wszystkich SDSD (5/5) i SDSE (36/36), ale tylko u dwoch
(2/11) szczepow SGSP.

Dla kolonizacji organizmu gospodarza przez paciorkowce znaczenie ma takze
biatko immunogenne Isp. Gen kodujagcy to biatko — ispl wystepowat licznie
u szczepdw izolowanych od ludzi, zarbwno SDSE (31/36) jak i S. gallolyticus (9/11).
Jego obecnos¢ wykryto u 11 szczepow izolowanych od bydta (SDSD 367, SU 261).
Na Rycinie 6 przedstawiono wynik poszukiwania genu ispl dla wskazanych
szczepow.

K- K+ 598 773 638 650 634 252 159 202 DNA 301 296 282 213 204 260 106 430
a

Marker
1

475 515 540 DNA K- 543 588 204 652 279 662 K+
Marker
1

Rycina 6. Wyniki elektroforezy produktéw PCR dla genu ispl.

W patogenezie zakazen paciorkowcowych istotne znaczenie ma takze
fosfolipaza A2 destabilizujagca blony 1 ulatwiajaca kolonizacje. U wszystkich
badanych szczepow poszukiwano zatem kodujacego ja genu sla (Metody, rozdz.
4.1.4.3, Tabela 2). Jego obecnos¢ wykazano tylko u dwoch szczepow S. uberis (SU
36, SU 196). Nie bylo go u szczepow innych gatunkow. Szczep SU 36 wykazat
ponadto okreslong metoda Real-time PCR ekspresj¢ tego genu. Na Rycinie 7
przedstawiono rozdziat elektroforetyczny produktéw reakcji PCR dla genu sla.
Produkt reakcji wida¢ tylko w przypadku szczepow SU 36 oraz SU 196.
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DNA 350 375 249 367 196 261 244 395 401 K- DPNA 438 K4+ 431 435 408 584 592 106
Marker Marker

1 1

35088 389 33 36 39 43 70

Rycina 7. Wyniki elektroforezy produktoéw PCR dla genu sla.

5.1.2.3. Zdolnos$¢ badanych szczepow do tworzenia biofilmu
Przyjety model badania nie pozwolil na pelng ocene zdolnosci tworzenia
biofilmu przez badane szczepy. Tylko pojedyncze szczepy w tym modelu
doswiadczalnym wykazywaty stabg zdolno$¢ wytwarzania biofilmu na powierzchni
polistyrenu. Aktywne w tym zakresie szczepy znalazty si¢ wsérdd gatunkow S. uberis
(SU 115, SU 196, SU 233, SU 310, SU 340, SU 351, SU 418) i S. gallolyticus subsp.
pasteurianus (SGSP 1275, SGSP 3851, SGSP 1836, SGSP 2140).

Szczepy S. uberis, ktore w tych badaniach tworzyly biofilm byty wyposazone
w geny odpowiedzialne za adhezje do tkanek, w tym te odpowiedzialne za wigzanie
fibronektyny oraz charakterystyczne tylko dla tego gatunku, nie poszukiwane u innych
badanych szczepow mtuA i sua. Szczepy SGSP, ktore tworzyty biofilm miaty gen ispl.
Zdolno$¢ do tworzenia biofilmu nie wykazala jednak zwigzku z potencjalnymi
zdolno$ciami adhezyjnymi, czyli obecnoscig genu ispl czy genow kodujacych biatka
wigzace ECM. W Tabeli 15 przedstawiono szczepy produkujace biofilm oraz ich inne
cechy sprzyjajace kolonizacji.
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Tabela 15. Cechy sprzyjajace kolonizacji u szczepéw produkujacych biofilm.

Tworzenie | Geny kodujace biatka wigzace .
Gatunek Nr szczepu biofilmu ECM Gen ispl
SU 115 + gapC, prtF2, mtuA -
SU 196 + gapC, mtuA, sua -
SU 233 + gapC, prtF2, mtuA, sua +
1 + F2 A -
S uberis SU 310 gapC, prtF2, mtuA, sua
SU 340 + gapC, prtF2, mtuA, sua -
F1, prtF2 I
SU 351 + gapC, prtF1, prtF2, gapC, Imb, +
mtuA, sua
SU 418 + gapC, Imb, mtuA, sua -
SU 1275 + - +
S. gallolyticus SU 1836 T N +
subsp.
pasteurianus SU 2140 + - +
SU 3851 + Imb +

Wyniki uzyskane w poszukiwaniu genéow odpowiedzialnych za kolonizacje¢
tkanek izdolno$¢ do tworzenia biofilméw wszystkich szczepéw bedacych
przedmiotem badan tej pracy przedstawiono w Aneksie w Tabelach A4 oraz Ab5.

5.1.3. Inwazja i toksycznosé

5.1.3.1. Woyrastanie w surowicy
Zdolno$¢ wyrastania w obecnosci surowicy pozwala oceni¢ mozliwosci
przystosowania si¢ szczepow do zycia w organizmie okreslonego gospodarza,
zwierzecego i ludzkiego.

Wsrod szezepow izolowanych od bydta 53% (17/32) byto stymulowane
obecnoscig surowicy ludzkiej. Wzrost 11 szczepow S. uberis byt stymulowany przez
surowic¢ ludzka, asiedmiu tylko przez surowicg bydleca. Pie¢ z nich bylo
stymulowanych przez obie surowice. Wzrost tylko jednego szczepu (SU 33) byt
stymulowany przez surowice bydlgca a hamowany przez surowice ludzka.

W przypadku szczepoéw SDSD cztery z pigciu badanych reagowaly stymulacja
wzrostu zar6wno na dodatek surowicy bydlecej jak i ludzkiej. W Tabeli 16 pokazano
liczbe szczepow, ktorych wzrost stymulowany byt przez okre§lony rodzaj surowicy.
W nawiasach podano numery tych szczepow.
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Tabela 16. Stymulacja wzrostu szczepdéw SU i SDSD w obecno$ci surowicy ludzkie;j.

Liczba szczepoéw stymulowanych obecnoscia ludzkiej surowicy
Gatunek
Tylko surowica ludzka Surowica ludzka i surowica bydleca
S. uberis 6 5
(n=25) (SU 115, 120, 233, 310, 348, 351) (SU 244, 273, 279, 340, 375)
S. dysgalactiae 4
subsp. dysgalactiae -
SDSD 350, 367, 431, 592
(n=5) ( )

W przypadku szczepow SDSE izolowanych z infekcji u ludzi wzrost 22/36
stymulowany byl obecnos$cig surowicy ludzkiej (61%). Sposréd nich
12 stymulowanych bylo dodatkowo przez surowice bydleca. Na wzrost dwoch
szczepow (SDSE 301, SDSE 515) dodatnio wptywat tylko dodatek surowicy bydlece;j
(Tabela 17). Wzrost tylko jednego szczepu stymulowanego surowicg ludzka (SDSE
3674) hamowata surowica bydleca.

Tabela 17. Stymulacja wzrostu szczepow SDSE w obecnosci surowicy ludzkiej
i bydlecej.

Liczba szczepow stymulowanych obecnoscia ludzkiej surowicy

Gatunek . Tylko surowica | Surowica ludzka i surowica
Tylko surowica ludzka
bydleca bydleca
S. dysgalactiae 10 2 12
subsp. (SDSE 159, 176, 202, 252, (SDSE 301, (SDSE 204, 260, 279, 376
equisimilis 282, 430, 468, 634, 652, 515) 387, 464 ;169 ’475 ’588 ’
3674) 1 1 1 L L

2866, 5073, 8402)

Izolowane od ludzi S. gallolyticus w poréwnaniu z pozostalymi gatunkami nie
odnosity korzysci z obecnosci w podtozu surowicy. Wzrost tylko jednego szczepu
(SGSP 2185) byt stymulowany przez surowicg bydleca. Wzrost szesciu szczepdéw byt
hamowany surowicg bydleca, a trzech sposrdd nich takze ludzka.

Wyniki uzyskane w badaniach wplywu surowicy na wzrost wszystkich
szczepOw bedacych przedmiotem badan tej pracy przedstawiono w Aneksie
w Tabelach A6.

5.1.3.2.  Poszukiwanie genu streptokinazy oraz ocena jej aktywnosci
wobec plazminogenu ludzkiego i bydlecego
Badania rozpoczeto od poszukiwania w genomach wszystkich szczepdéw genu
ska - kodujacego streptokinaze — paciorkowcowy aktywator plazminogenu.
Wykorzystana sekwencja pochodzita z S. pyogenes (Metody, rozdz. 4.1.4.3, Tabela 3).
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Wisrdd szczepdw izolowanych z materiatow klinicznych od ludzi gen ten miaty
wszystkie badane szczepy SDSE. U szczepow S. gallolyticus wykryto go u 6/10 SGSP.
Gen ska mialy takze rowniez wszystkie badane SDSD izolowane z materiatdéw od
zwierzat oraz 10 z 25 szczepow S. uberis.

Rycina 8 przedstawia rozdziat elektroforetyczny produktow PCR genu ska dla
szczepow S. gallolyticus i kilku SDSE.

DNA 176 28661275 385150732140 1836 2200265292185 DNA 8402 54685469 40835523 K+ 2205 K-
arker Marker

P 7.

Rycina 8. Wyniki elektroforezy produktow PCR dla genu ska.

Dla wybranych szczepéw badano ekspresje genu ska metoda Real-time PCR
oraz oznaczano fenotypowo aktywnos$¢ streptokinazy dla plazminogenu ludzkiego
i bydlecego. Subiektywny wybor szczepéw do tych badan byl podyktowany
nagromadzeniem w ich genomach czynnikow chorobotworczosci 1 bedzie
dyskutowany w dalszej cze$ci pracy. Sposrod badanych trzech szczepéw SDSD
ekspresje genu ska wykazat tylko SDSD 367, oba badane S. uberis (SU 36 i SU 395)
1 wszystkie badane SGSG (3/3) oraz osiem z dziewigciu badanych SDSE. Wsrod
szczepow tego podgatunku ekspresji nie wykazano tylko u SDSE 159.

Wykonane metoda jakosciowa badanie aktywnosci w stosunku do
plazminogenu ludzkiego wykazalo brak tej aktywnos$ci u szczepoéw izolowanych od
zwierzat, zarowno S. uberis jak i SDSD. Metoda iloSciowa pokazata jednak niewielka
aktywnos¢ wszystkich badanych szczepow: najnizsza w przypadku SU 36, SU 395
i SDSD 431. Poréwnywalnie stabsza aktywno$¢ w stosunku do tego substratu
(plazminogenu ludzkiego) wykazaty takze izolowane od ludzi szczepy SDSE 3674,
SDSE 634, SDSE 387 i wszystkie badane SGSP. Najwyzsza aktywno$¢ miaty
wzgledem tego substratu szczepy SDSE 202, SDSE 252, SDSE 540 1 SDSE 26529.

Aktywnos$¢ wszystkich badanych szczepow, zarbwno w badaniu jakosciowym
jak iilosciowym wykazano w stosunku do plazminogenu bydlgecego. Wyrazona
w jednostkach na mililitr aktywno$¢ byta w przypadku szczepéw SDSD i SU
izolowanych od zwierzat wielokrotnie wyzsza niz aktywno$¢ tych samych szczepow
w stosunku do plazminogenu ludzkiego, co szczeg6lnie wyraznie wida¢ w przypadku
szczepow S. uberis. Taka zalezno$¢ wystgpita tez u S. gallolyticus subsp. pasteurianus.

Wyniki tych badan przedstawiono na Rycinie 9. W konteks$cie oceny
przystosowania do innego gospodarza zwracaja w tym badaniu uwage szczepy
izolowane od ludzi, ktore obok stabszej zdolnos$ci aktywacji plazminogenu ludzkiego
zachowaty znaczny potencjat wykorzystania plazminogenu bydlecego, czyli SDSE
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387, SDSE 634 i SDSE 3674. Izolowany od bydta szczep SDSD 350 ma natomiast
najlepsze mozliwosci wykorzystania w procesie patogenezy plazminogenu ludzkiego
sposrod badanych szczepoéw tego podgatunku. Co ciekawe, fenotypowo aktywne
wzgledem plazminogenu okazaly si¢ szczepy SDSE 159, SDSD 350 i SDSD 431,
ktore nie wykazaty ekspresji genu ska.

4000.00
3500.00
3000.00

2500.00

U/ml x104]

= 2000.00

1000.00
- I I | I I I I | I I I I
0.00 I I

Nr szczepu 634 3674 26529 1275 3851 5468

Ekspresja
genu ska

1500.00

Aktywnosé

+ + + + + + + + + + + + + - +
Gatunek SDSE SDSE SDSE SDSE SDSE SDSE SDSE SDSE SDSE  SG SG SG SuU SU  SDSD SDSD sSDsSD

Szczepy izolowane od ludzi Szczepy izolowane od zwierzat

M Plazminogen ludzki ™ Plazminogen bydlecy

Rycina 9. Aktywnos$¢ streptokinazy wobec plazminogenu ludzkiego i bydlgcego
U wybranych szczepow.

Wyniki uzyskane w badaniach aktywnosci streptokinazy wybranych szczepow
bedacych przedmiotem badan tej pracy przedstawiono w Aneksie w Tabelach A7.

5.1.3.3. Hamowanie aktywnosci ukladu immunologicznego
gospodarza
Badano mozliwosci hamowania aktywnosci uktadu immunologicznego
gospodarza przez oddzialywanie na jego uklad dopetniacza. W genomach badanych
szczepOw poszukiwano odpowiednich gendw. Sekwencje starterow do tych badan,
pochodzity z S. pyogenes (Metody, rozdz. 4.1.4.3, Tabela 3).

Hamowanie aktywnos$ci dopelniacza warunkuje wytwarzana przez
paciorkowce peptydaza czynnika C5a dopetniacza Scp o zdolnosci rozszczepiania
zaréwno sktadowych C5a ale tez C3. Gen scp kodujacy peptydaze miato 91% (43/47)
szczepow izolowanych od ludzi (SDSE i SGSP). Wérod szczepow izolowanych od
zwierzat (SU i SDSD) gen scp miaty jeden (1/25) szczep S. uberis (SU 395) oraz trzy
(3/5) SDSD (SDSD 350, SDSD 367, SDSD 435). Ekspresja genu scp wystapita
u wszystkich posiadajacych ten gen wybranych do tego badania izolatow czterech
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gatunkow. Szczegdlnie silng wykazano u szczepéw SDSE 252, SDSE 387, SDSE 634,
SDSE 3674, SDSE 5468.

Gen sicG kodujacy paciorkowcowy inhibitor dopetniacza SIC, miaty tylko trzy
szczepy, SDSE 387, SDSE 3674, SDSE 26529. U wszystkich tych szczepow
wykazano zdolnos¢ ekspresji tego genu, przy czym szczep SDSE 387 charakteryzowat

si¢ najwyzszym jej poziomem. Sekwencja starterow pochodzita od S. dysgalactiae
(Metody, rozdz. 4.1.4.3, Tabela 3).

Na Rycinie 10 przedstawiono poziomy ekspresji genow scp i sicG, ktorych
produkty wptywaja na aktywnos¢ dopetniacza u wybranych szczepow.

1000,0000

100,0000

10,0000 ‘ ‘
1,0000 I

SU 395 SDSD 350  SDSD367  SDSE 159  SDSES40  SDSE 387 SDSE 26529 SDSE3674 SDSE202  SDSE 252  SDSE634  SDSE176 §G 3851 5G 5468 5G 1275

Wzgledny poziom ekspresji genu [R]

SCP mSICG

Rycina 10. Poziomy ekspresji genow scp i sicG u wybranych szczepow.

Szczepy izolowane od zwierzat na ogot charakteryzowaty si¢ niskim
poziomem ekspresji genu scp w poréwnaniu do grupy szczepdéw od ludzi. Jednak
szczep SDSD 367 izolowany od zwierzgcia wykazatl ekspresje tego genu na wysokim
poziomie. Dwa SDSE (SDSE 202 i SDSE 540) oraz SGSP 1275 miaty niski poziom
ekspresji w poréwnaniu z pozostatymi szczepami izolowanymi od ludzi.

Dla przezycia bakterii 1 unikania odpowiedzi immunologicznej gospodarza
znaczenie ma takze dziatanie DNaz paciorkowcowych. Zmniejszaja one aktywno$¢
bdjcza neutrofili atakze, poprzez zdolno$s¢ do zniszczenia bakteryjnego DNA,
ograniczaja mozliwo$¢ rozpoznania komoérek drobnoustrojow przez uktad
immunologiczny gospodarza. W genomach wybranych 27 szczepéw bakterii SU,
SDSD i SDSE poszukiwano genu kodujacego streptodornaze (sdn) oraz
paciorkowcowa DNaze I (spdl). Obie sekwencje pochodzity od S. pyogenes (Metody,
rozdz. 4.1.4.3, Tabela 3).
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Genu spdl nie miat zaden z badanych, a gen sdn mialy tylko trzy szczepy
S. uberis (3/13) oraz dwa szczepy SDSD (2/5). Zaden z badanych dziewieciu SDSE
nie byt wyposazony w poszukiwane geny. Na Rycinie 11 przedstawiono rozdziat
elektroforetyczny produktow reakcji PCR dla genu sdn wykrytych u szczepoéw
S. uberis.

DNA spd sdn

3 310 273 196 196 272 244 233 2735851

1000 pz

489 pz 489 pz

Rycina 11. Wyniki elektroforezy produktow PCR dla genu sdn.

5.1.3.4.  Geny toksynotworczoSci

Poszukiwano genow kodujacych streptolizyny. Gen sagA koduje prekursor
streptolizyny S warunkujacy jej synteze, gen slo - streptolizyne O. Streptolizyny te
uszkadzajg btony réznych typoéw komorek gospodarza, zwigkszajac cytotoksycznosé
komorek bakteryjnych. Geny streptolizyn wykrywane na postawie sekwencji
starter6w tych gendéw u S. pyogenes byly powszechne w badanych szczepach
paciorkowcow, zarbwno w grupie izolatow od bydta jak i od ludzi. Mialy je wszystkie
SU (100%), 2/5 SDSD (40%), 33/36 SDSE (92%) oraz 5/11 S. gallolyticus (SG),
(45%).

Gen kodujacy prekursor streptolizyny S mialy 24/25 S. uberis,
2/2 S. parauberis oraz 1/5 SDSD (SDSD 367). W grupie szczepdéw izolowanych od
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ludzi sagA miato 20/36 szczepéw SDSE oraz 3/11 S. gallolyticus. Gen ten znaleziono
zatem tylko u 49% szczepow pochodzacych z przypadkoéw klinicznych od ludzi
a u 84% szczepdw izolowanych od zwierzat.

Poszukiwanie genu kodujacego streptolizyne O takze pokazato szeroka jego
obecno$¢ wsrod szczepow wszystkich badanych gatunkéw obu grup. U szczepow
izolowanych od bydta gen slo miaty 22/25 S. uberis oraz jeden (1/5) SDSD. Nie miaty
go natomiast szczepy S. parauberis. Wsrod szczepoéw izolowanych od ludzi miaty go
32/36 szczepy SDSE oraz 5/10 SGSP. Gen ten wystgpowat zatem w tej grupie
szczepOw czesciej niz kodujacy prekursor streptolizyny S - znaleziono go u 79%
szczepow pochodzacych z przypadkéw klinicznych od ludzi oraz u 72% szczepow od
zwierzat. Obecnos¢ gendw streptolizyn wsrod badanych gatunkéw przedstawiono na
Rycinie 12. Zwraca uwage bardzo powszechne wystgpowanie tych genéw u szczepow
S. uberis oraz najmniej liczne wsérdd S. gallolyticus.

100%

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10% I
0%

Szczepy izolowane Szczepy izolowane SDSD SDSE
od zwierzat od ludzi

x

Szczepy izolowane od zwierzat Szczepy izolowane od ludzi

HgensagA ©genslo

Rycina 12. Wystgpowanie genow streptolizyn wsrod badanych szczepow.

Produkt kolejnego poszukiwanego w tych badaniach genu - dppA, ma wptyw
na ekspresje kolejnej z toksyn paciorkowcowych - pirogennej egzotoksyny B. Gen ten
jest sktadowg operonu dpp. Znaleziono go u nielicznych szczepow od bydta (SU 351,
SU 395, SDSD 367). Powszechnie wystepowat wsrod szczepow wyizolowanych
z materialu klinicznego od ludzi, u 32/36 szczepow SDSE i dwoch nalezacych do
roznych podgatunkéw szczepow S. gallolyticus (SGSG 4083, SGSP 5523).

5.1.4. Ocena ekspresji genow u wybranych szczepow
Metoda Real-time PCR okreslono poziomy ekspresji genow ska, scp, sicG oraz
sla  wykrytych u wybranych szczepow obdarzonych znaczng liczba cech
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chorobotwoérczosci. Wyniki wartosci R — wzglednego poziomu ekspres;ji
przedstawiono w Tabeli 18.

Tabela 18. Wzgledne poziomy ekspresji badanych genéw dla wybranych szczepow
paciorkowcow.

Wzgledny poziom ekspresji genu badanego [R]

Nr szczepu

ska scp sicG sla
SU 36 0,2496 - - 1,521

SU 395 0,1265 0,1295 - -
SDSD 350 0 0,1219 - -
SDSD 367 1,3353 0,9068 - -
SDSD 431 0 - - B
SDSE 159 0 0,8669 - -
SDSE 176 8,7369 2,9157 - -
SDSE 202 0,7382 0,1165 - -
SDSE 252 4,9833 8,6569 - -
SDSE 387 0,5275 11,0338 9,5164 -
SDSE 540 0,1265 0,1430 - -
SDSE 634 11,9349 33,4481 - -
SDSE 3674 22,9769 7,2293 0,3790 -
SDSE 26529 0,1871 0,9453 2,5676 -
SGSP 1275 0,5252 0,1425 - -
SGSP 3851 0,1997 0,8007 - -
SGSP 5468 12,4307 14,2636 - -

,»-5, — brak poszukiwanego genu

W przypadku szczepow, dla ktorych Rska > 4 wysoka byta rowniez warto$¢ Rsep
—powyzej 2,5. Jeden ze szczepdw izolowanych od ludzi, SDSD 387 wykazat wysokie
wartosci Rsep 0raz Rsicg przy stosunkowo niskim poziomie ekspresji genu ska. Zwraca
uwage wysoka ekspresja genu streptokinazy (ska) i peptydazy C5 dopehiacza (scp)
u szczepdéw SDSE 634 1SGSP 5468. Oba te szczepy wyizolowane zostaly
z materiatow od ludzi, pierwszy SDSE z rany, a drugi SGSP z moczu. Szczep SDSE
3674 o najwyzszej sposrod badanych ekspresji genu streptokinazy (ska) pochodzit
Z wymazu z pochwy. Trudno jednak wigza¢ poziomy ekspresji poszczegolnych genow
z pochodzeniem szczepow z okreslonych materiatow czy tez od ludzi, czy od zwierzat.

5.1.5. Poszukiwanie szczepow przelamujacych bariere
miedzygatunkowa

Przedstawiony w rozdziatach opisujacych wyniki przeglad cech badanych

gatunkow pozwolil na wytonienie szczepdw 0 szczegolnych cechach. Szukano takich

cech, dla ktorych rozktad wynikéw wskazywat na wieksza czestos¢ dodatnich lub
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ujemnych wartosci dla okreslonego gatunku lub grup: szczepoéw z materialow
klinicznych od ludzi czy tych izolowanych od zwierzat. Widoczne reguty, cho¢ nie sa
istotne statystyczne ze wzgledu na zbyt malg liczbe szczepdw, wytaniajg sposrod grup
tu zbadanych te pojedyncze szczepy, ktorych profile chorobotworczosci, w zakresie tu
badanym, wskazuja na potencjalng zdolno$¢ niecodlegtego przetamania bariery miedzy
gospodarzem ludzkim i zwierzecym.

W ponizszych tabelach zebrano cechy tych szczepdéw, ktore w wyrazny sposob
odrdzniaty si¢ od typowych dla swojego gatunku lub grupy. W Tabeli 19 wskazano
szczepy izolowane z materiatdéw od zwierzat, ktére majg wiele cech wskazujacych na
dobre przystosowanie do organizmu czlowieka. Tabela 20 wskazuje natomiast
szczepy izolowane z materiatdéw Kklinicznych od ludzi posiadajace wiele cech
szczepdw pochodzacych od zwierzat.
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Tabela 19. Szczepy izolowane od zwierzat o cechach upodabniajacych je do szczepow izolowanych od ludzi.

Gatunek/ ) Zdolno$¢ rozktadu Kolonizacja Gen Wyrastar.ne Streptokl/;llziza - Inwazja Toksyczno$é¢
numer Zrodlo szczepu . W SUrowicy skal tywacja

szczepu ZEL KAZ | LAKT | FRU | SOR | fop | preEd | b | “P! | L B | ckspresiag | PL | PB | sep | sicG | sagd | slo | dppd
SDSD 367* | mleko krowie + + + + + + - + + + + +/+ - + + - - +
SDSD 350 mleko krowie + + + + - - + + + + +/- + + + - -

SDSD 431 mleko krowie - + + + - - + + - + + +/- - + - - - + B
SU 348 mleko krowie + + - + + - + + - - - + B -
SU 351 mleko krowie + + - + + + + + + - - + + +
SU 395 mleko krowie - + - - + + + + +/+ - + + - + + +
SU 261 mleko krowie + + - - - + + + - - - + B B
SU 36 mleko krowie + + + + - - - - - + +/+ - + - - + + -
SDSD 592* | mleko krowie - + - - + _ + + T N N - - N

ZEL — zelatyna, KAZ — kazeina, LAC — laktoza, FRU — fruktoza, SOR — sorbitol, L- ludzka, B — bydleca, PL — plazminogen ludzki, PB — plazminogen bydlecy; brak wyniku oznacza brak okreslonego badania
X — cecha uznana za charakterystyczng dla szczepdw izolowanych od zwierzat; X — cecha uznana za charakterystyczna dla szczepow izolowanych od ludzi
* - szczepy zidentyfikowane fenotypowo jako SDSE

Tabela 20. Szczepy izolowane od ludzi o zachowanych cechach szczepéw gatunkoéw izolowanych od zwierzat.
(/}Iit;:rrll;k Trédio fg;i?;fg Kolonizacja Gen V\S/vﬁzriza?;; Streptokinaza Inwazja Toksyczno$é¢
szczepu ; ispl

Szczepu ZEL | KAZ fbp | prtFl | Imb L B ska scp sicG | sagA slo dppA
SGSP 2205 | odbyt - + - - - - + - - - - R -
SGSP 4083 | krew - + - - - - + + - - - - - +
SGSP 2185 | mocz - - - - - + + + + + N N N -
SDSE 430 gardto + + - - + + + + + + f B
SDSE 204 ucho + - - - - - + + + - - - R _
SDSE 260 ucho + - - - - - + + + - - - R _
SDSE 387 odlezyna + + - + + + + + + + + + ¥ ¥
SDSE 296 rana - - - - + + + + + + - R + +
SDSE 543 rana - - - - + + + + + + N N T T
SDSE 202 ropien + - - + + - + + + + - - + +
SDSE 540 rana - - - + + + + + + + - + + +
SDSE 3674 | pochwa - - - - + + + - + + + + + _

ZEL — zelatyna, KAZ — kazeina, L- ludzka, B — bydleca, PL — plazminogen ludzki, PB — plazminogen bydlecy; brak wyniku oznacza brak okreslonego badania
X — cecha uznana za charakterystyczna dla szczepow izolowanych od zwierzat; X — cecha uznana za charakterystyczna dla szczepow izolowanych od ludzi




5.1.6. Lekoopornos¢ badanych szczepow paciorkowcow

W badaniach tej pracy oceniono takze szanse leczenia zakazen
spowodowanych przez badane gatunki bakterii, je$li wystapityby u ludzi.
Lekooporno$¢ wszystkich szczepéw oceniono metoda fenotypowa (krazkowo-
dyfuzyjng) oraz metoda genetyczna, poszukujac odpowiedzialnych za opornosé
genoéw. Zakres przedstawionych tu badan objat wszystkie chemioterapeutyki
rekomendowane w takich zakazeniach (Metody, rozdz. 4.1.4.3, rozdz. 4.1.5). WyniKi
przedstawione w tej czeSci rozprawy zostaly opublikowane we wlasnej pracy
,,Phenotypic and genotypic characterization of antimicrobial resistance in streptococci
isolated from human and animal clinical specimens” (Glajzner et al., 2023b).

Wszystkie badane szczepy, zaréwno pochodzace z materiatéw klinicznych od
bydia jak 1 od ludzi wykazaty fenotypowa 1 genotypowa wrazliwos¢ wobec
antybiotykow B-laktamowych, ktore stanowig terapi¢ pierwszego rzutu w zakazeniach
paciorkowcowych. Nie wystgpita zmniejszona strefa zahamowania wzrostu
w przypadku krazkow z benzylpenicyling 1 ampicyling czy cefalosporynami.
U zadnego ze szczepdéw nie wykryto genu pbp2b, kodujacego opornos¢ receptorows
na antybiotyki p-laktamowe.

Najwigcej byto szczepéw opornych na tetracykliny. W grupie szczepow
izolowanych od bydta byto to 34%. Oporne na ten antybiotyk byly wszystkie badane
szczepy SDSD (5/5), 4/25 SU (SU 43, SU 70, SU 233 oraz SU 418) oraz dwa
S. parauberis (SP 249 i 261). Oporno$¢ w grupie szczepow 0d ludzi byta jeszcze
wyzsza 1 dotyczyla 68% - wsrod SDSE bylo to 22/36 szczepéw opornych,
a S. gallolyticus 10/11. Geny kodujgce oporno$¢ na t¢ grupe antybiotykow miaty
wszystkie badane szczepy. U wszystkich szczepow SU 1 SDSD obecny byt gen tetM.
U dziewieciu szczepow S. uberis wykryto takze gen tetK, u jednego tetO, u dwoch tetL
oraz tetS. W przypadku SDSD u jednego obecny byt tez tetK a u dwoéch tetO. Wsrod
izolatow SDSE od ludzi 30/36 szczepow miato gen tetO a tylko jeden szczep nie miat
genow kodujacych opornos¢ na tetracykliny (SDSE 2866). Podobnie, jak u szczepow
izolowanych od bydta, najpowszechniej wystepowat gen tetM (u 86% szczepow).
Pozostate badane geny wystepowaty sporadycznie. Osiem szczepéw miato gen tetK,
trzy szczepy tetS ijeden szczep tetL. Szczepy SDSE 252, SDSE 260, SDSE 376,
SDSE 387, SDSE 634 i SDSE 638 miaty po trzy geny klasy tet. Wszystkie szczepy
S. gallolyticus mialy w swoich genomach gen tetM. Ponadto powszechnigj
wystepowaly w tej grupie takze inne geny klasy tet: 6/11 miato tetK, 5/11 tetL a trzy
szczepy tetO. SGSP 1275 mial cztery z badanych genow tet.

U 19% badanych paciorkowcow zaobserwowano rowniez oporno$¢ na
makrolidy, linkozamidy i streptograminy typu MLSg. Odnotowano ja u trzech
szczepOw wyizolowanych z materialow od zwierzat (SU 279, SU 348 oraz SDSD
431). Dwa z nich prezentowaly mechanizm konstytutywny opornosci (ang.
constitutive resistance to macrolide-lincosamide-streptogramin B antibiotics,
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CMLSg), co oznacza brak mozliwosci skutecznego zastosowania w leczeniu
erytromycyny oraz klindamycyny. U jednego szczepu (SU 348) wystapit M-fenotyp,
co pozwala, mimo opornosci na makrolidy, zastosowa¢ w leczeniu linkozamidy.

U szczepow izolowanych od ludzi réwniez wykryto rézne mechanizmy
opornos$ci MLSg. Mechanizm cMLSg znaleziono u 5/36 szczepéw SDSE. U SDSE
652 wystapit M-fenotyp, natomiast u trzech szczepéw (SDSE 159, SDSE 301, SDSE
8402) indukcyjny mechanizm opornosci na makrolidy, linkozamidy i streptograminy
(ang. inductive resistance to macrolide-lincosamide-streptogramin B antibiotics,
IMLSg). Wérod szczepow S. gallolyticus trzy charakteryzowaty sie typem opornosSci
CMLSg (SGSP 2140, SGSP 2185, SGSP 2200). Poza szczepami, u ktorych wykazano
mechanizm MLSg, u szczepu S. uberis (SU 233), S. parauberis (SP 261) i SDSE
(SDSE 464) wykryto fenotypowsa opornos¢ jedynie na linkozamidy.

Takze geny opornosci na makrolidy, linkozamidy 1 streptograminy licznie
wystepowaty u badanych szczepdéw. Znaleziono je u 48% badanych. U izolowanych
od bydta, kodujace metylaze geny ermB i ermC znaleziono u kolejno 5/32 i 7/32
szczepOw tej grupy. Gen ermB wystapit u trzech szczepow SU (SU 39, SU 272, SU
389). Powszechniej wystepowatl jednak gen ermC — u szesciu S. uberis oraz jednego
S. parauberis. Szczep SU 389 miatl oba wyzej wymienione geny. Wérod SDSD
wystgpity tylko dwa, u ktoérych obecny byl gen ermB (SDSD 431, SDSD 435).
U izolatow gatunkéw S. uberis, S. parauberis oraz S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae
nie stwierdzono obecnosci ermA i ermTR. Natomiast czesto obecny byt gen InuD,
kodujacy opornos¢ na linkozamidy (72% szczepow). Geny klasy erm czesciej
wystepowaty wsrod gatunkéw wyizolowanych z materiatow klinicznych od ludzi -
SDSE i SG. W tej grupie geny klasy erm czesto wystgpowatly parami — takg zalezno$¢
zaobserwowano u 14 z 27 (12 szczepéw SDSE i 2 SGSP). Wsérdd tych szczepoéw
obecne byly zaro6wno ermB, ermC jak i ermA oraz ermTR. Potgczenie genow
ermA+ermTR zaobserwowano u szesciu z nich (SDSE 279, SDSE 296, SDSE 301,
SDSE 464, SDSE 652, SDSE 8402), ermB+ermC u dwoch (SDSE 204, SDSE 260).
Dwa z nich miaty zar6wno ermA, ermTR jak i ermC (SDSE 464 oraz SDSE 8402).
Potaczenie ermB+ermTR wystapito tylko u S. gallolyticus (SGSP 1275, SGSP 3851).
Szczepy pochodzace z materiatow od ludzi w poréwnaniu z izolowanymi od bydia
duzo rzadziej wyposazone byly w gen InuD kodujacy nukleotydylotransferaze.
Wystagpit on licznie u S. gallolyticus (8/11) natomiast u SDSE jedynie u pigciu
szczepow (5/36 — SDSE 176, SDSE 638, SDSE 5073, SDSE 8402, SDSE 26529).
Geny klasy erm czgséciej wystepowaty u szczepow z materiatow klinicznych od ludzi,
natomiast Inu u szczepéw od zwierzat. U badanych szczepéw nie wykryto genu mefA
jak rowniez InuA, ktore koduja kolejno oporno$¢ na grupe makrolidéw oraz
linkozamidow.

Na Rycinie 13 zestawiono wystepowanie gendw opornosci u Szczepow
charakteryzujacych si¢ réznymi typami MLSg.
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Rycina 13. Geny opornosci klasy erm i Inu u szczepow z opornoscia typu MLSg.

U badanych szczepdw najczesciej wystepowat konsStytutywny typ opornosci
MLSg. U tych izolowanych od zwierzat ten mechanizm opornosci taczyt sie
Z obecnoscig genéw ermB i ermC. W przypadku S. gallolyticus byt to gen ermB. Tylko
u szczepow SDSE wystgpil mechanizm opornosci typu iMLSg. U szczepow SDSE
Z opornoscig MLSg najczesciej obecne byty ermA+ermTR.

Wszystkie szczepy badane byly wrazliwe na fluorochinolony, ktére mogtyby
by¢ zastosowane w leczeniu zakazen. Mimo to w obu grupach stwierdzono obecnos¢
gendéw kodujacych opornos¢ na te grupe antybiotykow, parC i gyrA. Nie bylo ich
jednak u szczepdéw od zwierzat SDSD 1 szczepdéw z materiatow od ludzi SG.
Dodatkowo, genu gyrA nie wykryto wsrod S. uberis i S. parauberis. Gen parC obecny
byt u 16/25 SU. Trzynascie SDSE miato gen parC kodujacy mutacje topoizomerazy
IV, natomiast tylko u trzech wystapit gyrA (SDSE SDSE 159, SDSE 260, SDSE 8402)
kodujacy mutacje w obrebie gyrazy.

W leczeniu zakazen paciorkowcowych w praktyce klinicznej stosowane jest
potaczenie antybiotykow B-laktamowych z aminoglikozydami (np. gentamicyng czy
amikacyng). W tych badaniach poszukiwano genoéw aad-6 oraz aphA kodujacych
enzymy odpowiedzialne za inaktywacje aminoglikozydow. Gen aphA miat tylko jeden
szczep SU 395, gen aad-6 nie byt obecny w genomach tego gatunku. Szczep SDSD
431 wyposazony byt w oba geny, natomiast SDSD 435 miat aphA, a SDSD 592 aad-
6. Wsrod izolowanych od ludzi SDSE i SG aad-6 oraz aphA byly powszechne —
znaleziono je u potowy szczepow.
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Wsréd badanych dwa szczepy byty oporne na rifampicyne. Jeden z nich, SU
348 charakteryzowat si¢ ponadto M-fenotypem opornosci MLSg. Drugi, SDSE 8402,
oporny byt dodatkowo na erytromycyn¢ (iMLSg) oraz tetracykling i dysponowatl
szerokim wachlarzem genoéw opornosci (tetK, tetM, ermA, ermC, ermTR, InuD, gyrA
oraz aad-6).

Wszystkie szczepy paciorkowcow byly wrazliwe na wankomycyne, linezolid
i sulfametoksazol z trimetoprimem. Opornos¢ fenotypowa oraz geny oporno$ci
paciorkowcow zestawiono na Rycinach 14 i 15.

tylko Linkozamidy

OPORNOSC FENOTYPOWA

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
W SZCZEPY LUDZKIE SZCZEPY ZWIERZECE

Rycina 14. Odsetek szczepéw o opornosci na tetracykling, makrolidy, linkozamidy
I streptograming B wykazanej fenotypowo.
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Rycina 15. Geny opornosci badanych szczepow.
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Jak pokazano na Rycinie 14 szczepy izolowane od ludzi cz¢éciej byty oporne
na tetracykliny oraz prezentowaly fenotyp MLSg. Czgsciej tez wystepowat w tej grupie
gen opornosci tetO w pordéwnaniu ze szczepami od zwierzat. Jednak pojedyncze
szczepy gatunkéw wyizolowanych od bydta: SU 351 oraz SDSD 435 i SDSD 592
réwniez miaty go w swoim genomie. Geny kodujace oporno$¢ typu MLSg ermA
i ermTR, znaleziono tylko w grupie szczepow pochodzacych od ludzi. W przypadku
genu aad-6 kodujacego oporno$¢ na aminoglikozydy wystapil on u blisko 50%
szczepow z materialow od ludzi, a jedynie u dwoch SDSD, 431 i 592. Szczepy
izolowane od bydta charakteryzowaty si¢ natomiast czestszym wystepowaniem gendw
InuD oraz parC.

W Tabeli 21 przedstawiono geny opornos$ci, ktorych czestosé wystepowania

W grupach szczepow izolowanych od ludzi 1 od zwierzat byla znaczaco roézna.

Tabela 21. Obecno$¢ gendow opornosci wystepujacych rzadziej w grupach szczepow
izolowanych od zwierzat lub od ludzi.

L. Obecnosc¢ u szczepdw \ . .
Gen opornosci izolowanych od bydia Obecnos¢ u szczepdw izolowanych od ludzi
rzadka
czesta
InuD 23/32 5/36 (SDSE 176, 638, 5073, 8402, 26529)
7/11 (SGSP 1836, 2185, 2200, 2205, 3851, 5468, 5469
oraz SGSG 4083)
rzadka czesta
tetO 1/25 (SU 351) 35/47
2/5 (SDSD 435, 592)
rzadka czesta
aad-6
2/5 (SDSD 435, 592) 22/47

Wyniki uzyskane w badaniach lekowrazliwosci wszystkich szczepow
bedacych przedmiotem badan tej pracy przedstawiono w Aneksie w Tabelach A10
oraz All.

5.2. Rodzaj Staphylococcus
Wyniki przedstawione w tym rozdziale zostaly opublikowane w pracy
,Pathogenic  potential and antimicrobial resistance of Staphylococcus
pseudintermedius isolated from human and animals” (Glajzner et al., 2023a) .

W tej czgsci pracy poréwnywano dwie grupy po siedem szczepow
Staphylococcus pseudintermedius izolowane od ludzi i od zwierzat towarzyszacych,
oceniajac ich potencjat chorobotworczy i lekowrazliwos¢.
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5.2.1. Zdolnosci kolonizacyjne szczepow badanych
S. pseudintermedius

5.2.1.1. Zdolno$¢ do niszczenia tkanek i wytwarzanie koagulazy

Okreslono zdolno$ci rozktadu bialek i1 lipidow wskazujace na potencjat
kolonizowania przez badane szczepy réznych srodowisk. Kazeinaza wystgpowata
powszechnie u badanych szczepow pochodzacych z materialow klinicznych zarowno
od zwierzat jak i ludzi. Zelatynaze wytwarzal jeden szczep wyizolowany od cztowicka
(SPL 4) 1 pig¢ zwierzecych. Zdolnosci lipolityczne - wytwarzanie lecytynazy, wykazat
tylko jeden szczep z materialu od zwierzgcia (SPZ 4). Esterazy nie zaobserwowano
u zadnego z badanych. U wszystkich szczepow wykryto jednak gen lip kodujacy
lipaze.

Wszystkie badane szczepy S. pseudintermedius miaty wlasciwosci
hemolityczne - powodowaty hemoliz¢ typu P, doprowadzajac do catkowitego
zniszczenia krwinek czerwonych.

Zbadano rowniez obecno$¢ koagulazy wolnej jak i zwigzanej z komorka
bakterii (ang. Clumping Factor, CF) odpowiedzialnych m.in. za unikanie odpowiedzi
immunologicznej  gospodarza. Koagulaze wytwarzaly  wszystkie badane
S. pseudintermedius, wszystkie tez miaty kodujacy jg gen coa. Tylko cze$¢ szczepodw
(4/7) wyizolowanych z materiatow klinicznych od ludzi miato CF.

Cechy roznigce szczepy izolowane od ludzi i od zwierzat przedstawiono na

Rycinie 16.
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Rycina 16. Cechy roznigce szczepy S. pseudintermedius izolowane od ludzi i zwierzat.
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5.2.1.2. Geny Kkodujgce bialka biorace udzial w kolonizacji
organizmu czlowieka
Poszukiwano genow kodujacych MSCRAMM, ktoére sg odpowiedzialne za
wigzanie macierzy zewnatrzkomorkowej gospodarza. Badane szczepy mialy geny
warunkujace przyleganie do elastyny, fibronektyny i fibrynogenu. Powszechne byly
geny ebpS, spsL oraz spsE, rzadziej wystgpowat gen spsO (SPL 1, SPL 4, SPL 5, SPZ
2). Kodujacy zdolno$¢ wigzania lamininy gen eno mialy wszystkie Szczepy
pochodzace z materiatow od zwierzat i sze$¢ szczepdw wyizolowanych od ludzi.
Kodujacy biatko wigzace fibronektyne gen fnbA miaty tylko SPZ 4 i SPZ 7.

Sposrdod innych genow opisywanych jako odpowiedzialne za wigzanie ECM
u badanych szczepow nie wykryto tych kodujacych biatka wigzace fibronektyne
gendéw fnbB ispsD ani genu biatka wigzagcego kolagen cna, sialoproteing bbp czy
fibrynogen fib.

Obecnos¢ gendéw biatek wigzgcych ECM u badanych szczepoéw pokazano na
Rycinie 17.

~
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SPL 4,
SPL5,

[e2)

w
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I

Liczba szczepow

w

SPZ 2

.

spsL spsO spsE spsP spsQ ebpS fnbA eno

W Szczepy izolowane od zwierzgt Szczepy izolowane od ludzi

Rycina 17. Geny biatek wigzacych ECM u szczepow S. pseudintermedius.

Tworzenie biofilmu przez gronkowce S. pseudintermedius byto wykazane
w wielu pracach. W tych badaniach poszukiwano genéw, ktore odpowiadaja za
kodowanie biatek sprzyjajacych produkcji biofilmu: genu bap kodujacego biatko
powierzchniowe zaangazowane w tworzenie biofilmu oraz gendéw operonu ica
odpowiedzialnego za stymulacje produkcji PIA. Pierwszego z nich nie wykryto
U zadnego ze szczepow, natomiast wszystkie, zar6wno te izolowane od zwierzat jak
i od ludzi miaty gen icaD.
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5.2.2. Inwazja i toksycznos¢
Powszechno$¢ wytwarzania wolnej koagulazy sprzyjajacej przeciwstawieniu
si¢ uktadowi immunologicznemu pokazano wyzej, niektore szczepy wyizolowane od
ludzi miaty takze CF.

Hamowanie aktywno$ci ukladu immunologicznego gospodarza gronkowce
mogg tez osiagna¢ migdzy innymi poprzez niespecyficzne wigzanie immunoglobulin.
W genomach badanych szczepoéw poszukiwano gendow warunkujacych ten proces -
SpsP i spsQ. Wykryto je tylko u 4/7 szczepow od zwierzat: SPZ 2, SPZ 3, SPZ 4, SPZ
7. Wystepowatly one u nich tandemowo.

Poszukiwano takze gronkowcowych genow kodujacych leukotoksyny,
eksfoliatyny oraz enterotoksyny. Zastosowanie specyficznych starteréw IukS i lukF
pozwolito na wykrycie toksyny LukI przypominajacej leukocydyne Panton-Valentine
S. aureus u wszystkich badanych szczepow S. pseudintermedius, zaréwno tych
izolowanych od zwierzat jak 1 od ludzi. U wszystkich szczepdw znaleziono takze gen
siet kodujacy toksyne eksfoliatywng, toksyng o istotnym znaczeniu zaréwno
w przypadkach w przypadku piodermii jak i w przewlektym zapaleniu ucha. U dwoch
szczepow od ludzi (SPL 3, SPL 4) wykryto gen exiA. Gen exiB miaty SPL 7 oraz SPZ
2. Geny enterotoksyn sec i sed wystapily tylko u szczepow izolowanych od ludzi (SPL
2, SPL 4, SPL 6, SPL 7). Nie stwierdzono obecnosci genow sea oraz seb.

5.2.3. Typowanie sekwencji multilocus
S. pseudintermedius jest juz uznanym patogenem takze i cztowieka. Dlatego
oceniono réznorodno$¢ genetyczng badanych szczepdéw, wykonujac analiz¢ MLST,
aby moc poréwnac¢ wyniki z innymi szczepami tego gatunku dotad opisywanymi.

Sekwencje DNA wygenerowane na potrzeby tej analizy zostaly zdeponowane
w bazie GenBank pod nastepujagcymi numerami dostgpu:

e dlagenu ack OL378202-0L378215
e dla genu cpn60 OL378216-0L378229
e dlagenufdh OL378230-0L378243
e dlagenu purA OL378258-0L378271
e dlagenu pta OL378244-0L378257
e dlagenu sar OL378272-0L378285
e dlagenu tuf OL372245-0L372258

Wsrdd 14 badanych izolatow zidentyfikowano az 12 typow sekwencyjnych.
Wykryto wiele wariantow alleli w obrgbie genu ack, cpn, fdh, pta i purA. Wsrod
sekwencji genu sar byly to dwa warianty, w obrebie genu tuf jeden wariant alleli.
Wyniki analizy wskazuja na duze zrdéznicowanie genetyczne i niski poziom
klonalnosci badanych w tej pracy szczepow S. pseudintermedius, ktore wyizolowano
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z probek klinicznych z malego obszaru geograficznego. W Tabeli 22 zestawiono

wyniki analizy MLST.

Tabela 22. Typy sekwencyjne uzyskane w analizie MLST.

Nr Zrédto ST oparte Loci i odpowiadajace im allele
Szczepu szczepu o MLST-7 | ack | cpn60 | fdh pta | purd sar tuf
SPL 1 813 1 21 1 2 5 1 1
SPL 2 241 1 21 4 1 23 1 1
SPL 3 Szezepy | 954 1 2 2 | 20 | 18 1 1
SPL 4 izolowane | 599 5 29 2 1 5 1 1
SPL 5 odludzi | 157, 1 11 4 75 5 1 1
SPL 6 984 1 2 2 1 3 2 1
SPL 7 984 1 2 2 1 3 2 1
SPZ 1 818 2 7 4 1 8 1 1
SPZ 2 1276 1 2 1 1 8 1 1
SPZ 3 Szezepy | 338 1 10 2 4 2 1 1
SPZ 4 izolowane | 71 3 9 1 2 1 2 1
Spz 5 | odzwierzat | 1109 1 11 4 1 13 1 1
SPZ 6 1260 1 2 4 1 23 1 1
SPZ 7 71 3 9 1 2 1 2 1

Na Rycinie 18 przedstawiono zaleznosci
sekwencji u badanych szczepow S. pseudintermedius a tymi dotychczas zgloszonymi
w bazie danych PubMLST. Szare kropki wskazujg na ST uzyskane w ramach tej pracy.

miedzy uzyskanymi typami

Szare kotka to ST szczepow opornych na metycyling. Powigzania genetyczne
stwierdzono w przypadku siedmiu uzyskanych ST (ST71, ST241, ST599, ST818,
ST984, ST1260, ST1276).
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Rycina 18. Powigzania genetyczne pomigdzy uzyskanymi ST a wystgpujacymi na
terenie Europy.
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5.2.4. Poszukiwanie szczepow przelamujacych bariere
miedzygatunkowa

Wsrod szezepow izolowanych od zwierzat wyrdznia si¢ SPZ 2, ktory nie
wytwarza zelatynazy, ktérg to ceche ma wigkszos¢ szczepow tej grupy. SPZ 2 ma
réwniez, jako jedyny z grupy szczepoéw pochodzgcych od zwierzat, gen exi. Szczepy
izolowane od zwierzat charakteryzuja si¢ lepszymi zdolno$ciami niszczenia tkanek
gospodarza a takze lepszym przystosowaniem do walki z jego uktadem
immunologicznym niz te wyizolowane od ludzi. Szczep SPZ 4 obok dobrego
przystosowania do niszczenia tkanek, mial potencjalng zdolnos¢ zwalczania
aktywnos$ci uktadu immunologicznego gospodarza dzigki obecnym genom SpsP

i SpsQ.
W grupie szczepow izolowanych od ludzi SPL 1 1 SPL 5 nie mialy genow
enterotoksyn, genow exi, ktore to byly obecne u pozostatych szczepow tej grupy.

5.2.5. Lekoopornosé badanych szczepéw S. pseudintermedius
Zbadano oporno$¢ badanych S. pseudintermedius na antybiotyki pod katem
mozliwo$ci terapeutycznych w przypadku wystgpienia zakazen spowodowanych
szczepami tego gatunku ludzi. Zastosowano metode dyfuzyjno-krazkowa wobec kilku
grup terapeutycznych a takze poszukiwano gendéw opornosci na antybiotyki [-
laktamowe.

W grupie szczepow izolowanych od zwierzat dwa byty metycylinoporne (SPZ
4, SPZ 7). W genomach obu tych szczepdéw obecne byly geny mecA kodujace brak
wrazliwo$ci na catg grupe P-laktamoéw. Szczepy te nalezaly do jednego typu
sekwencyjnego MLST ST71.

Wszystkie szczepy pochodzace z materiatow od zwierzat byly zdolne
wytwarza¢ penicylinazy i tym samym byly oporne na penicyliny, wykryto u nich gen
blaZ. W grupie szczepéw izolowanych od ludzi cztery (SPL 1, SPL 2, SPL 4, SPL 5)
wykazaly oporno$¢ wobec penicylin i miaty gen blaZ. Geny mecA i blaZ nie wystapity
u szczepow wrazliwych na B-laktamy.

Zbadano wrazliwo$¢ szczepéw metycylinoopornych na wankomycyne oraz
daptomycyn¢ metodg MIC z wykorzystaniem E-testow. W Tabeli 23 zestawiono
wyniki. Oba z badanych szczepéw wykazaty wrazliwos¢ wobec antybiotyku gliko-
oraz lipopeptydowego. Wartosci stezen granicznych dla wankomycyny i daptomycyny
wynoszg kolejno 4 pg/ml oraz 1 pg/ml.
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Tabela 23. Wrazliwos¢ szczepow metycylinoopornych na wankomycyng
I daptomycyne.
Nr szczepu | Wartos¢ MIC wankomycyny | Wartos¢ MIC daptomycyny

SPZ 4 0,75 pg/ml 0,19 pg/ml

SPZ 7 0,5 ng/ml 0,094 pg/ml

Oporno$¢ na tetracykliny wystgpita u dwoch szczepéw izolowanych
z materiatow od ludzi (SPL 1, SPL 5), towarzyszyla im jednocze$nie oporno$¢ na
penicyliny. Wsréd S. pseudintermedius od zwierzat oporno$¢ na te grupe
terapeutyczng wykazano u pigciu z nich.

Wsrod szczepow izolowanych od zwierzat czesto wystgpowata opornos¢ typu
CMLSg. W grupie szczepow od ludzi opornosé tego typu wystapita tylko u SPL 2.

Szczepy pochodzace z materiatow od zwierzat (SPZ 2, SPZ 3, SPZ 4, SPZ 7)
byty oporne na fluorochinolony. Opornos¢ na aminoglikozydy rowniez wykryto tylko
wsrdéd szczepow tej grupy. Szczepy, ktore wykazaly brak wrazliwosci wobec
gentamicyny to SPZ 3, SPZ 4, SPZ 7.

Szczepy metycylinooporne wykazaty opornos¢ takze wobec sulfametoksazolu
Z trimetoprimem. SPZ 4 1 SPZ 7 byly oporne na najwicksza liczbe antybiotykow.

Wszystkie szczepy badane wykazaty wrazliwo$¢ wobec rifampicyny oraz
potaczenia streptogramin — chinupristyny z dalfopristyna.

Szczepy pochodzace z materiatow klinicznych od zwierzat byly bardziej
oporne niz te izolowane od ludzi. W przypadku infekcji przez nie wywotanej
mozliwosci terapeutyczne sg niewielkie. Dane dotyczace opornosci w obu grupach
badanych przedstawiono na Rycinie 19.

LICZBA SZCZEPOW
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Penicyliny B-laktamy Tetracykliny MLSB Fluorochinalony  Aminoglikozydy  Sulfametoksazol
z trimetoprimem

Grupy terapeutyczne, wobec ktérych wystgpita opornosc

W Szczepy izolowane od ludzi Szczepy izolowane od zwierzat

Rycina 19. Oporno$¢ na antybiotyki badanych szczepow S. pseudintermedius.
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6. Dyskusja

Podstawowa cechg odrdzniajaca organizmy prokariotyczne od Eucarya jest
zmienno$¢. Kazda nowa komoérka powstajaca z poprzedniej, najczesciej w odstepach
minutowych, moze da¢ poczatek klonu 0 nowych wtasciwosciach, ktory dzieki presji
selekcyjnej srodowiska moze si¢ sta¢ poczatkiem nowego postrzegania gatunku, do
ktorego go klasyfikowano. Wtasnie zmienno$¢ lezy u podstaw teorii zaproponowane;j
przez Wolfe (Wolfe et al., 2007) a jego schemat drabiny, po ktorej wspinajg si¢
drobnoustroje, by osiggna¢ mozliwos¢ powodowania infekcji u cztowieka, jest bardzo
inspirujaca. Ta praca doktorska powstata w wyniku tej inspiracji, obok szeregu innych
badan na ten temat, ktére ostatnio sg prowadzone na $swiecie. Drabina Wolfe jest
jednak jedynie drogowskazem dla badaczy, bowiem drobnoustroje, w réznym tempie,
zmieniajg si¢ same, nie przestrzegajac regut. Na tle tych spostrzezen nasuwaja si¢
rozwazania nad pojeciem gatunku, losow taksonomii poszczegdlnych grup bakterii
I znaczenia badania bakteryjnej filogenezy (Shapiro et al., 2016).

Badania tej rozprawy dotycza dwoch rodzajow ziarenkowcoOw gramdodatnich.
W obu tych rodzajach jest gatunek, ktorego adaptacja do organizmu czlowieka
wielokrotnie zostala wykazana, a ktéry jest czesta przyczyng powaznych niekiedy
chorob cztowieka. To Streptococcus pyogenes i Staphylococcus aureus. Taksonomia,
oprocz nich, umiescita w reprezentowanych przez nie rodzajach dziesigtki innych
gatunkoéw, ktore preferujg innych niz cztowiek gospodarzy. Przygladanie si¢ zmianom
cech tych gatunkow i rozwazanie, na ile moga one $wiadczy¢ o przemieszczaniu si¢
na drabinie Wolfa, jest przedmiotem przedstawionych tu badan.

Patogeneza zakazen wywotywanych przez paciorkowce jest procesem bardzo
ztozonym. Wiele jej elementow pozostaje nadal niepoznanych. Najlepiej pod tym
wzgledem scharakteryzowany gatunek to S. pyogenes. Jest on gatunkiem, dla ktorego
cztowiek jest naturalnym i wylgcznym gospodarzem (Molloy et al., 2011). Jego
potencjat chorobotworczy wigzany jest z kilkudziesiecioma roéznymi cechami
podlegajacymi ztozonej regulacji (Siemens & Lutticken, 2021). Wobec réznorodnos$ci
pod wzgledem przebiegu i1 cigzkosci zakazen wywolywanych przez ten gatunek,
a jednoczesnie wobec filogenetycznej bliskosci pozostate gatunki sg analizowane
gléwnie przez poréwnywanie ich czynnikoéw chorobotworczosci do tych opisanych
u niego (Babbar et al., 2018; Burova & Artem, 2022) Przygladajac si¢ tym gatunkom
mozna sadzi¢, ze kazdy z nich, jakkolwiek mocno bylby zwigzany z jednym
gospodarzem, moze sta¢ si¢ patogenem czlowieka. Jednocze$nie ze wzgledu na,
w wiekszosci, skomplikowanag lub niejednoznaczng identyfikacje istnieje trudno$c¢
w okresleniu czestosci wystepowania paciorkowcow zwierzgcych jako czynnikdéw
etiologicznych zakazen ludzi.

Geny warunkujace wytwarzanie czynnikdéw sprzyjajacych kolonizacji 1 inwazji
czy tez toksyczno$ci, ktére pierwotnie opisano u S. pyogenes a potem
i uS. dysgalactiae sa przez wielu badaczy poszukiwane u innych gatunkéw
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paciorkowcow. Ich obecno$¢ §wiadczy o potencjale wytwarzania odpowiednich biatek
1 pozwala rozumie¢ mechanizmy ich chorobotworczosci. Wykorzystane w tej
rozprawie sekwencje startowe pochodzity wtasnie od tych dwoch gatunkow (Metody,
rozdz. 4.1.4.3, Tabela 2 i Tabela 3). Tabela 24 pokazuje zestawione dane, przede
wszystkim w oparciu o zapisy z bazy GenBank oraz literatury (Fessia & Odierno,
2021; Goodfellow et al., 2000; Holden et al., 2009; Lannes-Costa et al., 2021;
McKenna et al., 2022; Ramachandran et al., 2004; Sayers et al., 2022), pokazujace
u jakich gatunkéw znajdowano juz wezesniej poszukiwane geny z uzyciem starteréw
zastosowanych w tej pracy, a u jakich paciorkowcow znajdowano kodowane przez nie
cechy, ale w oparciu o inne sekwencje, zwykle bardzo pokrewne. Warto zaznaczy¢,
ze do bazy GenBank zglaszane sg zazwyczaj dane dotyczace pojedynczych szczepow,
a kazdy kolejny wpis jest cennym wkladem w poznanie drobnoustrojow. Wigkszos¢
dostepnych danych dotyczy gatunku S. agalactiae czy S. pneumoniae, czyli dobrze
ugruntowanych patogenow cztowieka a takze S. dysgalactiae subsp. equisimilis.
Niewiele informacji w kontekscie poszukiwanych genéw przedstawionych w Tabeli
24 dotyczyto S. gallolyticus.

Tabela 24. Geny poszukiwane w ramach tej pracy obecne u innych gatunkow

paciorkowcow.
Nazwa | Kodowany Pochodzenie Gatunki paciorkowcow, u ktérych | Inne gatunki, u ktdrych
genu czynnik/cecha sekwencji znaleziono gen z uzyciem sekwencji | znaleziono ten gen
przedstawionej w ramach tej pracy
cbp biatko wiagzace kolagen S. dysgalactiae S. equi subsp. zooepidemicus, S. pyogenes, S. agalactiae,
- - S. uberis S. suis, S. pneumoniae
fbp biatko wigzace
fibronektyng
gapC dehydrogenaza aldehydu
3-fosfoglicerynowego
hylB hialuronidaza
Imb biatko wigzace lamining S. pyogenes S. agalactiae, S. dysgalactiae subsp. | S.anginosus, S. suis,
equisimilis, S. dysgalactiae subsp. | S.pneumoniae, S. uberis,
dysgalactiae S. mutans, S. gallolyticus
ispl udzial w tworzeniu S. pneumoniae, S. equi
biofilmu, biatko subsp. equi, S. equi subsp.
immunogenne zooepidemicus, S. iniae
prtF1 biatko wigzace S. pyogenes S. dysgalactiae subsp. equisimilis, S. gordonii, S. mutans,
fibronektyne S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae | S.sanguinis, S. equi subsp.
prtF2 zooepidemicus
sla fosfolipaza A2 S. pyogenes S. dysgalactiae, S. equi subsp. S. equi subsp. equi
zooepidemicus
sua czasteczka adhezyjna S. uberis S. parauberis
SUAM
mtuA antygeny receptora S. uberis - S. iniae, S. downei
lipoproteinowego
sdn streptodornaza S. pyogenes S. dysgalactiae subsp. equisimilis, S. equi subsp.
S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae | zooepidemicus, S. equi
subsp. equi, S. agalactiae,
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S. salivarius,

S. intermedius,

S. pseudoporcinus,
S. porcinus, S. iniae

spdl paciorkowcowa DNaza | S. pneumoniae, S. suis,

S. equi subsp.
zooepidemicus, S. equinus,
S. agalactiae, S. parauberis,
S. uberis, S. iniae,

S. porcinus

ska streptokinaza S. pyogenes S. dysgalactiae subsp. equisimilis,

S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae

S. equi susbp. equi, S. equi
susbp. zooepidemicus,

S. equinus, S. uberis,

S. parauberis, S. agalactiae,
S. pseudoporcinus,

S. porcinus

sagA streptolizyna S S. pyogenes S. dysgalactiae subsp. equisimilis,

S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae

S. agalactiae,
S. pneumoniae, S. canis,

S. pseudoporcinus, S. iniae,
S. suis, S. mitis,

S. anginosus, S. infantis,

S. oralis, S. gallolyticus,

S. equi subsp.
zooepidemicus

slo streptolizyna O S. pyogenes S. dysgalactiae subsp. equisimilis, S. pneumoniae, S. canis
S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae
scp peptydaza C5a uktadu S. pyogenes S. dysgalactiae subsp. equisimilis, S. salivarius, S. gallolyticus
dopetniacza S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae, | subsp. pasteurianus
S. agalactiae, S. pneumoniae
sicG paciorkowcowy inhibitor | S. dysgalactiae . dysgalactiae subsp. equisimilis, S. pyogenes
dopetniacza . dysgalactiae subsp. dysgalactiae
dppA permeaza dipeptydowa S. pyogenes . dysgalactiae subsp. equisimilis, S. agalactiae,

. dysgalactiae subsp. dysgalactiae

S. pneumoniae, S. sanguinis

W rodzaju Streptococcus wicle gatunkow bytuje jako komensale jednego czy
kilku gospodarzy, w tym cztowieka. Gatunki te moga powodowac nie tylko infekcje
oportunistyczne, ale takze infekcje organizméw immunokompetentnych. Poza
gatunkami charakterystycznymi dla infekcji ludzkich, takimi jak S. pneumoniae,
S. pyogenes czy S. agalactiae, lista paciorkowcow powodujacych zakazenia u ludzi
ulega powigkszaniu. Nowymi patogenami, ktére powoduja infekcje u czlowieka sa
m. in. B-hemolizujace S. canis, S. iniae, S. equi subsp. zooepidemicus. Inne gatunki to
nie-p-hemolizujace S. halichoeri, S. suis oraz powodujace roézne typy hemolizy
szczepy S. dysgalactiae (Spickler, 2020). Wsr6d omawianych w ramach niniejszej
rozprawy gatunkéw paciorkowcow wiele z nich ma czynniki wirulencji wystepujace
u S. pyogenes (Brouwer et al., 2016; Turner et al., 2019). W przypadku bakterii
podgatunku S. dysgalactiae subsp. equisimilis wskazuje si¢ na 70% pokrycie genowe
z S. pyogenes (Turner et al., 2019; Watanabe et al., 2016). Ciagle nie wiadomo jednak,
ktore z nich sg decydujace przy pokonywaniu bariery gatunkowej miedzy zwierzetami

a cztowiekiem.
Strona | 97




Szerokie omdwienie gatunkéw paciorkowcdéw stanowigcych zagrozenie dla
cztowieka zawarte zostalo we wlasnej pracy przegladowej omawiajacej ich
patogennosc¢ i problemy zwigzane z pojawiajacg si¢ wsrod nich opornoscia (Glajzner
et al., 2021). Poza przedstawionymi w ramach tej pracy doktorskiej omowiono w niej
réwniez S. equi, S. iniae, S. canis, S. suis i inne gatunki kompleksu SBSEC. W pracy
zwrdécono uwage na wystepowanie w ich genomach czynnikow wirulencji, ktére moga
umozliwi¢ im rozwo6j w nowych $rodowiskach. Pokazano rowniez stosowane w tych
infekcjach antybiotyki oraz pojawiajace si¢ przypadki obnizonej wrazliwosci na -
laktamy. Mnogos¢ gatunkow zwierzgcych paciorkowcow powodujacych pojawiajace
si¢ z 10zng czgstoscig zakazenia u ludzi wskazuje na zdolno$¢ do zmian w genomie
oraz zyskiwania nowych zywicieli (Glajzner et al., 2021).

Sposrdd opisanych w tej pracy przegladowej gatunkéw do badan wybrano pie¢
1 dla kazdego tego wyboru widziano uzasadnienie. Wsrdod wybranych znalazty sie
szczepy S. gallolyticus dwoch podgatunkow. Zmiana metabolomu gatunkéw grupy
Bovis ma wptyw na rozwdj choréb nie tylko infekcyjnych, ale takze nowotworow
(Butt et al., 2018). Jeden badany szczep tego kompleksu a badany S. gallolyticus subsp.
gallolyticus pochodzit z infekcji krwi, co zwigzane jest z wigkszym
prawdopodobienstwem z translokacjg i wystgpieniem nowotworu jelita grubego
(Gherardi et al., 2016). Szczepy S. gallolyticus subsp. pasteurianus opisywane sg
w pracach klinicznych jako przyczyna zapalenia opon médzgowo-rdzeniowych a ich
obecno$¢ w mikrobiocie wigzana jest z ryzykiem wystgpienia nowotworu drog
z6kciowych (Li et al., 2019). Niewiele jest opisow przypadkow zakazenia ran przez
S. gallolyticus subsp. pasteurianus (Corredoira et al., 2014). Wiaczenie S. gallolyticus
do grupy badanych w tej rozprawie doktorskiej szczepdéw stworzyto nowa, niezalezng
sciezke badan, gdyz, jak si¢ okazato, ten gatunek nie wpisuje si¢ w mechanizmy
chorobotworczosci drugiego z gatunkéw izolowanego od ludzi w tych badaniach
S. dysgalactiae subsp. equisimilis. Nie mozna go takze porownywaé z badanymi
szczepami izolowanymi od bydta. Z tych powodow analiza wynikow dotyczacych
S. gallolyticus zostanie przedstawiona osobno.

Duza grupe szczepOéw stanowity S. dysgalactiae subsp. equisimilis (SDSE),
ktore wchodza juz w sktad mikrobiota cztowieka (Yung et al., 2019). Badano réwniez
szczepy drugiego podgatunku, S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae (SDSD). SDSE
wyizolowane byly zinfekcji ran, gardla czy pochwy. Pojedyncze szczepy
wyizolowano z jamy otrzewnej i aspiratu, Takie Zrodla izolacji szczepow tego
podgatunku wskazujg tez zZrodta literaturowe chociaz, SDSE izolowano takze
zZ cigzkiego martwiczego zapalenia powigzi, zapalenia wsierdzia, paciorkowcowego
wstrzasu toksycznego czy bakteriemii (Rodriguez-Munoz et al., 2019; Yung et al.,
2019). Takze w przypadku SDSD opisywano infekcje u cztowieka spowodowane
przez ten podgatunek, natomiast ich liczba moze by¢ niedoszacowana ze wzgledu na
utrudniong identyfikacje¢ do podgatunku (Chennapragada et al., 2018).
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Czgstymi czynnikami etiologicznymi infekcji zwierzat gospodarskich sa
S. uberis. Badane szczepy S. uberis i S. parauberis pochodzilty z przypadkow
zapalenia wymion u kréw. Ten gatunek tez izolowano juz od czlowieka, chociaz
informacje o tym sg nieliczne. Nie sposob jednak nie zauwazy¢, ze jesli S. uberis maja
potencjat infekcyjny w stosunku do ludzi, to stanowia zagrozenie, zwtaszcza dla
hodowcow, a niewielka liczba izolacji moze wynika¢ z trudnej diagnostyki, co
pokazano tez w ramach tej rozprawy (Meriglier et al., 2018).

Sledzenie wystepowania nowych cech wsrod zwierzecych paciorkowcow
moze pomoéc oceni¢ nowe potencjalne zagrozenie ze strony tych powodujacych
rzadkie zakazenia u czlowieka. Prace poglebiajace wiedz¢ na temat patogenezy
wywotywanych przez paciorkowce zakazen pozwalajg na zbieranie danych, ktore
mogg pokaza¢ przemian¢ w kierunku nowego gospodarza i pomoc odpowiedzie¢ na
pytanie, ktore elementy w tym procesie sg kluczowe. Badania wlasne pokazuja, jak
trudne jest to zadanie.

6.1. Identyfikacja badanych szczepow S. dysgalactiae i S. uberis

Sposréd wybranych do badan gatunkdéw najwiecej prac poswieconych jest
S. dysgalactiae. Gatunek ten zaliczony jest do paciorkowcoOw ropotworczych,
a filogenetycznie wykazuje podobienstwo do paciorkowcow grupy B. Kiedy okazato
si¢, ze jest on bardzo niejednorodny, Vandamme zaproponowal dokonanie podziatu
na dwa podgatunki S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae oraz S. dysgalactiae subsp.
equisimilis (Vandamme et al., 1996). Kryteria tego podzialu jednak od poczatku
wzbudzaly watpliwosci. Vandamme zaproponowal bowiem, aby szczepy izolowane
od zwierzat uzna¢ za SDSD a od ludzi za SDSE. Dodatkowym kryterium tego podziaty
miat by¢ typ hemolizy. Hemolize 3 przypisat szczepom ,,Jludzkim”, a pozostate rodzaje
lub jej brak szczepom od zwierzat. Kolejng cecha, ktorg Vandamme uznat za w sposob
pewny odrozniajacg podgatunek ,,ludzki” byta zdolno§¢ wytwarzania streptokinazy
aktywnej w stosunku do plazminogenu ludzkiego oraz aktywno$¢ proteolityczna
w stosunku do ludzkiej fibryny. Fenotypowa charakterystyke podgatunkow poszerzyli
Vieira i wsp. (Vieira et al., 1998). Jednak juz wkroétce inni badacze zaczeli wskazywac
na szczepy, ktore nie sprostaly tym fenotypowym kryteriom, bowiem szczepy
zidentyfikowane genetycznie w oparciu o sekwencjonowanie 16S rRNA jako nalezace
do tych podgatunkéw izolowano od réznych gospodarzy (Acke et al., 2015; Koh et al.,
2009; Zhao et al., 2020). Jednoczesnie w wielu pracach, w ktorych identyfikacje
opierano na fenotypie, falszywie przypisywano cechy chorobotworczosci
niewlasciwym podgatunkom, co do dzisiaj ma konsekwencje, gdy chce si¢ ocenia¢
wyniki dotyczace wielu szczepdéw, pochodzace zréznych osrodkéw badawczych.
Niepewno$¢, jaka niesie powszechnie stosowana w laboratoriach klinicznych
identyfikacja fenotypowa paciorkowcow rzadko izolowanych od ludzi, pokazuja
badania wlasne. Znamienne jest, ze w czasie identyfikacji szczepoéw badanej kolekcji
szczep SDSD 431 fenotypowo zakwalifikowany zostat do S. uberis, a trzy inne SDSD
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jako SDSE. ldentyfikacja metodami fenotypowymi S. uberis takze okazata si¢ trudna
I wymagata zastosowania metod genetycznych. Szczepy S. uberis zidentyfikowane
byty fenotypowo jako S. porcinus i S. agalactiae. To wskazuje na blisko$¢ gatunkow
paciorkowcow, a jednoczesnie usprawiedliwia przyjete w tej pracy pordwnywanie
miedzy sobg cech roznych gatunkéw. Wiele wskazuje na to, ze jedynie identyfikacja
molekularna pozwala na pewne przyporzadkowanie do podgatunku. Jednocze$nie
jednak zmienno$¢ w obrebie pangenomu gatunku zaciera takze oparte na genomie
roznice, ktore pozwalaja jednoznacznie takiego podziatu dokonywac.

6.2. Poszukiwanie cech istotnych dla patogenezy zakazen badanymi
paciorkowcami
Przygladajac si¢ wltasnym wynikom przedstawionym w tej pracy, rozroznienie
w obrebie tych szczepow S. dysgalactiae, ktére w niej badano, uwzgledniajace
gospodarza, od ktorego szczep wyizolowano i1 typ hemolizy moze wydac si¢ zasadne.
Ale juz analiza zdolno$ci do wytwarzania streptokinazy pokazata, ze to kryterium
zalezy od przyjetej metody. Aktywacja plazminogenu przez paciorkowce wigzana jest
bardzo $cisle z jego inwazyjnoscig, dlatego zostata ona zbadana w tej pracy
wielokierunkowo. W tych badaniach pokazano, ze jest to cecha podlegajaca
zmienno$ci 1 dotyczy wielu gatunkow tego rodzaju. Aktywno$¢ streptokinazy
wykazano nie tylko w przypadku szczepéw izolowanych z materialow od ludzi.
Streptokinaza szczepoéw izolowanych od bydta byla natomiast aktywna wobec
plazminogenu zwierzecego, ale i ludzkiego. Dodatkowo szczepy izolowane
Z materiatow od ludzi nie w kazdym przypadku wykazaly aktywno$§¢ wobec
plazminogenu ludzkiego.

Streptokinaza jest uwazana za jeden 2z najwazniejszych czynnikow
warunkujgcych inwazyjnos$¢ paciorkowcow. Specyficznos¢ S. pyogenes dla ludzkiego
gospodarza wigzana jest miedzy innymi wiasnic z wydzielaniem streptokinazy.
Wykrywano ja dotad tylko u paciorkowcéw z grup C, G i A. Jest ona polipeptydem,
zbudowanym z a-, B-, y-domeny, przy czym domeny o i y charakteryzuja si¢ 85%
identycznoscig sekwencji (Lizano & Johnston, 2005). Streptokinazy z izolatéw od
ludzi tych grup wykazuja wigksza homologie¢ wzglgdem siebie niz te z izolatow
zwierzecych grup C i G (Turner et al., 2019). Caballero i wsp. stwierdzili, ze
homologia aminokwasow miedzy streptokinazami z pochodzacych od ludzi i od
zwierzat izolatow SDSE wynosi zaledwie 35% (Caballero et al., 1999). Zdolnos¢
streptokinaz do rozszczepiania plazminogenu moze zatem by¢ krytycznym
czynnikiem w okre$laniu zakresu zywicieli poszczegdlnych szczepow paciorkowcow
(Lizano & Johnston, 2005; Schroeder et al., 1999; Turner et al., 2019).

Na Rycinie 20 przedstawiono uproszczony mechanizm aktywacji
plazminogenu z udziatem streptokinazy. Jest on mechanizmem wirulencji
charakterystycznym i krytycznym dla patogenezy inwazyjnej. Pokazano takze

mechanizm naturalny zachodzacy z udzialem obecnych w ustroju aktywatoréw
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plazminogenu (Cook et al., 2012; Huish et al., 2017; Ismail et al., 2022; Lizano &
Johnston, 2005; Nitzsche et al., 2015).
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Rycina 20. Aktywacja plazminogenu z udziatem i bez udziatu streptokinazy.

Plazminogen stanowi zymogen z pigcioma domenami oraz domeng
katalitycznej proteinazy serynowej. W wyniku potgczenia czasteczki streptokinazy
z plazminogenem nie dochodzi jednak do rozszczepienia wigzania peptydowego.
Mechanizm dziatania tego potaczenia zwigzany jest z aktywacja konformacyjng
czgsteczki oraz ekspresja aktywnego miejsca katalitycznego. Tworzy si¢ kompleks
streptokinaza-plazmina zdolny do aktywacji innych czasteczek plazminogenu.
Konsekwencja tego procesu jest uwolnienie plazminy - proteinazy serynowej
odpowiedzialnej za rozpuszczanie skrzepow fibrynowych. Paciorkowce wykorzystuja
ten proces aktywacji do rozprzestrzeniania si¢ w organizmie gospodarza poprzez
pokonywanie barier fibrynowych. Dzieki obecnosci streptokinazy dochodzi tez do
niekontrolowanej dodatkowej aktywnosci plazminy, ktora nie zostaje zahamowana
przez o2-antyplazming, co ma miejsce w warunkach fizjologicznych (Huish et al.,
2017; Nitzsche et al., 2015), gdy dzigki dziataniu tkankowego lub urokinazowego
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aktywatora plazminogenu (tPA, uPA) dochodzi do proteolitycznego rozszczepienia
plazminogenu i uwolnienia plazminy. Plazmina aktywowana dzigki obecnos$ci tPA czy
uPA jest wrazliwa na dziatanie a2-antyplazminy (Ismail et al., 2022).

Wykazano, ze S. pyogenes moze wytwarza¢ kilka allelicznych odmian
streptokinazy (Keramati et al., 2020; Verhamme et al., 2015). W badaniach wtasnych
opisano takie szczepy, ktére dokonywaly aktywacji plazminogenu ludzkiego nie
wykazujac jednoczesnie ekspresji genu ska (SDSE 159, SDSD 350). Zdaniem
Verhamme i wsp. (Verhamme et al., 2015) obecnos¢ u roznych szczepow tego gatunku
wariantow allelicznych genu ska wskazuje na selektywng presj¢ Srodowiska nowego
gospodarza, ktora moze doprowadza¢ do zmian pozwalajacych uwzgledni¢ roznice
W mechanizmach szlakow ich aktywacji. Tak mozna tez oceni¢ otrzymane wyniki
wiasne. Pokazuja one ponadto, ze taka presja dokonywana jest nie tylko w badanym
przez Verhamme genie streptokinazy szczepu SDSE, ale i w przypadku innych
gatunkéw paciorkowcdéw. W badaniach wlasnych zwracajg uwage szczepy SDSE
izolowane od ludzi, ktore obok zdolnosci aktywacji plazminogenu ludzkiego maja, czy
moze zachowaty, znaczny potencjat wykorzystania plazminogenu bydlgcego.

Obok streptokinazy, wsrod czynnikéw promujacych inwazje S. pyogenes
wymieniana jest czesto hialuronidaza (Lo & Cheng, 2015; Lother et al., 2017).
W tkankach ludzkich hialuronian jest kluczowym skladnikiem macierzy
pozakomorkowej w skorze i innych tkankach. Jego obecno$¢ w miejscach urazu skory
wspomaga gojenie si¢ ran (Frenkel, 2014). Rozktad hialuronianu przez bakterie
dostarcza im energii, a jednocze$nie umozliwia rozprzestrzenianie si¢ infekcji (Britton
et al., 2015). Udzial SDSE w zakazeniach ran moze by¢ zwigzany wlasnie
z aktywnoscig hialuronidazy (Nguyen et al., 2020). U szczepoéw SDSE znaleziono gen
hylIB, ktory jest homologiczny do genu hialuronidazy u S. agalactiae (Shimomura et
al., 2011). Liaza hialuronianowa paciorkowcOw tego gatunku jest uznanym
czynnikiem wirulencji w zakazeniach czlowieka. Wplywa na przezycie
wewnatrzkomorkowe komorek bakterii jak 1 zwiekszong ekspresje cytokin
prozapalnych. Wytwarzana przez paciorkowce zwierzgce ma wplyw na rozwoj
zapalenia wymion (Kolar et al., 2015; Xu et al., 2021). W badaniach wtasnych gen
hylB wykryto u wigkszosci szczepow SDSE izolowanych od ludzi, ale nie
u wszystkich - nie miaty go m.in. szczepy wyizolowane z przypadkow zapalenia ucha.
Gen ten miat takze jeden ze szczepdw wyizolowanych od bydla — SDSD 350,
obdarzony takze innymi cechami przypisywanymi zwykle szczepom od ludzi SDSE
(Tabela 19).

Po rozdzieleniu S. dysgalactiae na podgatunki wiele prac dotyczyto zakazen
przez nie wywotywanych (Chennapragada et al., 2018; Koh et al., 2020; Nathan et al.,
2021). Pracujg nad nimi miedzy innymi dwa duze zespoty badawcze - w Japonii
i w Portugalii. Zespot japonski badajac zwierzece gatunki paciorkowcow, kilka prac
poswiecit S. dysgalactiae subsp. equisimilis. Opisywane sg w nich przypadki
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inwazyjnych zakazen tym podgatunkiem, a autorzy przypisuja im czynniki
chorobotworczosci za nie odpowiedzialne, w tym hemolizyny O i S, streptokinaze,
hialuronidaze i peptydaze C5a (Takahashi et al., 2011). Takahashi i wsp. (Takahashi
et al., 2017) zwrocili uwage na znaczenie dla chorobotworczosci tego podgatunku
paciorkowcowego inhibitora dopelniacza SicG, ktory jest uwazany za ligand bialek
C6 1 C7 dopetniacza hamujacy jego atak na membrang cytoplazmatyczng komoérek
i tym samym blokujacy ich lizg¢. Co wigcej produkt genu SicG hamuje dziatanie
przeciwbakteryjnego peptydu LL-37 obecnego w pocie na skorze czlowieka, co
sugeruje, ze szczepy go posiadajace tatwiej moga ja kolonizowac. Autorzy wskazali
nieduzg czesto$¢ wystgpowania tego genu, a jednoczesnie na znaczgcg inwazyjnosc
majacych go szczepow. Jednoczesnie wykazali oni obecno$¢ tego genu u szczepu
SDSE izolowanego od zwierzgcia (psa). Podkreslali mozliwo$¢ transferu tego szczepu
SDSE mie¢dzy cztowiekiem a zwierzeciem i oceniali znaczenie epidemiologiczne tego
faktu. W badaniach wlasnych gen sicG znaleziono tylko u trzech szczepoéw
podgatunku SDSE. Dwa z nich (izolowany z odlezyny SDSE 387 i1 z wymazu
z pochwy SDSE 3674) znalazty si¢ wsrdd szczepoéw wskazanych w Tabeli 20 (Wyniki,
rozdz. 5.1.5) wybranych ze wzgledu na zachowane podobienstwo badanych tu
szczepow 0d ludzi do tych wyizolowanych od zwierzat. Ten przyktad wskazuje
ogromng blisko$¢ szczepow podgatunku SDSE i tych zwierzgcych, od ktorych bez

watpienia si¢ wywodzg.

Izolacji i charakterystyce opornosci jak tez ich klonalnemu rozprzestrzenianiu
SDSE poswiecono wiele prac, a w 2022 r. opisano, jak twierdza autorzy tej pracy,
pierwszy przypadek przenoszenia tego patogenu w obrebie rodziny (Sunagawa et al.,
2022). W przypadku tego patogenu mozna by zatem uznaé, ze oto wyjsciowy
S. dysgalactiae po przejsciu szeregu przemian, z ktorych cze$¢ data mu mozliwo$é
zakazania czlowieka, co zakwalifikowato go do podgatunku SDSE, przechodzi na
kolejny etap drabiny ewolucyjnej przeksztatcania si¢ w patogen coraz bardziej ludzki
(poziom trzeci wg Wolfe; Wstep, rozdz. 1.1.4). Jednak odpowiedz na pytanie, ktore
Z cech, jakie mial na poczatku tej drogi, ulegly zmianie lub co zyskat ten konkretny
szczep, nie zostata udzielona. Takie badania sg bardzo trudne, a czasem niemozliwe
do wykonania. W wielu pracach cechy okreslonych szczepow taczone sa
Z przynalezno$cia do okreslonych grup emm, a takze podejmowane s3 badania
molekularne polegajace na sekwencjonowaniu catych genomow. Z pewnoscia takie
badania wymienionych wyzej szczepéw wiasnych bylyby zasadne.

Postgp metod badawczych, ktore poprzez sekwencjonowanie catych genomow
pozwalaja na poszukiwanie zwigzkéw filogenetycznych i1 sekwencji okreslonych
gendw, stwarza nowe mozliwos$ci poznawcze. Do takich technik siggnal zespot
portugalski zajmujacy si¢ w obrebie gatunku S. dysgalactiae cechami szczepow od
ludzi i zwierzat, z podziatem na te izolowane od bydta i te od innych zwierzat (psow,
ryb) (Alves-Barroco, Brito, et al., 2022). Badania tego duzego zespotu pracujgcego od
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kilku lat nad patogeneza Streptococcus dysgalactiae na uniwersytecie w Lizbonie
obejmuja rézne aspekty i przyniosty wiele danych.

Ustalone w tych badaniach relacje filogenetyczne okreslone na podstawie
sekwencji znalezionych w rdzeniu genomu sugeruja, ze szczepy SDSE wyizolowane
od ludzi stanowig odrebny klaster od tych, jakie tworzg szczepy SDSE izolowane od
zwierzat, ale tez pochodzace od zwierzat i od ludzi szczepy SDSD. Sugerowatoby to
wskazywang takze w tej rozprawie doktorskiej obserwacje, ze szczepy gatunku
S. dysgalactiae nie dziela si¢ doktadnie wedlug ustalonych metodami genetycznymi
podgatunkow. Z kolei analiza sekwencji genomowych badanych szczepéw zdaniem
Alves-Barroco i wsp. pokazata, ze niektore z genéw byly unikalne dla okreslonych
grup (Alves-Barroco, Brito, et al., 2022).

Wsrdd poszukiwanych w badaniach wlasnych tej pracy gendéw byly geny
kodujace adhezyny oddziatujagce z macierzg komorek zwierzecych i1 ludzkich. To
bardzo duza grupa genéw wystepujacych u roznych gatunkéw i1 szczepow. Sg wsrdd
nich biatka wigzace lamining (Imb), fibronektyne (fbp), domniemane biatka wigzace
kolagen (cbp) jak i enzymy, np. dehydrogenaza 3-fosforanu gliceraldehydu (gen
gapC), posredniczace w przytaczaniu komoérek bakterii do komoérek ludzkich. Wyniki
wlasne potwierdzilty wczeSniejsze obserwacje, ze obecnos¢ genow cbp czy fbp jest
zmienna wérod bakterii SDSE i wystepuje u mniejszosci szczepoéw (Lo & Cheng,
2015; Lother et al.,, 2017) a biatka wigzace si¢ z lamining wystepuja czesciej
w szczepach od ludzi (Rato et al., 2011). Alves-Barroco i wsp. (Alves-Barroco, Brito,
et al., 2022) poszukiwaty znacznej liczby genow w zsekwencjonowanych przez siebie
genomach, co pozwolilo im zauwazy¢, ze gen adhezyny SArE-2 wystepowat tylko
wsrod izolatdéw SDSE pochodzacych od zwierzat innych niz bydto — nie byto go tez
w genomach szczepow izolowanych od ludzi. To ciekawa obserwacja, ale wiasne
badania dotyczace adhezyn pokazaty, ze takie dane sg bardzo czastkowe i trudno na
nich opiera¢ bardziej uogolniajgce wnioski. We wiasnych badaniach zauwazono
bowiem na przyktad, ze gen adhezyny prtF2 wyst¢powat tylko w genomach S. uberis,
a prtF1 w wigkszosci badanych szczepow od ludzi. Wsréd tych od zwierzat obecny
byt tylko u tych, ktore jednoczesnie gromadzity inne geny lub cechy charakterystyczne
dla szczepow od ludzi (Tabela 19, Wyniki, rozdz. 5.1.5). Wytwarzanie biatka F1 -
produktu genu prtF1 taczy si¢ z wystgpowaniem zakazen inwazyjnych ze wzgledu na
promowanie wnikania bakterii a prtF2 z wystepowaniem infekcji skory (Lizano et al.,
2007; Ma et al., 2002; Ogawa et al., 2011). Pozwalatoby to uznaé, ze szczepy
posiadajace gen prtF1 (jak np. opisany w tej pracy zwierzecy SDSD 350) dysponuja
wigkszym potencjatem, dodatkowym czynnikiem chorobotworczo$ci, stanowigcym
element ich przeksztalcania si¢ w patogen stanowigcy istotne zagrozenie dla ludzi.

W przypadku analiz catych sekwencji genomow badanych przez nie szczepow
Alves-Barroco i wsp. (Alves-Barroco, Brito, et al., 2022) podkreslaty, ze szczepy
S. dysgalactiae infekujace bydlo maja wigcej gendow zwigzanych z metabolizmem
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weglowodanowym, kwasami  thuszczowymi, lipidami 1 izoprenoidami oraz
oddychaniem, niz szczepy zakazajace ludzi i te badane przez nie szczepy, ktore
infekuja ryby. Wedtug tych badan kluczowy w odréznianiu szczepow izolowanych od
bydta SDSD od pozostatych jest obecny tylko u nich operon fruktozowy i sorbitolowy
(Alves-Barroco et al., 2019). Geneza tych badan byta praca Richards i wsp. badajaca
te cechy u S. agalactiae, gatunku stosunkowo niedawno uznanego za patogen
cztowieka (Richards et al., 2011). Wyprowadzono z niej wniosek, ze metabolizm
weglowodanowy moze by¢ zwigzany z adaptacja do réznych nisz np. w bydlecym
zwaczu 1by¢ specyficznym biomarkerem bydla jako gospodarza. W badaniach
wlasnych nie poszukiwano genéw tych operonéw u badanych szczepow, ale dla czgsci
z nich wykonano prosta i niekosztowna analize¢ zdolnosci glikolitycznych wzglgdem
czterech cukrow: glukozy, laktozy, fruktozy i sorbitolu. Cho¢ badane zwierzece
szczepy (S. uberis, SDSD) pochodzity od bydta, wyniki nie przyniosty
jednoznacznych rezultatow. Sorbitol rzeczywiscie byl wykorzystywany tylko przez
szczepy od bydla, ale nie wszystkie, a aktywno$¢ wzgledem wszystkich tych
weglowodanéw wykazywata tylko czes¢ badanych szczepdéw: 5/5 S. uberis i 1/3
SDSD. Fruktoza byta jednak rozktadana takze przez 5 z 9 badanych SDSE - szczepow
izolowanych od ludzi. Nalezy zatem przyjac, ze ta proba znalezienia specyficznych
biomarkerow szczepow od zwierzat czy od ludzi nie powiodta si¢ w petni, ale
wskazana przez zespot portugalski reguta wyraznie jest widoczna w przypadku czesci
SZCZEPOW.

Badane przez Alves-Barroco (Alves-Barroco, Brito, et al., 2022) szczepy od
bydia mialy tez mniej genow, ktorych produkty zwigzane sa z inwazyjnoscig
i chorobotworczo$cig. Nalezy do nich peptydaza paciorkowcowa C5a, ktora moze
rozszczepia¢ sktadnik dopeiniacza C5a, wigzac si¢ z fibronektynag i przyczyniac si¢ do
inwazji komorkowej (Cheng et al., 2002). Autorki z Uniwersytetu w Lizbonie
wskazywaty, ze gen kodujacy peptydaze CSa jest wspolny dla wszystkich szczepow
SDSD (pochodzacych od zwierzat i ludzi), ale nieobecny we wszystkich badanych
przez nich szczepach SDSE izolowanych z materiatéw od ludzi. Jest to w sprzecznoS$ci
z wynikami badan wlasnych, w ktorych peptydaze CS5a potencjalnie mogly
syntetyzowac prawie wszystkie (34/36) badane szczepy SDSE (izolowane od ludzi).
Poréwnanie to komplikuje jednak fakt, ze Alves-Barroco i wsp. szukali tej peptydazy
w oparciu o sekwencja genu vpr z S. dysgalactiae a nie scp z S. pyogenes. Sekwencja
vpr tylko w 40% pokrywa si¢ z sekwencja scp. Trudno zatem o jednoznaczna oceng.
Badania porownawcze wielu genéw i sekwencji pokazane w pracach zespotu
portugalskiego, szczegdlnie jesli porowna¢ je z wynikami wlasnymi pokazuja, Ze
rozleglo$¢ pangenomow poszczegdlnych gatunkoéw, plastyczno$¢ genetyczna
i zmienno$¢ powoduja, ze pojedyncze szczepy tego samego gatunku lub podgatunku
moga si¢ tak bardzo rézni¢, ze nawet na podstawie analizy ich sekwencji mozna
wyciggac krancowo rozne wnioski. Pokazano to tez w ramach wiasnych badan.

Strona | 105



Powstaje pytanie, jakie cechy bada¢ w nadziei znalezienia biomarkera
przystosowania do organizmu czlowieka oraz jakie stanowig o szczegdlnym dla niego
zagrozeniu. Wérdd wybranych w prezentowanych tu badaniach szczepow zwierzecych
o cechach podobnych do tych, jakie prezentuje wigkszo$¢ przedstawionych tu
szczepow od ludzi, uwage zwraca SDSD 350 (Tabela 19, Wyniki, rozdz. 5.1.5).
Szczep ten wyizolowano z przypadku zapalenia wymion. Sekwencjonowanie genu
16S rRNA pozwolito na stwierdzenie, ze szczep SDSD 350 nie ma tak bliskiego
pokrewienstwa filogentycznego do innych badanych SDSD, jakie wystepuje miedzy
SDSD 431, SDSD 435, SDSD 367 (Wyniki, rozdz. 5.1.1.1., Rycina 2). Dodatkowo
ten szczep wykazat inne nietypowe dla tych izolowanych od bydta cechy: aktywnos¢
wobec plaminogenu ludzkiego oraz miat gen scp odpowiedzialny za hamowanie
sktadowej uktadu dopehiacza.

W ocenie chorobotworczosci paciorkowcow S. pyogenes wazng roleg
przypisuje si¢ tworzonym przez nie hemolizynom. Podkresla si¢ takze ich znaczenie
dla chorobotworczosci S. dysgalactiae. W badaniach wlasnych w genomach
wszystkich szczepow szukano gendow zaangazowanych w ich wytwarzanie: sagA i slo.
Streptolizyny te uszkadzajg btony réznych typdéw komorek gospodarza, a zwigkszajac
cytotoksyczno$¢ komorek bakteryjnych wptywaja réwniez na hamowanie odpowiedzi
neutrofili. Skutkuje to wzrostem przezywalno$ci drobnoustrojow W organizmie
gospodarza. Byly obecne u wszystkich badanych w tej pracy gatunkéw. Z tych dwoch
genow sagA jest w istocie tylko promotorem kodujacym 53 aminokwasowy prekursor
streptolizyny S. To hemolizyna odpowiedzialna za hemoliz¢ krwinek obserwowang
w warunkach laboratoryjnych na podtozach z krwig owcza. Z genem sagA graniczy
ztozony z o$miu genow (sagB-sagl) locus warunkujacy synteze biatek pomocniczych
wymaganych do prawidlowego wytwarzania 1 wydzielania toksyny. Wszystkie
sktadowe operonu konieczne sg do dzialania i ekspres;ji streptolizyny S. Przypuszcza
si¢ jednak, ze niepelny operon moze odgrywac role w regulacji czynnikoéw wirulencji
takich jak na przyklad biatko M (Alves-Barroco, Brito, et al., 2022). Powszechne
wystepowanie u badanych w tej pracy gendéw streptolizyn, wykazanych dzigki
startowym sekwencjom pochodzacym =z S.pyogenes, mimo, jak mozna
domniemywac, braku ich ekspresji u wigkszos$ci posiadajacych je szczepow, pokazuje
jednak powszechng horyzontalng transmisj¢ genow od tego gatunku, co jest
Z pewno$cig motorem szybkich i znaczacych zmian, ktéore moga prowadzi¢ do
poszerzenia grona gospodarzy gatunkoéw paciorkowcoéw dotad zwierzecych.

W badaniach wtasnych nie poszukiwano genéw toksyn immunomodulujacych,
ktorych obecnos¢, ale nie ekspresje, wskazuje si¢ u r6znych gatunkdéw paciorkowcow
(Brandt et al., 2005; Zhao et al., 2007). Poszukiwano jednak genu dppA, kodujacego
permeaze dipeptydow. Ta zwigzana z membrang cytoplazmatyczng lipoproteina
nalezagca do rodziny transporterow ABC, odpowiedzialna jest za pobieranie
dwupeptydow. U S. pyogenes w czasie mnozenia si¢ paciorkowcoOw, uczestniczy
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w dojrzewaniu natywnej toksyny SpeB. SpeB jest superantygenem - dziatajaca
wielokierunkowo proteinazg cysteinowg i waznym czynnikiem chorobotworczosci
oddziatujagcym na czynniki kontrolujgce procesy zapalne. Obecno$¢ genu dppA mozna
zatem ocenia¢ jako mozliwos¢ ekspresji tej toksyny. W badaniach wilasnych
znaleziono gen dppA u prawie wszystkich szczepow izolowanych od ludzi SDSE, ale
takze niektorych szczepow zwierzecych: dwoch S. uberis (SU 351, SU 395) i SDSD
367. Wszystkie one dysponuja cechami, ktore wsérod tu badanych sugeruja ich wigkszy
potencjatl dla przeksztalcenia w patogen stanowigcy istotne zagrozenie dla ludzi
(Tabela 19, Wyniki, rozdz. 5.1.5). W regulacje systeméw odpowiedzialnych za
ekspresj¢ wielu znanych czynnikéw chorobotworczosci paciorkowcoOw zaangazowany
jest tez produkt genu ispl bedacy elementem dwuskladnikowego systemu
przenoszenia sygnatu — Mga. Gen ten jest wysoce konserwatywny wsrdd szczepow
S. pyogenes (Jahagirdar et al., 2022) i ma istotne znaczenie w regulacji ekspresji
szeregu genow odpowiedzialnych za zjadliwos$¢ paciorkowcdéw, w tym biatka M
(Mclver et al., 1996). W warunkach do$wiadczalnych wykazano takze jego znaczenie
dla rozwoju martwiczego zapalenia powiezi (Jahagirdar et al., 2022). Badania
skupione na poszukiwaniach przeciwciat przeciwko biatkowemu produktowi tego
genu pozwolity Mclver 1 wsp. uwaza¢, ze biatko Isp jest tez produkowane w przebiegu
zakazen innymi paciorkowcami niz S. pyogenes (Mclver et al., 1996). W badaniach
wilasnych znaleziono gen ispl u wigkszosci izolowanych od ludzi SDSE, ale takze
u kilkunastu szczepow zwierzgcych wykazujacych takze inne cechy, nietypowe dla
szczepow swojego pochodzenia (Tabela 19, Wyniki, rozdz. 5.1.5).

6.3.S. gallolyticus — nowy patogen czlowieka

Zaliczany do grupy D wg Lancefield, do kompleksu SBSEC gatunek
S. gallolyticus wywodzacy sie i filogenetycznie spokrewniony z gatunkiem S. bovis
wydawat si¢ dobrym wyborem do puli gatunkéw, nad ktorymi podjeto badania w tej
pracy doktorskiej. S. bovis a pdzniej i inni przedstawiciele tzw. grupy S.bovis/equinus
byli izolowani od bydta, jak i z produktoéw mleczarskich. Jednocze$nie S. gallolyticus
jest od pewnego czasu coraz czesciej izolowany z materialow klinicznych od ludzi.
Jednak jak pokazaly badania wlasne jego szczepy bardzo roznig si¢ od takze
izolowanych od ludzi szczepow SDSE. Wigkszo$¢ dostgpnych publikacji opisuje
zwykle pojedyncze przypadki zakazen ludzi przez S. gallolyticus, ale ich charakter jest
inny niz tych wywotywanych przez S. dysgalactiae (Chen et al., 2021; Jans et al.,
2015; Li et al., 2019; Matesanz et al., 2015). Najwczesniej raportowano przypadki
zapalenia mig$nia sercowego, jednak p6zniej coraz czgséciej pojawiaty si¢ doniesienia
0 udziale przede wszystkim podgatunku S. gallolyticus subsp. gallolyticus w rozwoju
raka okreznicy (Butt et al., 2018; Lin et al., 2019). Natomiast SGSP opisywany jest
takze jako czynnik etiologiczny zapalenia opon mozgowo-rdzeniowych. Sa to mato
zbadane paciorkowce. Opublikowane prace pokazuja przypadki kliniczne ukazujace
zwigzki kolonizacji tym gatunkiem z nowotworami przewodu pokarmowego.
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Podkresla si¢ tez trudnosci w dobrej identyfikacji ich podgatunkéw, ktora
jednoznaczna jest tylko przy zastosowaniu metody genetycznej (Ma et al., 2023).
W badaniach wtasnych poszukiwano tych samych cech i gendow zwigzanych
Z chorobotworczoscia jak u pozostalych gatunkow badanych w rozprawie. Szczepy
pochodzity z réznych materiatdéw klinicznych: z wymazow z ran (dwa szczepy),
moczu (cztery szczepy), katu (trzy szczepy), ale tez z krwi (dwa szczepy). Jedyny
badany tu szczep, ktory genetycznie zidentyfikowany zostat jako SGSG wyizolowano
z krwi. Jak wskazuja dane zawarte w Tabeli 24, dotad nie wykrywano u S. gallolyticus
gendw bedacych przedmiotem badan tej pracy. Pojedyncze prace mowig o czynnikach
ich chorobotworczosci. Udowodniono na przyklad, ze szczepy zjadliwe S. gallolyticus
charakteryzuja si¢ tworzeniem grubszej otoczki hialuronowej niz szczepy niezjadliwe
tego gatunku (Jans & Boleij, 2018). W 2022 roku polski zespot okreslit strukture
egzopolisacharydu sprzyjajacego tworzeniu biofilmu (Maciejewska et al., 2022). T¢
zdolno$¢ wykryto tez u cze$ci szczepdéw w badaniach wiasnych. Juz podczas
okreslania mozliwo$ci metabolicznych szczepy pokazaly swoj bliski zwigzek
z gospodarzem zwierzecym. Tak jak inne badane w tej pracy szczepy izolowane od
bydta, rozktadaly kazeine 1 mialy szeroki profil aktywnosci wzgledem
weglowodanow, chociaz nie rozktadaly sorbitolu. Zwraca uwage, ze szczepy
S. gallolyticus nie mialy czesto wystepujagcych u badanych w tej pracy innych
gatunkéw gendéw warunkujacych adhezje. Czgs$¢ szczepéw miala gen streptokinazy,
a wszystkie trzy badane wykazywaly jej ekspresje. Jednak ekspresja ta przedstawiata
si¢ inaczej niz u szczepéw SDSE izolowanych od ludzi, tj. aktywacja ludzkiego
plazminogenu byla na niskim poziomie, ale aktywacja bydlgcego na poziomie
podobnym jak SDSE. Badania wlasne przynioslty jako pierwsze, dotad
niepublikowane, dane o czestym wyst¢powaniu w ich genomach oraz ekspresji genu
scp peptydazy paciorkowcowej CSa, ktora moze rozszczepia¢ sktadnik dopetniacza
C5a, wigzac si¢ z fibronektyng i przyczynia¢ si¢ do inwazji komérkowej. Wskazaty
takze na czgste wystepowanie genu ispl, ktory ma istotne znaczenie w regulacji
ekspresji szeregu genow odpowiedzialnych za zjadliwo$¢ paciorkowcoéw w tym ma
tez wplyw na tworzenie biofilmu. Dwa szczepy miaty tez istotny dla regulacji SpeB,
proteinazy cysteinowej, gen dpp. By¢ moze sg to te cechy, ktore pomogly temu
gatunkowi osiggng¢ zdolno$¢ zakazania czlowieka, potwierdzajac wnioski
Z przedstawionych wyzej badan innych gatunkoéw. Otrzymane wyniki zachgcaja do
dalszych, znacznie szerszych, badan nad chorobotworczo$cia S. gallolyticus.

6.4. Staphylococcus pseudintermedius — patogen zwierzat i ludzi
Badania tej pracy pokazuja, ze réznice migdzy szczepami tych gronkowcow
izolowanymi od ludzi i od zwierzat sa niewielkie i potwierdzaja, ze Staphylococcus
pseudintermedius stat si¢ juz ludzkim patogenem. Phumthanakorn i wsp. wskazywali
na zdolno$¢ tego gatunku bakterii do kolonizacji organizmu czlowieka
(Phumthanakorn et al., 2017). Doktadne okreslenie poziomu na drabinie Wolfe (Wolfe
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et al., 2007) wymagatoby jednak danych dotyczacych transmisji pojedynczych
szczepdw migdzy zwierzgtami a ludzmi iwykazanie czy przenosza si¢ tez
bezposrednio migdzy ludzmi oraz jak dhugi jest taki tancuch przenoszenia.

Staphylococcus pseudintermedius nie jest odosobniony, bo wérod gronkowcow
jest szereg gatunkow, ktore lokuja si¢ na roznych poziomach zaproponowanej drabiny
ewolucyjnej. W ciggu ostatnich lat pojawito si¢ kilka przypadkow zakazen nowymi
patogenami tego rodzaju u czlowieka. Pojedyncze przypadki infekcji spowodowane
przez S. delphini czy S. cornubiensis zostaty opisane dopiero niedawno (Magleby et
al., 2019; Murray et al., 2018; Peer et al., 2011).

Zwraca si¢ uwage, ze szczepy gronkowcoéw, w tym te metycylinooporne, s3
przenoszone na cztowieka najczesciej od zwierzat domowych (Khairullah et al., 2023;
Moses et al., 2023). Nawet 90% zdrowych psé6w moze by¢ skolonizowanych przez
S. pseudintermedius, stanowigc komensale skory i bton sluzowych. Gronkowce te sg
réwniez odpowiedzialne za pojawiajace si¢ infekcje skory, piodermie (Moses et al.,
2023). W przypadku kotow obecno$é tego gatunku wystepuje rzadziej, gdyz ich skora
roézni si¢ podatnoscig na czynniki adhezyjne tego gatunku. W przenoszeniu bakterii
podkresla si¢ role bliskosci ekologicznej zwierzat towarzyszacych i1 czlowieka
(Abdullahi et al.,, 2022; Moses et al., 2023; Woolhouse & Gaunt, 2007).
S. pseudintermedius mogg by¢ jednak przenoszone rowniez ze zwierzat dzikich
(Abdullahi et al., 2022). U ludzi zakazenie rozwijajace si¢ w wyniku przeniesienia
S. pseudintermedius ze zwierzgcia moze manifestowac sie nie tylko infekcjg skory
i tkanek miekkich, ale takze rozwojem infekcji inwazyjnej - zapaleniem stawu, ptuc
czy bakteriemig i sepsg (Moses et al., 2023).

Podobnie jak w przypadku paciorkowcow, wiele infekcji powodowanych
przez gronkowce typowo zwierzece u czlowieka pozostaje niezdiagnozowanych
a czestos¢ infekeji moze by¢ niedoszacowana. Bledy w identyfikacji tego gatunku
wynikajg z jego podobienstwa do dobrze poznanego jako patogen ludzki S. aureus
(Moses et al., 2023; Pena et al., 2016). W identyfikacji gronkowcow szeroko
wykorzystywane sg metody zautomatyzowane, w tym testy paskowe i MALDI TOF
MS, ale bazy danych zawieraja mniejsza reprezentacje¢ gatunkéw rzadko
wystepujacych u cztowieka, stad wyniki sa mniej wiarygodne. W przypadku
identyfikacji gronkowcow koagulazododatnich zalecane jest zastgpienie metod
klasycznych metodami molekularnymi. Jedng 2z najskuteczniejszych jest
przeprowadzenie reakcji PCR z wykorzystaniem genu termonukleazy, nuc. Gen ten
roznicuje szczepy S. pseudintermedius od S. aureus i innych SIG (Moses et al., 2023).

Analiza i badania poréwnawcze szczepow S. pseudintermedius korzystaja

Z oznaczen przynaleznosci ich typow sekwencji ST. Pozwala to na $ledzenie
rozprzestrzeniania si¢ a takze okreS§lanie zwiazkéw filogenetycznych migdzy
szczepami. Typowanie sekwencji DNA gendéw podstawowych umozliwia oceng
zroéznicowania populacji bakterii oraz $ledzenie powigzan epidemiologicznych.
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Wiekszo$¢ opisywanych w literaturze danych dotyczy sekwencjonowania i analiz
MLST metycylinoopornych szczepow S. pseudintermedius (ang. methicillin-resistant
Staphylococcus pseudintermedius, MRSP), bedacych przyczyna infekcji. Nie
pokazano takiej zaleznosci w przypadku szczepdéw wrazliwych na metycyling i takich,
ktore sa komensalami zwierzat (Morais et al., 2023). Przedstawione w tej pracy wyniKki
to potwierdzaja. Szczepy wrazliwe na B-laktamy wykazaly duze zrdznicowanie.
Szczepy metycylinooporne charakteryzowaty si¢ klonalnoscia w obrebie jednego
Z najczesciej wystepujacych ST, ST71. Wyniki te podkreslaja takze, ze pangenom
szczepow S. pseudintermedius zawiera wigcej genow. Dodatkowo szczepy te sa
bardziej zr6znicowane i heterogeniczne (Fabregas et al.).

Szczepy S. pseudintermedius stanowiag powazne zagrozenie dla zdrowia
cztowieka, wyposazone sg bowiem w szereg czynnikow wirulencji obecnych takze
u S. aureus. Wptywaja one na proces kolonizacji jak i na inwazyjnos¢. Wyniki wlasne
pokazuja znaczny potencjat adaptacyjny szczepdéw badanych bez wzgledu na ich
pochodzenie. Charakteryzowaty si¢ one dobrym wyposazeniem w geny kodujace
czynniki przylegania do macierzy zewnatrzkomérkowej gospodarza. Zaré6wno
U szczepow izolowanych z materialdéw od zwierzat jak 1 od ludzi wystepowaly geny
bialek powierzchniowych. Wiadomo, ze S. pseudintermedius charakteryzuja si¢
lepszymi wtasciwosciami przylegania niz S. aureus, m.in. do fibronektyny (Moses et
al., 2023). Biatka powierzchniowe Sps ulatwiajg przyleganie bakterii ponadto do
fibrynogenu i cytokeratyny. Istotng role w procesie adhezji odgrywaja biatka SpsP
i SpsQ, ktorych geny obecne byly jednak tylko w badanych szczepach pochodzacych
od zwierzat. Trudno wytlumaczy¢ ten fakt, by¢ moze w zakazeniach ludzi majg one
mniejsze znaczenie. Czgsto spotykane sg w szczepach izolowanych z infekcji u psow
(Phumthanakorn et al., 2017). Biatka SpsP i SpsQ sg bowiem homologiczne do biatka
A wystepujacego u S. aureus. Pelni ono funkcje wigzania IgG oraz hamuje dziatanie
uktadu dopeniacza gospodarza (Gonzalez-Martin et al., 2020). Z kolei biatka SpsL
i SpsO znane ze swej roli w inwazji psich keratynocytow (Gonzalez-Martin et al.,
2020), obecne byly wsrod badanych w tej pracy S. pseudintermedius, z czego gen
kodujacy biatko SpsO przede wszystkim u szczepoéw od ludzi.

Wsrod genow kodujacych cechy adhezyjne powszechnie, u obu grup badanych
tu szczepow, wystgpowal gen kodujacy enolaze, stanowigca receptor dla
plazminogenu oraz warunkujacg przyleganie do lamininy budujacej blone podstawng
naczyn (Zuniga et al., 2015). Proces kolonizacji zwigzany jest roOwniez z tworzeniem
biofilmu. Zdolno$¢ do tworzenia tej struktury jest powszechna wérdéd gronkowcow.
Potwierdzila to rowniez obecno$¢ w genomach badanych w przedstawianej pracy
genéw operonu icaADCB. Operon ten stymuluje produkcje polisacharydowe;j
czasteczki adhezji migdzykomorkowej, PIA, gtownej sktadowej biofilmu (Casagrande
Proietti et al., 2015; Meroni et al., 2019). Penetracja tkanek przez bakterie zwigzana
jest rowniez z ich aktywno$cia enzymatyczng. Badane szczepy wytwarzaly licznie
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lipazy oraz proteazy. Szczepy izolowane od zwierzat charakteryzowaty si¢ roéwniez
zdolno$cig do produkcji zelatynazy, wigc moga mie¢ mozliwosci rozktadu tkanek
nowego gospodarza. Wymienione enzymy wptywaja rowniez na rozktad toju, warstwy
ochronnej skory, co ma wptyw na ekspansje bakterii w miejscu infekcji (Kmieciak &
Szewczyk, 2018).

Chorobotworczos¢  S.  pseudintermedius  najczeSciej  wigzana  jest
Z miejscowymi infekcjami skory, majg one szereg cech, umozliwiajacych osiedlanie
i mnozenie na powierzchni ciata. Jednak badane w ramach tej pracy
S. pseudintermedius wykazaly ponadto potencjalng zdolno$¢ wytwarzania toksyn,
a wérod nich toksyn epidermolitycznych. Wszystkie badane szczepy miaty w swoich
genomach geny siet, toksyny ztuszczajacej. Podkresla si¢ jej role w rozwoju piodermii
czy przewleklym zapaleniu ucha. Dodatkowo u niektorych, trzech ,ludzkich”
S. pseudintermedius i jednego wyizolowanego od zwierzecia bylty obecne geny exiA
i exiB, ktorych produkty odgrywajg rolg w czasie srodnaskorkowego rozszczepienia
naskorka poprzez degradacj¢ desmogleiny (Gonzalez-Martin et al., 2020).

Inwazyjnos¢ w przypadku S. pseudintermedius wigzana jest rowniez
Z obecnoscig leukotoksyn 1 hemolizyn uszkadzajacych btony komorkowe gospodarza,
ktorych geny obecne byty u wszystkich badanych S. pseudintermedius. Leukotoksyny
obecne u tego gatunku wykazujg analogi¢ do wystepujacej u S. aureus leukocydyny
Panton-Valentine). Wykazano wyrazny zwigzek miedzy szczepami majagcymi gen pvl
a patogeneza chordb, ktére manifestujg si¢ zmianami nekrotycznymi, tj. martwicze
zapalenie pluc, martwicze zapalenie powie¢zi, zapalenie szpiku czy infekcje skory
(Chrobak-Chmiel et al., 2018; Hoppe et al., 2019; Loffler et al., 2010), co pokazuje
szczegodlne zagrozenie w przypadku zakazen szczepami tego gatunku.

Wazng role nie tylko w procesie identyfikacji, ale takze rozwoju infekcji
u szczepoéw S. pseudintermedius odgrywa wolna koagulaza obecna u wszystkich
badanych szczepow niezaleznie od tego czy izolowano je od ludzi czy od zwierzat.
Stanowi ona wazny czynnik zapewniajacy bakteriom ochron¢ przed rozpoznaniem
przez uktad immunologiczny gospodarza (Sewid et al., 2018). W przypadku szczepow
S. aureus obok koagulazy wolnej powszechna jest obecnos$¢ na powierzchni komorek
koagulazy zwigzanej tzw. Clumping Factor (Zapotoczna et al., 2015). Ta cecha takze
1 w badaniach wtasnych roéznicuje szczepy pochodzace od ludzi, posiadajace (cho¢ nie
wszystkie) CF w odroznieniu od izolowanych od zwierzat, ktore go nie maja.
Dowiedziono, ze CF odgrywa rol¢ w rozwoju nie tylko zakazen skory, ale rowniez
zakazen inwazyjnych takich jak zapalenie wsierdzia czy stawow (Lacey et al., 2016;
Lacey et al., 2019).
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6.5. Zakazenia czlowieka pochodzacymi od zwierzat szczepami
paciorkowcow i gronkowcow - wyzwanie terapeutyczne
W leczeniu zakazen spowodowanych przez paciorkowce terapi¢ pierwszego
rzutu stanowig penicyliny. Ta grupa antybiotykéw ciagle zachowuje pelng
skuteczno$¢ w stosunku do S. pyogenes. Niepokdj budzi jednak fakt, ze w rodzaju
Streptococcus ta skuteczno$¢ nie jest powszechna wzgledem wszystkich gatunkow.
W ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost opornosci na t¢ grupe terapeutyczng wsrod
szczepow S. pneumoniae i S. agalactiae. Obnizona wrazliwo$¢ wystgpita rowniez
u szczepoéw S. uberis i S. suis, ktore stanowig patogeny zwierzat, ale sg réwniez
odpowiedzialne za pojawiajace si¢ z r6zng czestotliwoscig infekcje ludzi (Hakenbeck
et al., 2012; McDougall et al., 2014). W przypadku paciorkowcoéw, podobnie jak
u gronkowcdw, opornos¢ na penicyliny zwigzana jest z modyfikacjami biatek
wigzacych  penicyliny zmniejszajacymi  powinowactwo do  antybiotyku.
U paciorkowcow jest ona kodowana przez geny pbp2b, pbp2x, rzadziej przez pbpla
(Bicmen et al., 2006; Haenni & Moreillon, 2006). Wsérod badanych w tej pracy
szczepow paciorkowcow S. uberis i S. dysgalactiae pochodzacych z infekcji ludzi
i zwierzat nie bylo szczepéw opornych, ani tych o obnizonej wrazliwosci na
penicyliny. Nie wykryto takze genu pbp2b. W obrebie grupy SBSEC, z ktorej
wywodzi si¢ S. gallolyticus do niedawna w petni wrazliwych na penicyliny w 2012
roku znaleziono szczepy obnizonej wrazliwosci na penicyling (Klatte et al., 2012).
W przypadku szczepdéw badanej w tej pracy kolekcji pochodzacych z infekcji u ludzi
oporno$ci nie stwierdzono réwniez wobec cefalosporyn. Zatem we wszystkich
przypadkach zastosowanie penicylin w przypadku zakazen nieinwazyjnych jak
I inwazyjnych byloby mozliwe iuzasadnione. Konieczne jest jednak niekiedy
stosowanie leczenia uzupetniajgcego lub alternatywnego, do ktorego wykorzystuje si¢
makrolidy 1 linkozamidy. Jak wynika z raportéw, takie leczenie moze powodowac
niepowodzenie i nawroty, gdyz narasta wsrod paciorkowcow opornos¢ na te grupe
antybiotykow (Misic et al., 2018; Villalon et al., 2023).

Mechanizmy opornos$ci na grupg makrolidéw, linkozamidow i streptograminy
B wykryte zostalty w tych badaniach wsrdd szczepdéw izolowanych z materialow od
ludzi: S. dysgalactiae subsp. equisimilis oraz S. gallolyticus. Byt to zaréwno
mechanizm opornosci konstytutywny jak i indukcyjny. Wsrod paciorkowcow
niepokojacy wzrost opornosci na makrolidy zwigzany moze by¢ z naduzywaniem tej
grupy terapeutycznej do prewencji rozwoju bakteryjnego zapalenie ptuc w czasie
trwania pandemii COVID-19. Wystepowanie genow opornosci klasy erm kodujacych
opornos¢ na makrolidy, linkozamidy 1 streptograminy B wsrod badanych szczepow
byto czgstsze w grupie tych izolowanych z infekcji u ludzi. Co ciekawe, tylko w tej
grupie wystapity geny ermA i ermTR, obecne w tandemie. Niepokojacy jest rOwniez
wzrost opornosci paciorkowcdw na linkozamidy. Gwattowne narastanie opornosci na
te grupe cennych wzgledem ziarenkowcow gramdodatnich antybiotykdéw obserwuje

si¢ od 2010 roku (Cortes-Penfield & Ryder, 2023; Faye et al., 2014). Klindamycyna
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stanowi wazng cze$¢ terapii w przypadku wystapienia inwazyjnych zakazen
paciorkowcowych takich jak martwicze zapalenie powigzi oraz paciorkowcowy
zespot wstrzasu toksycznego (ang. streptococcal toxic shock syndrome, STSS).
Stosowana w potaczeniu z antybiotykiem B-laktamowym ma za zadanie zmniejszaé
wytwarzanie superantygenow dzigki silnemu efektowi supresyjnemu syntezy biatek,
w tym tych odpowiedzialnych za zjadliwos¢ szczepow (Berbel et al., 2022; Burnham
& Kollef, 2018; Plainvert et al., 2015). Wytwarzanie toksyn immunomodulujgcych
jest domeng nie tylko szczepoéw S. pyogenes, ale takze S. dysgalactiae czy S. equi.
W badaniach wtasnych nie byly one poszukiwane, ale wykazano, cho¢by na
przyktadzie hemolizyn, ze w rodzaju Streptococcus powszechne jest horyzontalne
rozprzestrzenianie si¢ genow toksycznosci (Schmitz et al., 2018). U szczepoéw
badanych izolowanych od zwierzat mechanizm opornosci MLSg wystepowatl tylko
u pojedynczych szczepdw, niepokojacym jest powszechne wystepowanie w tej grupie
genu opornosci na linkozamidy InuD, kodujacego nukleotydylotransferaze
katalizujaca zmiany struktury antybiotyku (Kaczorek et al., 2017). Mozliwa oporno$é
na linkozamidy dotyczy wiec nie tylko szczepoéw izolowanych z infekcji u ludzi.
Tymczasem obok blokowania toksyny klindamycyna hamuje takze synteze biatka M
I w ten sposob utatwia fagocytoze, ma tez wplyw na hamowanie syntezy bialek PBP,
wigc stanowi wazng pozycje w terapii zakazen.

W leczeniu zakazen paciorkowcami stosuje si¢ tez fluorochinolony. Chociaz
nie stwierdzono fenotypowej opornosci na fluorochinolony wsrod obu grup badanych
szczepow, u blisko 50% obecne byly geny kodujace oporno$¢ na te grupe
antybiotykow. W zakazeniach paciorkowcowych wskazuje si¢ na rosnagcg opornosé¢
wobec tej grupy terapeutycznej stosowanej najczesciej w potaczeniu z antybiotykami
B-laktamowymi (Leitner et al., 2015). Badane w ramach tej pracy doktorskiej
S. dysgalactiae miaty tez czesto geny opornosci na aminoglikozydy. Wskazywaé to
moze na potencjalng nieskuteczno$¢ zamierzonego synergizmu w trakcie leczenia
skojarzonego z antybiotykami p-laktamowymi (Torres et al.,, 2022). Ogromnie
niepokojaca byta powszechna opornos¢ wsrod badanych szczepéw wobec tetracyklin,
geny opornosci na t¢ grupe antybiotykéw mialo blisko 100% badanych. Nalezy si¢
spodziewaé, ze zwierzece szczepy zyskujace mozliwos¢ zakazania czlowieka beda
wykazywaly taka opornos¢. Przyczyny nalezy upatrywaé w szerokim stosowaniu
tetracyklin w weterynarii (Haenni et al., 2018). Obecnie ta grupa terapeutyczna, ze
wzgledu na wysoki stopien opornosci, jest rzadko stosowana w leczeniu zakazen
paciorkowcowych.

Takze badane szczepy gronkowcow - S. pseudintermedius byly oporne na
wiele grup antybiotykéw. Dwa z nich byly metycylinooporne, co pociaga za soba
oporno$¢ na wszystkie antybiotyki B-laktamowe. Pierwszy szczep metycylinooporny
S. pseudintermedius odnotowano w 2007 roku i od tego czasu czestos¢ wystepowania
tego rodzaju opornosci stale wzrasta nie tylko w medycynie weterynaryjnej, ale wérod
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szczepoOw  izolowanych od ludzi. Obserwuje si¢ opornos¢  szczepow
metycylinoopornych S. pseudintemedius nie tylko na antybiotyki p-laktamowe, ale
takze inne leki przeciwdrobnoustrojowe: makrolidy, linkozamidy, aminoglikozydy
czy trimetoprim. To takze cechy szczepow badanych w ramach tej pracy.

Opornos¢ wobec fluorochinolonéw jak i sulfametoksazolu z trimetoprimem
wystapita tylko u tych szczepdéw badanych, ktére byly odpowiedzialne za zakazenia
zwierzat. W badaniach Moses i wsp. (Moses et al., 2023) oraz Silva i wsp. (Silva et
al., 2021) pokazano, ze metycylinooporne szczepy S. pseudintermedius naleza przede
wszystkim do kilku typow klonalnych, migdzy innymi ST71, ST45 czy ST181. Typ
ST71 jest powszechny w Europie, nalezaly do niego roéwniez dwa szczepy badane
wte] pracy. Wskazuje si¢ na rozprzestrzenienie w ostatnich latach klonow
metycylinoopornych. Przynalezno$¢ do typow klonalnych pozwala $ledzi¢ takze ich
przenoszenie miedzy zwierz¢tami a ludzmi. Moze zatem by¢ bardzo pomocne
W ocenie stopnia przemiany ewolucyjnej gatunkéw pierwotnie zwierzecych. Bylo to
obserwowane w przypadku zaréwno S. aureus jak 1 w zakazeniach
S. pseudintermedius, gdy te same klony znajdowano u zwierzat towarzyszacych i ich
wihascicieli (Khairullah et al., 2023; Moses et al., 2023). W ramach tej pracy wykryto
wiele typoéw sekwencyjnych, ale tylko dwie pary szczepdéw nalezace do tych samych
typow, mimo ze badane byly szczepy izolowane geograficznie na matym terenie.
Wazng obserwacja jest, ze nalezace do tego samego klonu ST71 szczepy
metycylinooporne, co obserwowano takze w tej pracy w przypadku izolowanych od
zwierzat SPZ 4 1 SPZ 7, wyposazone s3 w znaczgca liczbe czynnikow
chorobotworczosci, charakteryzujac si¢ dobrymi zdolno$ciami adhezyjnymi. Moses
i wsp. (Moses et al., 2023) wykazali w swoich badaniach, Ze majg one tez zdolnos¢
przylegania do ludzkich korneocytow. W ostatnich latach dochodzi do zmiany
struktury populacji szczepéw metycylinoopornych tego gatunku. Charakteryzuje ja
obecnie wicksza réznorodnos¢. Wezesniej dominujacy w Europie typ sekwencyjny
ST71 ustgpuje pierwszego miejsca typom ST258 1 ST496. Jednoczesnie obserwuje si¢
wiekszy zasieg geograficzny typu europejskiego, przenikajacy do Azji czy Ameryki
Polocnej i Poludniowej. Zmiana ta moze mie¢ zwigzek z dalszym rozwojem
mobilnoéci spoleczenstwa i transportu zwierzat w réznych lokalizacjach
geograficznych (Srednik et al., 2023).

Do obecnej chwili wérod S. pseudintermedius nie odnotowano jeszcze
oporno$ci na wankomycyne, daptomycyne czy linezolid (Moses et al., 2023). Ze
wzgledu jednak na powszechny wsérdd gronkowcdéw horyzontalny transfer gendw,
wystepowanie heterooporno$ci i pojawianie si¢ opornych na glikopeptydy szczepoéw
S. aureus i gronkowcow koagulazoujemnych sytuacja ta moze ulec zmianie (Szemraj
et al., 2023). W ostatnich latach opisano na przyklad szczep zwierzecego gatunku
S. kloosii oporny na linezolid wyizolowany z krwi cztowieka (Peer et al., 2011).
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Uzyskane w badaniach wlasnych wyniki wskazuja na zagrozenie ze strony
metycylinoopornych gronkowcoéOw S. pseudintermedius izolowanych od zwierzat,
ktére maja w swoich genomach wiele czynnikow odpowiadajacych za adhezje
I inwazyjnosc¢, korzystnie wptywajacych na adaptacje do nowego gospodarza. Nalezy
tez bra¢ pod uwage, ze nowe, pochodzace od zwierzat patogeny cztowieka juz od
poczatku poszerzania zakresu swoich gospodarzy, beda powaznym wyzwaniem
terapeutycznym, ze wzglgdu na przyniesiong w genomach wielolekoopornos¢.
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7. Podsumowanie wynikow
1. Z przypadkéw zapalenia wymion u kréw wyizolowano do badan 25
szczepow S. uberis, dwa szczepy S. parauberis, pig¢ szczepoéw S. dysgalactiae.
Identyfikacja tych ipozostalych badanych szczepéw nalezacych do gatunku
S. gallolyticus wymagata zastosowania metod genetycznych.

2. Ocena zdolnosci metabolicznych badanych gatunkow paciorkowcow
pokazata ich zdolnosci sprzyjajace kolonizacji tkanek. Wsrdd badanych szczepow
paciorkowcow izolowanych z materiatow klinicznych od ludzi rzadziej wykrywano
kazeinaze, ktora byta enzymem charakterystycznym dla szczepéw izolowanych od
zwierzat. Nieobecny byt u nich natomiast gen hylB kodujacy liaz¢ hialuronianowa.
Wyniki badan wskazaly ponadto na zmniejszone spektrum aktywnosci glikolitycznej
u szczepOw 1zolowanych z materialow klinicznych od ludzi 1 zdolno$¢ tylko szczepow
izolowanych od bydta do rozktadu sorbitolu.

3. Odpowiedzialne za kolonizacj¢ badanych paciorkowcdéw geny wigzane
ze zdolnoscig do adhezji wystgpity najliczniej wsrod szczepow S. dysgalactiae, przy
czym mig¢dzy dwoma podgatunkami zaobserwowano roznice pozwalajgce na uznanie
niektorych z nich za szczeg6lnie korzystne dla szczepow lepiej przystosowanych do
infekowania ludzi. Byty to geny Imb, prtF1 i ispl.

Kolonizacje¢ przez badane ludzkie i zwierzece gronkowce Staphylococcus
pseudintermedius umozliwiajg licznie wykryte geny odpowiedzialne za wigzanie
macierzy zewnatrzkomoérkowej gospodarza, ale tylko szczepy izolowane od zwierzat

mialy geny spsP i spsQ.

4, Ocena inwazyjnosci szczepéw obejmowata szereg cech. Gen
wskazujacy na potencjalng zdolno$¢ syntezy streptokinazy byt obecny u wszystkich
S. dysgalactiae i licznych szczepow pozostatych gatunkow, jednak nie u wszystkich
badanych poszukiwany gen ulegat ekspresji. Zroznicowany tez byt poziom aktywacji
plazminogenu ludzkiego i bydlecego pokazujagc, ze ta cecha powinna by¢
rozpatrywana w ocenie potencjalnej adaptacji do cztowieka jako nowego gospodarza.

Zdolno$¢ wyrastania w obecnosci surowicy ludzkiej 1 bydlecej okazata sie cecha
bardzo ro6znicujacg szczepy, ale nie gatunki. Wyrastanie w surowicy ludzkiej, z r6zng
czestoscig, bylo cechg szczepéw trzech z badanych gatunkoéw: S. uberis,
S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae i S. dysgalactiae subsp. equisimilis.

Geny waznych hemolizyn: streptolizyny O 1 S wykryto z r6Zna czgstoscia u szczepoOw
wszystkich badanych gatunkow. Gen streptolizyny O wykrywano czesciej u szczepow

izolowanych od zwierzat.

Tylko w genomach ,,ludzkich” szczepéw SDSE znaleziono gen paciorkowcowego
inhibitora dopetniacza sicG, ale gen DNazy - sdn tylko u szczepow gatunkow
izolowanych od zwierzat.
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Wsrod wszystkich szczepow S. pseudintermedius, zardwno w grupie szczepow
izolowanych od zwierzat jak i od ludzi, powszechne byly geny leukotoksyn
I eksfoliatyn. Tylko szczepy izolowane od ludzi mialy zwigzany z powierzchnia
komorki czynnik CF.

5. S. gallolyticus wsrod badanych paciorkowcow pod wieloma wzgledami
odbiegatl w swej charakterystyce od pozostatych badanych gatunkoéw. Przy zblizonych
do szczepdw izolowanych od zwierzat cechach metabolicznych (zdolno$¢ rozktadu
kazeinazy 1 szeroki profil rozktadu cukrow), miat wystepujace powszechnie
w szczepach SDSE geny ispl i dppA.

6. Ocena lekowrazliwosci badanych gatunkéw Streptococcus wskazata na
ich wrazliwos¢ wobec wielu antybiotykow, ale wykazano opornos¢ dla makrolidow
i linkozamidow oraz tetracyklin. Wsrod szczepow S. pseudintermedius wiele byto
wielolekoopornych.

Strona | 117



8. Whioski z przeprowadzonych badan
Badania opisane w niniejszej pracy byly z zatozenia wielokierunkowe. Zebrane
I przedstawione wyniki nie uprawniajg do formutowania uogélnien a jedynie wskazuja
kierunki dalszych potrzebnych badan.

1. Dla gatunkéw obu rodzajow, wzgledem ktorych jest uzasadnione
podejrzenie, ze moga stanowi¢ zagrozenie jako nowe patogeny cztowieka, trzeba
opracowac sondy dla ich genetycznej identyfikacji, bowiem fenotypowe metody moga
by¢ zawodne, a ich zaklasyfikowanie moze mie¢ istotne znaczenie dla przewidywania
kierunku przemian 1 stopnia zagrozenia w zakazeniach ludzi.

2. Wsrdd szezepow kazdego z badanych gatunkéw 1 rodzajow obserwowano
duza zmienno$¢ w obrebie poszukiwanych 1 okreslanych cech chorobotworczosci
I lekowrazliwosci. Réznorodno$¢ wynikéw w wykonywanych testach i oznaczeniach
popiera teze o ich bardzo szerokim pangenomie.

3. Analizujagc wyniki otrzymane dla badanych szczepow paciorkowcow, ale
takze uwzgledniajac wyniki innych autoréw, uprawniony jest wniosek, ze
0 przelamywaniu bariery, jakg stanowi dla patogendow organizm cztowieka, mniejsze
Znaczenie maj3 zdolnosci kolonizacyjne wyrazone w produkcji biatek adhezyjnych,
ktore sg czesto uniwersalne w obrebie ssakow.

4. U paciorkowcdédw za najistotniejsze dla przelamywania tej bariery nalezy
uzna¢ cechy pozwalajgce przeciwstawi¢ si¢ dziataniom uktadu immunologicznego
cztowieka 1 systemy ich regulacji w komorkach bakterii. Uznajac istotne znaczenie
genow peptydazy CSa dopelniacza scp i1 paciorkowcowego inhibitora dopetniacza
sicG oraz genow zaangazowanych w regulacje ekspresji dppA i ispl na podstawie
otrzymanych wynikow zadnego z tych gendéw nie mozna jeszcze wskaza¢ jako
markera §wiadczacego o adaptacji do organizmu czlowieka.

5. Wskazowka dla oceny adaptacji badanych szczepdéw 1 gatunkow
paciorkowcow do organizmu cztowieka moze by¢ proporcja wartosci ilosciowego
oznaczenia aktywnos$ci  streptokinazy wzgledem plazminogenu ludzkiego
I zwierzecego. Proponowane dotychczas metody jakosciowe a takze ocena obecnosci
genu ska sg niewiarygodne.

6. Pomocnym elementem oceny dyskryminujagcym zdolnosci adaptacji do
organizmu czlowieka jest zdolno$¢ wyrastania w normalnej surowicy ludzkiej
i bydlece;.

7. Rozpowszechnienie gendéw paciorkowcowych hemolizyn wérdd roéznych
gatunkow $wiadczy o szerokim miedzygatunkowym horyzontalnym transferze, ale nie
wydaje si¢ mie¢ znaczenia dla przetamywania barier, cho¢ z pewnos$cig ma znaczenie
dla rozwoju zakazenia, jesli do niego dojdzie.
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8. Niepokojaca w perspektywie leczenia zakazen paciorkowcami jest obecna
u badanych szczepéw w roéznych mechanizmach opornos¢ na linkozamidy,
a w przypadku gronkowcoéw metycylinoopornos¢. W badaniach lekoopornosci obu
rodzajow potrzebne jest oznaczanie poziomu opornosci zgodnie z przyjetymi
wytycznymi, ale w dalszej perspektywie przydatne moze by¢ badanie
rozpowszechnienia gendw opornosci stanowigcych potencjalne zagrozenie, gdyby
doszto do ich ekspresji.

Wyptywajace z wynikow tej pracy szczegdtowe wnioski, przede wszystkim te
dotyczace pojedynczych szczepow paciorkowcow, zachecaja do podjecia
i kontynuowania badan w wielu kierunkach, ktore moga znaczaco poszerzy¢ wiedze
na temat adaptacji patogendw zwierzgcych do organizmu czltowieka. Szczegolne
znaczenie moze mie¢ przeprowadzenie nastgpujacych badan

1. Sekwencjonowanie genomow SZCZEPOW paciorkowcow
wyselekcjonowanych w Tabelach 19 i 20, poszukiwanie w nich genéw badanych w tej
pracy, ale i innych genow chorobotworczosci oraz ocena ich ekspres;ji.

2. Wykrywanie biatka M 1 typowanie genu emm szczepéw paciorkowcow
i poszukiwanie podobienstwa lub odmienno$ci poszczegdlnych szczepow w celu
ustalenia ewentualnego zwigzku ze stopniem dostosowania do gospodarza.

3. Szerokie badania cech chorobotworczosci S. gallolyticus przeprowadzone
w kontekscie danych klinicznych dotyczacych wyizolowanych szczepoéw np. tych
z moczu w przebiegu cukrzycy, z krwi w bakteriemii czy potwierdzonego nosicielstwa
w przewodzie pokarmowym.

Obserwowane zjawisko przetamywania bariery migdzygatunkowej jest
dhugofalowe, zachodzi z r6zng szybkosciag w przypadku roznych gatunkéw, a na
dodatek obejmuje szeroki wachlarz cech, ktore mogg mu towarzyszy¢. Zebranie na
potrzeby badan kolekcji takich szczepow jest trudne, bo czestos¢ ich izolacji jest ciggle
niewielka. Z kolei zbadanie ograniczonej liczby szczepdw w oczywisty sposob nie
moze przynie$¢ danych statystycznych, ktore zdecydowanie mogtyby odpowiedziec¢
na pytanie, od czego zalezy skuteczno$¢ tej adaptacji. Moze jednak pozwoli¢ na
obserwacje wskazujace kierunek dalszych poszukiwan i ztozy¢ si¢, jako element, na
szereg obserwacji publikowanych przez badaczy z roznych krajow i1 pozwoli¢ wtedy
na wyciagniecie wnioskéw o kluczowym znaczeniu.

Strona | 119



9. Streszczenie

W ostatnich latach bardziej zauwazalne staty si¢ nowe choroby infekcyjne
czlowieka, ktore przenoszone sg od zwierzat. Tym samym baczniej obserwuje si¢
drobnoustroje, ktore s3 ich przyczyng. Wsrod bakterii ,,zwierzecych” o roznym
stopniu potencjalu patogennego wzgledem Iudzi znajdujg si¢ przedstawiciele
rodzajow  Streptococcus i  Staphylococcus, ktéorych cechy analizowano
W przedstawionej rozprawie doktorskiej. Wybrane do badan gatunki w réznym
stopniu i z r6zng czgstoscig sg wskazywane jako przyczyny choréb cztowieka.

Podjete badania zmierzaty do oceny zdolnosci zaadaptowania wybranych
gatunkéw do gospodarza, jakim jest cztowiek. Poszukiwania miatly takze na celu ocene
stopnia zagrozenia ze strony pojawiajacych si¢ nowych patogendéw. Przyjeto, ze na
proces adaptacji patogenu zwierzecego do cztowieka majg wplyw cechy zwigzane ze
zdolno$ciami  kolonizacyjnymi oraz zdolnoscia do inwazji 1 poszukiwano
wyznacznikow (markerow), mogacych wptywac na to przystosowanie. Celem bylo
takze zbadanie, jakimi mozliwo$ciami terapeutycznymi moze dysponowaé lekarz
w wypadku rozwoju zakazenia cztowieka tymi szczepami.

Wszystkie 93 szczepy badane w ramach tej pracy zostaly zidentyfikowane
genetycznie. Szczepy Streptococcus pochodzace z materiatow klinicznych od ludzi
zostaly wczesniej zidentyfikowane metodg MALDI TOF MS, a t¢ identyfikacje
potwierdzono genetycznie, wykorzystujac starter sdys oparty o sekwencje 16S rRNA
dla S. dysgalactiae, a startery tanB oraz sgp dla podgatunkow S. gallolyticus. Gatunki
rzadko izolowane od ludzi: S. uberis, S. parauberis oraz S. dysgalactiae subsp.
dysgalactiae wyhodowano, analizujagc 660 probek mleka z przypadkow zapalenia
wymion u bydta i zidentyfikowano fenotypowo oraz genotypowo z wykorzystaniem
starterOw pauA identyfikujgcych S. uberis oraz spa2152, spa2870 pozwalajacych na
identyfikacj¢ S. parauberis. W przypadku nowych w tej kolekcji szczepoéw
S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae uzyskane w wyniku sekwencjonowania genu
16S rRNA sekwencje umieszczono w bazie GenBank. Na podstawie procentu
identycznosci z innymi sekwencjami zidentyfikowanymi do podgatunku ulokowano
te szczepy w drzewie filogenetycznym. W przypadku rodzaju Staphylococcus analizg
objeto 14 szczepow S. pseudintermedius wyizolowanych zarowno z materialow
klinicznych od zwierzat jak 1 od ludzi. Pochodzily one z kolekcji wtasnej i zostaty
wczesniej  zidentyfikowane genetycznie. W  celu oceny pokrewienstwa
filogenetycznego sekwencjonowano geny metabolizmu podstawowego tych szczepow
i wykonano analiz¢ MLST. Sekwencje rowniez umieszczono w bazie GenBank.

W badaniach zastosowano metody hodowlane, badania cech metabolicznych
i wlasciwosci biologicznych, a takze poszukiwano genow metoda PCR na podstawie
sekwencji pochodzacych z S. pyogenes i S. dysgalactiae w przypadku paciorkowcow
oraz z S. aureus i S. pseudintermedius w przypadku gronkowcow. U wybranych
szczepOw z rodzaju Streptococcus badano ekspresje niektorych gendéw inwazyn,
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streptokinazy, peptydazy C5a uktadu dopelniacza, paciorkowcowego inhibitora
dopetiacza oraz fosfolipazy A2.

Wsrdéd ocenianych cech metabolicznych paciorkowcow obecno$¢ kazeinazy
jak tez szerokie zdolno$ci sacharolityczne, w tym rozklad sorbitolu, okazaly si¢
charakterystyczne dla szczepdéw izolowanych od zwierzat. Wsrdd tej grupy szczepow
rzadko wystgpowal natomiast gen kodujacy liaz¢ hialuronianowa (hylB),
charakterystyczny dla szczepéw izolowanych od ludzi. Odpowiedzialne za
kolonizacje badanych paciorkowcéw geny adhezji do ECM (wspomniany wczes$niej
hylB a takze fbp, cbp czy prtF1) wystapity liczniej wsrod szczepdéw S. dysgalactiae
niz u pozostalych gatunkéw paciorkowcow. U szczepoéw Staphylococcus
pseudintermedius wykryto geny odpowiedzialne za wigzanie ECM 1 kolonizacje¢
W podobnym stopniu u szczepow ,ludzkich” 1 ,,zwierzecych”, ale tylko szczepy
izolowane od zwierzat miaty geny SpsP i spsQ.

W ocenie inwazyjnosci szczepdw szczegdlng uwage poswigecono
streptokinazie. Kodujacy ja gen ska byt obecny u wszystkich S. dysgalactiae i licznych
szczepdw pozostatych gatunkéw, jednak nie u wszystkich badanych ulegat ekspres;ji.
Zroznicowany tez byl poziom aktywacji plazminogenu ludzkiego 1 bydlecego
pokazujac, ze ta cecha moze by¢ rozpatrywana w ocenie potencjalnej adaptacji do
cztowieka jako nowego gospodarza. Cechg bardzo rdznicujg szczepy ,,ludzkie”
i ,,zwierzece”, ale nie gatunki, okazata si¢ zdolno$¢ wyrastania w obecno$ci surowicy
bydlecej i ludzkiej. Tylko w genomach szczepow S. dysgalactiae subsp. equisimilis,
izlowanych od ludzi, znaleziono gen paciorkowcowego inhibitora dopetniacza SicG,
ale gen DNazy - sdn tylko u szczepoéw gatunkow izolowanych od zwierzat.

Sposréd  badanych  paciorkowcow — wyizolowanych od  zwierzat
wyselekcjonowano  dziewig¢  szczepow, ktoérych  profil  badanych  cech
chorobotworczosci byt zblizony do szczepow ludzkich, a wérdd izolowanych od ludzi
dwanascie takich, ktore zachowaly cechy upodobniajace je do szczepow
wzwierzecych”. Ich dalsze badanie, wlaczajac w to sekwencjonowanie catych
genomow 1 typowanie biatka M moze przynie$¢ wyniki bardzo istotne dla tematu ich
adaptacji do organizmu cztowieka.

Szczepy S. gallolyticus pod wieloma wzgledami odbiegaly w swej
charakterystyce od pozostatych. Przy cechach metabolicznych zblizonych do
szczepow izolowanych od zwierzat (zdolno$¢ rozktadu kazeiny 1 szeroki profil
rozktadu cukrow), mialy wystepujace powszechnie w szczepach S. dysgalactiae
subsp. equisimilis geny ispl i dppA.

Wsrdd szezepow S. pseudintermedius obu badanych grup powszechne byly
geny leukotoksyn 1 eksfoliatyn. Tylko szczepy izolowane od ludzi miaty zwigzany
z powierzchnig komorki czynnik CF.
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Ocena fenotypowa (antybiogram krazkowy, E-testy) 1 genetyczna
lekowrazliwo$ci badanych gatunkow Streptococcus wskazata na ich wrazliwo$¢
wobec wielu antybiotykow, ale zaobserwowano czesta oporno$¢ dla makrolidow
i linkozamidow oraz tetracyklin. Wsrod szczepow S. pseudintermedius wiele bylo
wielolekoopornych.

U szczepow kazdego z badanych gatunkow obserwowano duza roznorodnosé
cech chorobotworczo$ci 1 lekowrazliwosci. Popiera to tezg o ich bardzo szerokim
pangenomie. Nagromadzenie w pojedynczych szczepach cech sprzyjajacych
przelamaniu bariery nowego gospodarza a nastgpnie ich klonalna selekcja moze
doprowadzi¢ do pojawienia si¢ nowego ludzkiego patogenu. Analizujac wyniki
otrzymane dla badanych szczepow paciorkowcow i gronkowcdw, mozna sadzi€, ze
zdolnosci kolonizacyjne wyrazone w produkcji bialek wigzacych ECM nie sa cechg
0 kluczowym znaczeniu. Natomiast u paciorkowcdéw za najistotniejsze dla
przetamywania tej bariery nalezy uzna¢ cechy pozwalajace przeciwstawic sie
dziataniom uktadu immunologicznego, w tym peptydazy C5a dopetniacza kodowane;j
przez gen scp i paciorkowcowego inhibitora dopetniacza przez gen sicG. Istotna moze
by¢ rowniez ekspresja genu dppA regulujgcego dziatanie toksyny paciorkowcowe;j
oraz genu ispl, regulatorowego dla wielu toksyn paciorkowcowych, w tym biatka M.
Zadnego z tych gendw nie mozna jednak jeszcze wskaza¢ jako markera $wiadczacego
0 adaptacji do organizmu czlowieka. W przypadku gronkowcow gatunek
S. pseudintermedius wydaje si¢ juz dobrze przystosowany do organizmu cztowieka,
a dalsze badania powinny koncentrowac si¢ na epidemiologii jego zakazen, co
pozwolitoby ustali¢ dtugos¢ tancucha przekazywania szczepow patogennych miedzy
ludzmi. Przedstawiona praca doktorska wskazuje kierunki dalszych poszukiwan,
ktorych wynik moze przyczyni¢ si¢ do wyjasniania procesu adaptacji patogenow
zwierzgcych do organizmu cztowieka.
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10. Summary

New human infectious diseases transmitted from animals have become more
noticeable in recent years. Thus, the microorganisms that cause them are monitored in
more detail. Among the "animal" bacteria with various pathogenic potentials for
humans, there are representatives of the Streptococcus and Staphylococcus genera, the
characteristics of which were analyzed in the presented doctoral dissertation. Species
selected for research are indicated as the cause of human diseases to varying degrees
and frequency.

The research aim was to evaluate the selected species' ability to adapt to the
human host. The study was also aimed at assessing the degree of threat from emerging
pathogens. It was assumed that the adaptation process of an animal pathogen to
a human is influenced by features related to colonizing abilities and the ability to
invade. The determinants (markers) that could influence this adaptation were sought.
The aim was also to investigate what therapeutic options a physician may have in case
of human infection with these strains.

All 93 strains studied in this work have been genetically identified. Previous
identification of Streptococcus strains from human clinical specimens by MALDI TOF
MS was genetically confirmed using the 16S rRNA primer sdys for S. dysgalactiae
and the tanB and sgp primers for S. gallolyticus subspecies. Species rarely isolated
from humans: S. uberis, S. parauberis and S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae was
grown and selected by analyzing 660 bovine mastitis milk samples and identified
phenotypically and genotypically using the pauA primers for S. uberis and spa2152,
spa2870 for S. parauberis identification. For strains new to this collection,
S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae obtained by sequencing the 16S rRNA gene, the
sequences were placed in the GenBank database. These strains were placed in the
phylogenetic tree based on percent identity with other sequences identified at the
subspecies level. In the case of the genus Staphylococcus, 14 strains of
S. pseudintermedius isolated from both animal and human clinical materials were
analyzed. They came from department collection and had been previously identified
genetically. To assess the phylogenetic relationship, the housekeeping genes of these
strains were sequenced, and MLST analysis was performed. Sequences were also
placed in the GenBank database.

In the study, growing methods and metabolic and biological properties were
used. Genes were searched by PCR based on sequences derived from S. pyogenes and
S. dysgalactiae in streptococci and S. aureus and S. pseudintermedius in staphylococci.
In selected strains of the genus Streptococcus, the expression of some genes of
invasins, streptokinase, complement peptidase Cba, streptococcal complement
inhibitor and phospholipase A2 was studied.
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Among the assessed metabolic features of streptococci, caseinase and broad
saccharolytic abilities, including sorbitol degradation, were characteristic of strains
isolated from animals. Among this group of strains, the gene encoding hyaluronan
lyase (hylB) was rare, characteristic of strains isolated from humans. ECM adhesion
genes responsible for colonizing the studied streptococci (hylB, fbp, cbp and prtF1)
were more numerous in S. dysgalactiae strains than in other streptococcal species. In
Staphylococcus pseudintermedius strains, genes responsible for ECM binding and
colonization were detected in a similar number in "human" and "animal” strains. Still,
only strains isolated from animals had spsP and spsQ genes.

In the assessment of the invasiveness of the strains, special attention was paid
to streptokinase. The ska gene encoding it was present in all S. dysgalactiae and
numerous strains of other species, but it was not expressed in all strains examined. The
activation level of human and bovine plasminogen was also differentiated, showing
that this feature can be considered in assessing potential adaptation to humans as a new
host. A feature that significantly differentiated "human" and "animal” strains, but not
species, was the ability to grow in the presence of bovine and human serum. Only in
the genomes of strains of S. dysgalactiae subsp. equisimilis, isolated from humans, the
streptococcal complement inhibitor gene sicG was found, but the DNase gene sdn was
found only in strains of the species isolated from animals.

Among the tested streptococci isolated from animals, nine strains were selected
whose pathogenicity profile was similar to human strains, and among those isolated
from humans, twelve strains were selected that retained characteristics similar to
"animal” strains. Further study on these strains, including whole genome sequencing
and M protein typing, may yield significant results for their adaptation to the human
body.

The strains of S. gallolyticus differed in their characteristics from the others in
many respects. With metabolic features similar to strains isolated from animals (the
ability to decompose casein and a broad profile of sugar decomposition), they had ispl
and dppA genes, common to strains of S. dysgalactiae subsp. equisimilis.

Genes of leukotoxins and exfoliatins were common among
S. pseudintermedius strains of both studied groups. Only strains isolated from humans
had cell surface-bound factor CF.

Phenotypic (disc antibiogram, E-tests) and genetic drug susceptibility
assessment of the tested Streptococcus species indicated their sensitivity to many
antibiotics. However, frequent resistance to macrolides, lincosamides and tetracyclines
was observed. Many S. pseudintermedius strains were multidrug resistant.

A large variety of pathogenicity and drug susceptibility characteristics was
observed in the strains of each studied species. This confirms the thesis of their very
wide pangenome. The accumulation of traits conducive to breaking the barrier of
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anew host in single strains, followed by their clonal selection, may lead to the
emergence of a new human pathogen. After analyzing the results obtained for the
tested strains of streptococci and staphylococci, it can be assumed that the colonizing
ability expressed in the production of ECM binding proteins is not a feature of key
importance. On the other hand, the most important for overcoming this barrier in
streptococci are the features that allow opposing the actions of the immune system,
including the Cba complement peptidase encoded by the scp gene and the
streptococcal complement inhibitor by the sicG gene. The expression of the dppA gene,
which regulates the action of the streptococcal toxin, and the ispl gene, which
regulates many streptococcal toxins, including the M protein, may also be important.
However, none of these genes can yet be indicated as a marker of adaptation to the
human body. In the case of staphylococci, the species S. pseudintermedius seems to be
well adapted to the human body, and further research should focus on the
epidemiology of its infections, which would allow us to determine the length of the
transmission chain of pathogenic strains between people. The presented doctoral thesis
indicates the directions of further research, the result of which may contribute to
explaining the process of adaptation of animal pathogens to the human body.
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14.Aneks

Tabela AlA. Szczepy badane z gatunku Streptococcus uberis oraz Streptococcus parauberis
pochodzace z infekeji u zwierzat — wyniki identyfikacji.

Lp. Numer Zrédlo szczepu Pochodzenie | Identyfikacja Identyfikacja
szczepu fenotypowa genotypowa

1. 15 zapalenie wymion (mleko) krowa S. uberis S. uberis

2. 33 zapalenie wymion (mleko) krowa S. uberis S. uberis

3. 36 zapalenie wymion (mleko) krowa S. uberis S. uberis

4. 39 zapalenie wymion (mleko) krowa S. uberis S. uberis

5. 43 zapalenie wymion (mleko) krowa S. uberis S. uberis

6. 70 zapalenie wymion (mleko) krowa S. uberis S. uberis

7. 115 zapalenie wymion (mleko) krowa S. uberis S. uberis

8. 120 zapalenie wymion (mleko) krowa S. uberis S. uberis

9. 196 zapalenie wymion (mleko) krowa S. uberis S. uberis

10. | 233 zapalenie wymion (mleko) krowa S. uberis S. uberis

11. | 244 zapalenie wymion (mleko) krowa S. uberis S. uberis

12. | 249 zapalenie wymion (mleko) krowa S. uberis S. parauberis

13. | 261 zapalenie wymion (mleko) krowa S. uberis S. parauberis

14. | 272 zapalenie wymion (mleko) krowa S. uberis S. uberis

15. | 273 zapalenie wymion (mleko) krowa S. uberis S. uberis

16. | 279 zapalenie wymion (mleko) krowa S. uberis S. uberis

17. | 310 zapalenie wymion (mleko) krowa S. uberis S. uberis

18. | 340 zapalenie wymion (mleko) krowa S. uberis S. uberis

19. | 348 zapalenie wymion (mleko) krowa S. uberis S. uberis

20. | 351 zapalenie wymion (mleko) krowa S. uberis S. uberis

21. | 375 zapalenie wymion (mleko) krowa S. agalactiae S. uberis

22. | 389 zapalenie wymion (mleko) krowa S. agalactiae S. uberis

23. | 395 zapalenie wymion (mleko) krowa S. uberis S. uberis

24. | 401 zapalenie wymion (mleko) krowa S. uberis S. uberis

25. | 408 zapalenie wymion (mleko) krowa S. porcinus S. uberis

26. | 418 zapalenie wymion (mleko) krowa S. uberis S. uberis

27. | 584 zapalenie wymion (mleko) krowa S. porcinus S. uberis
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Tabela A1B. Szczepy badane z gatunku Streptococcus dysgalactiae pochodzace z infekeji u ludzi.

Lp. | Numer | Zrédlo szczepu | Pochodzenie Identyfikacja Identyfikacja genotypowa
szczepu MALDI-TOF MS
1. 106 ropien czlowiek S. dysgalactiae S. dysgalactiae subsp. equisimilis
2. 159 gardto czlowiek S. dysgalactiae S. dysgalactiae subsp. equisimilis
3. 176 wymaz z walu | czlowiek S. dysgalactiae S. dysgalactiae subsp. equisimilis
paznokciowego
4. 202 ropien czlowiek S. dysgalactiae S. dysgalactiae subsp. equisimilis
5. 204 ucho czlowiek S. dysgalactiae S. dysgalactiae subsp. equisimilis
6. 213 pochwa czlowiek S. dysgalactiae S. dysgalactiae subsp. equisimilis
7. 252 ucho czlowiek S. dysgalactiae S. dysgalactiae subsp. equisimilis
8. 260 ucho czlowiek S. dysgalactiae S. dysgalactiae subsp. equisimilis
9. 279 pachwina czlowiek S. dysgalactiae S. dysgalactiae subsp. equisimilis
10. | 282 rana czlowiek S. dysgalactiae S. dysgalactiae subsp. equisimilis
11. | 296 rana czlowiek S. dysgalactiae S. dysgalactiae subsp. equisimilis
12. | 301 owrzodzenie czlowiek S. dysgalactiae S. dysgalactiae subsp. equisimilis
13. | 376 tre$¢ ropna czlowiek S. dysgalactiae S. dysgalactiae subsp. equisimilis
14. | 387 wymaz z czlowiek S. dysgalactiae S. dysgalactiae subsp. equisimilis
odlezyny
15. [ 430 gardto czlowiek S. dysgalactiae S. dysgalactiae subsp. equisimilis
16. | 464 gardto czlowiek S. dysgalactiae S. dysgalactiae subsp. equisimilis
17. | 468 nos czlowiek S. dysgalactiae S. dysgalactiae subsp. equisimilis
18. | 469 rana czlowiek S. dysgalactiae S. dysgalactiae subsp. equisimilis
19. | 475 pochwa czlowiek S. dysgalactiae S. dysgalactiae subsp. equisimilis
20. | 515 rana czlowiek S. dysgalactiae S. dysgalactiae subsp. equisimilis
21. | 540 rana czlowiek S. dysgalactiae S. dysgalactiae subsp. equisimilis
22. | 543 rana czlowiek S. dysgalactiae S. dysgalactiae subsp. equisimilis
23. | 588 rana czlowiek S. dysgalactiae S. dysgalactiae subsp. equisimilis
24. | 598 gardto czlowiek S. dysgalactiae S. dysgalactiae subsp. equisimilis
25. | 634 rana czlowiek S. dysgalactiae S. dysgalactiae subsp. equisimilis
26. | 638 rana czlowiek S. dysgalactiae S. dysgalactiae subsp. equisimilis
27. | 650 martwica stopy | cztowiek S. dysgalactiae S. dysgalactiae subsp. equisimilis
28. | 652 rana czlowiek S. dysgalactiae S. dysgalactiae subsp. equisimilis
29. | 662 rana czlowiek S. dysgalactiae S. dysgalactiae subsp. equisimilis
30. | 668 rana czlowiek S. dysgalactiae S. dysgalactiae subsp. equisimilis
31. | 773 gardto czlowiek S. dysgalactiae S. dysgalactiae subsp. equisimilis
32. | 2866 rana czlowiek S. dysgalactiae S. dysgalactiae subsp. equisimilis
33. | 3674 pochwa czlowiek S. dysgalactiae S. dysgalactiae subsp. equisimilis
34. | 5073 ptyn z jamy czlowiek S. dysgalactiae S. dysgalactiae subsp. equisimilis
otrzewnej
35. | 8402 aspirat czlowiek S. dysgalactiae S. dysgalactiae subsp. equisimilis
36. | 26529 | owrzodzenie czlowiek S. dysgalactiae S. dysgalactiae subsp. equisimilis
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Tabela A1C. Szczepy badane z gatunku Streptococcus dysgalactiae pochodzace z infekcji u zwierzat —
wyniki identyfikacji.

Lp. | Numer Zrodlo szczepu | Pochodzenie | Identyfikacja fenotypowa | Identyfikacja genotypowa
szczepu

1. 350 zapalenie wymion | krowa S. dysgalactiae subsp. S. dysgalactiae subsp.
(mleko) dysgalactiae dysgalactiae

2. 367 zapalenie wymion | krowa S. dysgalactiae subsp. S. dysgalactiae subsp.
(mleko) equisimilis dysgalactiae

3. 431 zapalenie wymion | krowa S. uberis S. dysgalactiae subsp.
(mleko) dysgalactiae

4. 435 zapalenie wymion | krowa S. dysgalactiae subsp. S. dysgalactiae subsp.
(mleko) equisimilis dysgalactiae

5. 592 zapalenie wymion | krowa S. dysgalactiae subsp. S. dysgalactiae subsp.
(mleko) equisimilis dysgalactiae

Tabela A1D. Szczepy badane z gatunku Streptococcus gallolyticus pochodzace z infekcji u ludzi —
wyniki identyfikacji.

Lp. | Numer | Zrodlo | Pochodzenie Identyfikacja Identyfikacja genotypowa
szczepu | szczepu fenotypowa

1. 1275 mocz czlowiek S. gallolyticus S. gallolyticus subsp.
pasteurianus

2. 1836 mocz czlowiek S. gallolyticus S. gallolyticus subsp.
pasteurianus

3. 2140 rana czlowiek S. gallolyticus S. gallolyticus subsp.
pasteurianus

4, 2185 mocz cztowiek S. gallolyticus S. gallolyticus subsp.
pasteurianus

5. 2200 kat cztowiek S. gallolyticus S. gallolyticus subsp.
pasteurianus

6. 2205 odbyt cztowiek S. gallolyticus S. gallolyticus subsp.
pasteurianus

7. 3851 odbyt czlowiek S. gallolyticus S. gallolyticus subsp.
pasteurianus

8. 4083 Krew czlowiek S. gallolyticus S. gallolyticus subsp. gallolyticus

9. 5468 mocz czlowiek S. gallolyticus S. gallolyticus subsp.
pasteurianus

10. | 5469 krew czlowiek S. gallolyticus S. gallolyticus subsp.
pasteurianus

11. | 5523 rana czlowiek S. gallolyticus S. gallolyticus subsp.
pasteurianus
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Tabela A2. Szczepy badane z rodzaju Staphylococcus pochodzace z infekceji u ludzi i zwierzat.

Lp. | Numer | Zrodto szczepu | Pochodzenie Identyfikacja Identyfikacja
szczepu MALDI-TOF MS genotypowa
1. |SPL1 |rana czlowiek S. pseudintermedius | S. pseudintermedius
2. | SPL2 | rana czlowiek S. intermedius S. pseudintermedius
3. | SPL3 |rana czlowiek S. pseudintermedius | S. pseudintermedius
4. | SPL4 | rana czlowiek S. pseudintermedius | S. pseudintermedius
5. | SPL5 | jama brzuszna czlowiek S. pseudintermedius | S. pseudintermedius
6. | SPL6 | ucho czlowiek S. intermedius S. pseudintermedius
7. | SPL7 | ucho czlowiek S. intermedius S. pseudintermedius
8. | SPZ1 | odlezyna zZwierzg S. pseudintermedius | S. pseudintermedius
9. | SPZ2 | ucho zZwierze S. pseudintermedius | S. pseudintermedius
10. | SPZ3 | ucho zZwierze S. pseudintermedius | S. pseudintermedius
11. | SPZ 4 | ucho zZwierze S. pseudintermedius | S. pseudintermedius
12. | SPZ5 | ucho zZwierze S. pseudintermedius | S. pseudintermedius
13. | SPZ6 | ucho zZwierze S. intermedius S. pseudintermedius
14. | SPZ7 | rana zZwierze S. pseudintermedius | S. pseudintermedius
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Tabela A3A1. Wiasciwosci biochemiczne badanych szczepow S. uberis.

Numer Rodzaj Rozklad thuszczoéw Rozklad bialek
Lp. szczepu Gatunek hemolizy Obecnos¢ | Obecnos¢ | Obecnos¢ | Obecnosé
lipazy lecytynazy | kazeinazy | zelatynazy

1. 15 S. uberis o - - + -
2. 33 S. uberis o - - + -
3. 36 S. uberis - - - + -
4, 39 S. uberis - - - + +
5. 43 S. uberis - - - + +
6. 70 S. uberis - - - + -
7. 115 S. uberis o - - + +
8. 120 S. uberis o - - + -
9. 196 S. uberis - - - + -
10. 233 S. uberis o - - + -
11. 244 S. uberis - - - + -
12. 249 S. parauberis a - - + +
13. 261 S. parauberis a - - + +
14. 272 S. uberis o - - + -
15. 273 S. uberis o - - + -
16. 279 S. uberis - - - + -
17. 310 S. uberis o - - + -
18. 340 S. uberis o - - + -
19. 348 S. uberis - - - + +
20. 351 S. uberis - - - + +
21. 375 S. uberis - - - + -
22. 389 S. uberis - - - 3 -
23. 395 S. uberis - - - 3 -
24, 401 S. uberis - - - 3 -
25, 408 S. uberis - - - 3 -
26. 418 S. uberis - - - 3 +
27. 584 S. uberis - - - 3 -

Tabela A3A2. Wihasciwosci glikolityczne wybranych szczepéw S. uberis.

Lp. | Numerszczepu | Gatunek Rozklad cukréw -
Laktoza | Fruktoza | Glukoza | Sorbitol

1. 15 S. uberis i i 1 +

2. 36 S. uberis i i 1 +

3. 39 S. uberis i i 1 +

4, 43 S. uberis + + + +

5. 196 S. uberis + + + +
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Tabela A3BI.

Wriasciwoséci biochemiczne badanych szczepéw Streptococcus dysgalactiae subsp.

equisimilis.
Numer Rodzaj Rozktad thuszczow Rozktad biatek
Lp. szczepu Gatunek hemolizy Ob_ecnos'c’ Obecnosé Obec_nos’c’ Obecnosc¢
lipazy lecytynazy | kazeinazy | zelatynazy
1. 106 S. dysgalactiae B - - - +
subsp. equisimilis
2. 159 S. dysgalactiae B - - - +
subsp. equisimilis
3. 176 S. dysgalactiae B - - - -
subsp. equisimilis
4. 202 S. dysgalactiae B - - - +
subsp. equisimilis
5. 204 S. dysgalactiae B - - - +
subsp. equisimilis
6. 213 S. dysgalactiae B - - + -
subsp. equisimilis
7. 252 S. dysgalactiae B - - + +
subsp. equisimilis
8. 260 S. dysgalactiae B - - - +
subsp. equisimilis
9. 279 S. dysgalactiae B - - - +
subsp. equisimilis
10. | 282 S. dysgalactiae B - - - +
subsp. equisimilis
11. | 296 S. dysgalactiae B - - - -
subsp. equisimilis
12. | 301 S. dysgalactiae B - - + -
subsp. equisimilis
13. | 376 S. dysgalactiae B - - - +
subsp. equisimilis
14. | 387 S. dysgalactiae B - - + +
subsp. equisimilis
15. | 430 S. dysgalactiae B - - + +
subsp. equisimilis
16. | 464 S. dysgalactiae B - - - 4
subsp. equisimilis
17. | 468 S. dysgalactiae B - - - 4
subsp. equisimilis
18. | 469 S. dysgalactiae B - + - 4
subsp. equisimilis
19. | 475 S. dysgalactiae B - - 4 4
subsp. equisimilis
20. | 515 S. dysgalactiae B - - - 4
subsp. equisimilis
21. | 540 S. dysgalactiae B - - - -
subsp. equisimilis
22. | 543 S. dysgalactiae B - - - -
subsp. equisimilis
23. | 588 S. dysgalactiae B - - - -
subsp. equisimilis
24. | 598 S. dysgalactiae B - - - +
subsp. equisimilis
25. | 634 S. dysgalactiae B - - + -
subsp. equisimilis
26. | 638 S. dysgalactiae B - + - +
subsp. equisimilis

Strona | 156




27. | 650 S. dysgalactiae B - - 4
subsp. equisimilis

28. | 652 S. dysgalactiae B - + 4
subsp. equisimilis

29. | 662 S. dysgalactiae B - - 4
subsp. equisimilis

30. | 668 S. dysgalactiae B - - +
subsp. equisimilis

31. | 773 S. dysgalactiae B + - -
subsp. equisimilis

32. | 2866 S. dysgalactiae B + - -
subsp. equisimilis

33. | 3674 S. dysgalactiae B + - -
subsp. equisimilis

34. | 5073 S. dysgalactiae B + + -
subsp. equisimilis

35. | 8402 S. dysgalactiae B + - -
subsp. equisimilis

36. | 26529 | S.dysgalactiae B + 4= -

subsp. equisimilis

Tabela A3B2. Wiasciwosci glikolityczne wybranych szczepdw S. dysgalactiae subsp. equisimilis.

Lp Numer Gatunek Rozktad cukrow
" | szczepu Laktoza | Fruktoza | Glukoza | Sorbitol

1. 159 S. dysgalactiae subsp. - - + -
equisimilis

2. 176 S. dysgalactiae subsp. - - + -
equisimilis

3. 202 S. dysgalactiae subsp. - + + -
equisimilis

4, 252 S. dysgalactiae subsp. + + + -
equisimilis

5. 387 S. dysgalactiae subsp. - + + -
equisimilis

6. 540 S. dysgalactiae subsp. - - + -
equisimilis

7. 634 S. dysgalactiae subsp. + + + -
equisimilis

8. 3674 S. dysgalactiae subsp. + + + -
equisimilis

9. 26529 S. dysgalactiae subsp. + - + -
equisimilis
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Tabela A3C1. Wiasciwosci biochemiczne badanych szczepoéw S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae.

Numer Rodzaj Rozktad thuszczow Rozktad biatek
Lp. szczepu Gatunek hemolizy Obecnos¢ | Obecno$¢ | Obecno$¢ | Obecnosé
lipazy lecytynazy | kazeinazy | zelatynazy
1. 350 S. dysgalactiae a - - + +
subsp. dysgalactiae
2. 367 S. dysgalactiae o - - + T
subsp. dysgalactiae
3. 431 S. dysgalactiae a - - + -
subsp. dysgalactiae
4. 435 S. dysgalactiae o - - + -
subsp. dysgalactiae
5. 592 S. dysgalactiae a - - + -
subsp. dysgalactiae

Tabela A3C2. Wiasciwosci glikolityczne wybranych szczepow S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae.

Lp Numer Gatunek Rozktad cukrow .
" | szczepu Laktoza | Fruktoza | Glukoza | Sorbitol

1. 350 S. dysgalactiae subsp. + + - -
dysgalactiae

2. 367 S. dysgalactiae subsp. + + + +
dysgalactiae

3. 431 S. dysgalactiae subsp. + + + -
dysgalactiae
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Tabela A3D1. Wiasciwosci biochemiczne badanych szczepow S. gallolytius.

Numer Rodzaj Rozktad thuszczow Rozktad biatek
Lp. szczepu Gatunek hemolizy Obecnos$¢ | Obecnos¢ | Obecnos¢ | Obecnosé
lipazy lecytynazy | kazeinazy | zelatynazy

1. 1275 S. gallolyticus subsp. - - - + -
pasteurianus

2. 1836 S. gallolyticus subsp. - - - + -
pasteurianus

3. 2140 S. gallolyticus subsp. - - - + -
pasteurianus

4. 2185 S. gallolyticus subsp. - - - - -
pasteurianus

5. 2200 S. gallolyticus subsp. - - - + -
pasteurianus

6. 2205 S. gallolyticus subsp. - - - + -
pasteurianus

7. 3851 S. gallolyticus subsp. - - - - -
pasteurianus

8. 4083 S. gallolyticus subsp. - - - + -
gallolyticus

9. 5468 S. gallolyticus subsp. - - - + -
pasteurianus

10. | 5469 S. gallolyticus subsp. - - - + -
pasteurianus

11. | 5523 S. gallolyticus subsp. - - - + -
pasteurianus

Tabela A3D2. Wihasciwosci glikolityczne wybranych szczepéw S. gallolyticus.

Lp Numer Gatunek Rozktad cukrow -
" | szczepu Laktoza | Fruktoza | Glukoza | Sorbitol

1. 1275 S. gallolyticus subsp. + + + -
pasteurianus

2. 3851 S. gallolyticus subsp. + + + -
pasteurianus

3. 5468 S. gallolyticus subsp. + + + -
pasteurianus

Strona | 159




Tabela A4A. Obecnos$¢ genow kodujacych czynniki warunkujace kolonizacj¢ u badanych szczepow

S. uberis oraz S. parauberis.

Lp Numer Gatunek Geny kodujace czynniki kolonizacji
| szczepu cbp | fop | gapC | hylB | Imb | prtF1 | prtF2 | sla | mtuA | sua

1 15 S. uberis - - + - - - + - ¥ -
2. 33 S. uberis - - + - - - + - n ¥
3. 36 S. uberis - - + - - - - 4 + -
4. 39 S. uberis - - + - - - + - n ¥
5. 43 S. uberis - - + - - - + - + ¥
6. 70 S. uberis - - + - - - + - + ¥
7. 115 S. uberis - - + - - - + - + -
8. 120 S. uberis - - + - - - + - + +
9. 196 S. uberis - - + - - - - + ¥ ¥
10. | 233 S. uberis - - + - - - + - + +
11. | 244 S. uberis - - + - - - + - - ¥
12. | 249 S. parauberis - - + - + - - - 1 +
13. | 261 S. parauberis - - + - - - - - + -
14. | 272 S. uberis - - + - - - + - + +
15. | 273 S. uberis - - + - - - + - ¥ ¥
16. | 279 S. uberis - - + - - - + - ¥ ¥
17. | 310 S. uberis - - + - - - T - + +
18. | 340 S. uberis - - + - - - + - + ¥
19. | 348 S. uberis - - - - + + - - + -
20. | 351 S. uberis - - + - + + + - + +
21. | 375 S. uberis - - + - - - - - + ¥
22. | 389 S. uberis - - + - - - - - + +
23. | 395 S. uberis - - + - + - - - + +
24. | 401 S. uberis - - + - + - - - + +
25. | 408 S. uberis - - + - + - - - - +
26. | 418 S. uberis - - + - + - - - + +
27. | 584 S. uberis - - + - - - - - - +
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Tabela A4B. Obecnos¢ gendw kodujacych czynniki warunkujace kolonizacje u badanych szczepow

S. dysgalactiae subsp. equisimilis.

Numer Geny kodujace czynniki kolonizacji
Lp. szczepu Gatunek cbp | fbp | gapC | hyIB Imb | prtFl | prtF2 | sla
1. | 106 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - - + + + + - -
2. | 159 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - - + + + + - -
3. | 176 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - - + + + - - -
4. | 202 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - - + + + + - -
5. | 204 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - - + - - - - -
6. | 213 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - - + + + + - -
7. | 252 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - - + + + + - -
8. | 260 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - - + - - - - -
9. 279 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - - + + + - - -
10. | 282 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - - + + + - - -
11. | 296 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - - + + + - - -
12. | 301 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - - + + + + - -
13. | 376 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - - + + + + - -
14. | 387 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + - + + + + - -
15. | 430 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - - + + + - - -
16. | 464 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - - + + + + - -
17. | 468 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - - + + + - - -
18. | 469 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - - + + + + - -
19. | 475 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - - + + + - - -
20. | 515 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - - + + + + - -
21. | 540 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - - + + + + - -
22. | 543 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - - + + + - - -
23. | 588 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - - + + + + - -
24. | 598 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - + + + + + - -
25. | 634 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - - + + + + - -
26. | 638 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - - + + + + - -
27. | 650 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - - + + + + - -
28. | 652 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - - + + + - - -
29. | 662 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - - + + + - - -
30. | 668 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - - + + + - - -
31. | 773 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - - + + + I - -
32. | 2866 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - - + - + - - -
33. | 3674 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - - + + + - - -
34. | 5073 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - + + - + - - -
35. | 8402 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - + + + + - - -
36. | 26529 | S. dysgalactiae subsp. equisimilis - + + + + - - -
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A4C. Obecnos$¢ gendw kodujacych czynniki warunkujace kolonizacje u badanych szczepow
S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae.

Numer Geny kodujace czynniki kolonizacji

Lp. szczepu Gatunek cbp | fbp | gapC | hylB | Imb | prtFl | prtF2 | sla

1. | 350 S. dysgalactiae subsp. - - + - + + - -
dysgalactiae

2. | 367 S. dysgalactiae subsp. - + + - + - - -
dysgalactiae

3. 431 S. dysgalactiae subsp. - - + - + + - -
dysgalactiae

4. | 435 S. dysgalactiae subsp. - - + - + - - -
dysgalactiae

5. | 592 S. dysgalactiae subsp. - - + - + - - -
dysgalactiae

A4D. Obecno$¢ genow czynniki warunkujace kolonizacje u badanych szczepow S. gallolyticus.

Numer Geny kodujace czynniki kolonizacji

Lp. szczepu Gatunek cbp | fbp | gapC | hyIB Imb | prtF1 | prtF2 | sla

1. | 1275 S. gallolyticus subsp. - -
pasteurianus

2. | 1836 S. gallolyticus subsp. - - - - - - - -
pasteurianus

3. | 2140 S. gallolyticus subsp. - - - - - - - -
pasteurianus

4. | 2185 S. gallolyticus subsp. - - - - - - - -
pasteurianus

5. | 2200 S. gallolyticus subsp. - - - - - - - -
pasteurianus

6. | 2205 S. gallolyticus subsp. - - - - - - - -
pasteurianus

7. | 3851 S. gallolyticus subsp. - - - - + - - -
pasteurianus

8. | 4083 S. gallolyticus subsp. - - + - - - - -
gallolyticus

9. | 5468 S. gallolyticus subsp. - - - - + - - -

pasteurianus

10. | 5469 S. gallolyticus subsp. - - - - - - - -
pasteurianus

11. | 5523 S. gallolyticus subsp. - - + - - - - -
pasteurianus
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ASA. Zdolno$¢ do tworzenia biofilmu przez badane szczepy S. uberis i S. parauberis.

Lp. | Numer Gatunek Srednia warto§é Zdolnos¢ do
szczepu absorbancji wytwarzania biofilmu

1. 15 S. uberis 0,020 -
2. 33 S. uberis 0,032 -
3. 36 S. uberis 0,034 -
4. 39 S. uberis 0,021 -
5. 43 S. uberis 0,000 -
6. 70 S. uberis 0,029 -
7. 115 S. uberis 0,123 staba
8. 120 S. uberis 0,050 -
9. 196 S. uberis 0,108 staba
10. | 233 S. uberis 0,131 staba
11. | 244 S. uberis 0,067 -
12. | 249 S. parauberis 0,060 -
13. | 261 S. parauberis 0,061 -
14. | 272 S. uberis 0,033 -
15. | 273 S. uberis 0,032 -
16. | 279 S. uberis 0,027 -
17. | 310 S. uberis 0,134 staba
18. | 340 S. uberis 0,135 staba
19. | 348 S. uberis 0,055 -
20. | 351 S. uberis 0,157 staba
21. | 375 S. uberis 0,060 -
22. | 389 S. uberis 0,051 -
23. | 395 S. uberis 0,062 -
24. | 401 S. uberis 0,020 -
25. | 408 S. uberis 0,046 -
26. | 418 S. uberis 0,129 staba
27. | 584 S. uberis 0,036 -
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A5B. Zdolno$¢ do tworzenia biofilmu przez badane szczepy S. dysgalactiae subsp. equisimilis.

Lp. Numer Gatunek Srednia wartos§é Zdolnos¢ do
szczepu absorbancji wytwarzania biofilmu
1. 106 S. dysgalactiae subsp. equisimilis 0,018 -
2. 159 S. dysgalactiae subsp. equisimilis 0,014 -
3. 176 S. dysgalactiae subsp. equisimilis 0,017 -
4. 202 S. dysgalactiae subsp. equisimilis 0,007 -
5. 204 S. dysgalactiae subsp. equisimilis 0,016 -
6. 213 S. dysgalactiae subsp. equisimilis 0,026 -
7. 252 S. dysgalactiae subsp. equisimilis 0,006 -
8. 260 S. dysgalactiae subsp. equisimilis 0,020 -
9. 279 S. dysgalactiae subsp. equisimilis 0,057 -
10. 282 S. dysgalactiae subsp. equisimilis 0,003 -
11. 296 S. dysgalactiae subsp. equisimilis 0,062 -
12. 301 S. dysgalactiae subsp. equisimilis 0,000 -
13. 376 S. dysgalactiae subsp. equisimilis 0,036 -
14. 387 S. dysgalactiae subsp. equisimilis 0,008 -
15. 430 S. dysgalactiae subsp. equisimilis 0,046 -
16. 464 S. dysgalactiae subsp. equisimilis 0,044 -
17. 468 S. dysgalactiae subsp. equisimilis 0,011 -
18. 469 S. dysgalactiae subsp. equisimilis 0,086 -
19. 475 S. dysgalactiae subsp. equisimilis 0,046 -
20. 515 S. dysgalactiae subsp. equisimilis 0,049 -
21. 540 S. dysgalactiae subsp. equisimilis 0,000 -
22. 543 S. dysgalactiae subsp. equisimilis 0,030 -
23. 588 S. dysgalactiae subsp. equisimilis 0,049 -
24, 598 S. dysgalactiae subsp. equisimilis 0,020 -
25. 634 S. dysgalactiae subsp. equisimilis 0,016 -
26. 638 S. dysgalactiae subsp. equisimilis 0,028 -
217. 650 S. dysgalactiae subsp. equisimilis 0,083 -
28. 652 S. dysgalactiae subsp. equisimilis 0,080 -
29. 662 S. dysgalactiae subsp. equisimilis 0,000 -
30. 668 S. dysgalactiae subsp. equisimilis 0,000 -
31. 773 S. dysgalactiae subsp. equisimilis 0,015 -
32. 2866 S. dysgalactiae subsp. equisimilis 0,000 -
33. 3674 S. dysgalactiae subsp. equisimilis 0,006 -
34. 5073 S. dysgalactiae subsp. equisimilis 0,000 -
35. 8402 S. dysgalactiae subsp. equisimilis 0,000 -
36. 26529 S. dysgalactiae subsp. equisimilis 0,042 -
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A5C. Zdolno$¢ do tworzenia biofilmu przez badane szczepy S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae.

Lp. | Numer Gatunek Srednia wartos§é Zdolnos¢ do
szczepu absorbancji wytwarzania biofilmu

1. 350 S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae 0,038 -

2. 367 S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae 0,057 -

3. 431 S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae 0,037 -

4. 435 S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae 0,016 -

5. 592 S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae 0,000 -

AS5D. Zdolno$¢ do tworzenia biofilmu przez badane szczepy S. gallolyticus.

Lp. Numer Gatunek Srednia wartos§é Zdolnos¢ do
szczepu absorbancji wytwarzania biofilmu

1. 1275 S. gallolyticus subsp. pasteurianus 0,179 staba

2. 1836 S. gallolyticus subsp. pasteurianus 0,116 staba

3. 2140 S. gallolyticus subsp. pasteurianus 0,110 staba

4. 2185 S. gallolyticus subsp. pasteurianus 0,000 -

5. 2200 S. gallolyticus subsp. pasteurianus 0,028 -

6. 2205 S. gallolyticus subsp. pasteurianus 0,045 -

7. 3851 S. gallolyticus subsp. pasteurianus 0,117 staba

8. 4083 S. gallolyticus subsp. gallolyticus 0,020 -

9. 5468 S. gallolyticus subsp. pasteurianus 0,010 -

10. | 5469 S. gallolyticus subsp. pasteurianus 0,027 -

11. | 5523 S. gallolyticus subsp. pasteurianus 0,000 -
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AG6A. Wyrastanie w surowicy ludzkiej i bydlecej badanych szczepdw S. uberis i S. parauberis.

Lp. Numer Gatunek Wzrost w obecnosci | Wzrost w obecnosci
szczepu surowicy ludzkiej surowicy bydlecej

1. 15 S. uberis - -

2. 33 S. uberis S

3. 36 S. uberis -

4, 39 S. uberis

5. 43 S. uberis

6. 70 S. uberis

7. 115 S. uberis S

8. 120 S. uberis S -

9. |196 S. uberis B -

10. | 233 S. uberis S -

11. | 244 S. uberis S S

12. | 249 S. parauberis S -

13. | 261 S. parauberis S S

14. | 272 S. uberis - -

15. | 273 S. uberis S S

16. | 279 S. uberis S S

17. | 310 S. uberis S -

18. | 340 S. uberis S S

19. | 348 S. uberis S -

20. | 351 S. uberis S -

21. | 375 S. uberis S S

22. | 389 S. uberis - -

23. | 395 S. uberis - S

24. | 401 S. uberis

25. | 408 S. uberis - -

26. | 418 S. uberis - -

27. | 584 S.uberis  [IRI

,,I” — zahamowanie wzrostu, ,,S” — stymulacja wzrostu, ,,-” — brak wplywu surowicy na

wzrost
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A6B. Wyrastanie w surowicy ludzkiej i bydlecej badanych szczepow S. dysgalactiae subsp. equisimilis.

Lp. | Numer Gatunek Wzrost w obecnosci | Wzrost w obecnosci
szczepu surowicy ludzkiej surowicy bydlecej
1. | 106 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - -
2. | 159 S. dysgalactiae subsp. equisimilis S -
3. | 176 S. dysgalactiae subsp. equisimilis S -
4. | 202 S. dysgalactiae subsp. equisimilis S -
5. | 204 S. dysgalactiae subsp. equisimilis S
6. | 213 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - -
7. | 252 S. dysgalactiae subsp. equisimilis S -
8. | 260 S. dysgalactiae subsp. equisimilis S S
9. 279 S. dysgalactiae subsp. equisimilis S S
10. | 282 S. dysgalactiae subsp. equisimilis S -
11. | 296 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - -
12. | 301 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - S
13. | 376 S. dysgalactiae subsp. equisimilis S S
14. | 387 S. dysgalactiae subsp. equisimilis S S
15. | 430 S. dysgalactiae subsp. equisimilis S -
16. | 464 S. dysgalactiae subsp. equisimilis S S
17. | 468 S. dysgalactiae subsp. equisimilis S -
18. | 469 S. dysgalactiae subsp. equisimilis S S
19. | 475 S. dysgalactiae subsp. equisimilis S S
20. | 515 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - S
21. | 540 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - -
22. | 543 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - -
23. | 588 S. dysgalactiae subsp. equisimilis S
24. | 598 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - -
25. | 634 S. dysgalactiae subsp. equisimilis S -
26. | 638 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - -
27. | 650 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - -
28. | 652 S. dysgalactiae subsp. equisimilis -
29. | 662 S. dysgalactiae subsp. equisimilis
30. | 668 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - -
31. | 773 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - -
32. | 2866 S. dysgalactiae subsp. equisimilis S S
33. | 3674 S. dysgalactiae subsp. equisimilis S
34. | 5073 S. dysgalactiae subsp. equisimilis S S
35. | 8402 S. dysgalactiae subsp. equisimilis S S
36. | 26529 | S. dysgalactiae subsp. equisimilis - -
,»1I”” — zahamowanie wzrostu, ,,S” — stymulacja wzrostu, ,,-” — brak wptywu surowicy na
wzrost
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A6C. Wyrastanie w surowicy ludzkiej i bydlecej badanych szczepdéw S. dysgalactiae subsp.
dysgalactiae.

Lp. Numer Gatunek Wzrost w obecnosci | Wzrost w obecnosci
szczepu surowicy ludzkiej surowicy bydlecej

1. 350 S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae S S

2. 367 S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae S S

3. 431 S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae S S

4. 435 S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae *

5. 592 S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae S S

,,I” — zahamowanie wzrostu, ,,S” — stymulacja wzrostu, ,,-”” — brak wptywu surowicy na

wzrost

A6D. Wyrastanie w surowicy ludzkiej i bydlgcej badanych szczepow S. gallolyticus.

Lp. | Numer Gatunek Wzrost w obecnosci | Wzrost w obecnosci
szczepu surowicy ludzkiej surowicy bydlecej

1. | 1275 S. gallolyticus subsp. pasteurianus ﬂ

2. 1836 S. gallolyticus subsp. pasteurianus

3. | 2140 S. gallolyticus subsp. pasteurianus

4. | 2185 S. gallolyticus subsp. pasteurianus

5. |2200 S. gallolyticus subsp. pasteurianus

6. | 2205 S. gallolyticus subsp. pasteurianus

7. | 3851 S. gallolyticus subsp. pasteurianus

8. |4083 S. gallolyticus subsp. gallolyticus

9. | 5468 S. gallolyticus subsp. pasteurianus

10. | 5469 S. gallolyticus subsp. pasteurianus

11. | 5523 S. gallolyticus subsp. pasteurianus

,,I” — zahamowanie wzrostu, ,,S” — stymulacja wzrostu, ,,-”
wzrost

— brak wplywu surowicy na
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Tabela A7A. Aktywno$¢ streptokinazy wobec plazminogenu ludzkiego i bydlecego u szczepow

S. uberis.
Aktywno$¢ streptokinazy [U/ml]
Numer Plazminogen ludzki Plazminogen bydlecy
Lp. szczepu Gatunek Metoda Metoda Metoda Metoda
jakosciowa ilosciowa jakosciowa ilosciowa
1. 36 S. uberis - 9,62 x10* + 3496,02 x10*
2. 395 S. uberis - 8,80 x10* + 2853,66 x10*

Tabela A7B. Aktywno$¢ streptokinazy wobec plazminogenu ludzkiego i bydlecego u szczepow

S. dysgalactiae

subsp. equisimilis.

Aktywno$¢ streptokinazy [U/ml]

Numer Plazminogen ludzki Plazminogen bydlecy

Lp. szczepu Gatunek Metoda Metoda Metoda Metoda
jakosciowa ilo$ciowa jako$ciowa ilo$ciowa

1. | 159 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + 434,96 x10* + 630,90 x10*
2. | 176 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + 396,22 x10* + 572,32 x10*
3. | 202 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + 1246,83 x10* + 837,75 x10*
4. | 252 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + 1103,62 x10* + 641,89 x10*
5. | 387 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + 52,12 x10* + 685,20 x10*
6. | 540 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + 1096,16 x10* + 585,81 x10*
7. | 634 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + 54,06 x10* + 628,72 x10*
8. | 3674 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + 17,70 x10* + 964,77 x10*
9. | 26529 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + 1180,40 x10* + 668,39 x10*

Tabela A7C. Aktywnos$¢ streptokinazy wobec

S. dysgalactiae

subsp. dysgalactiae.

plazminogenu ludzkiego i bydlecego u szczepow

Aktywno$¢ streptokinazy [U/ml]
Numer Plazminogen ludzki Plazminogen bydlecy
Lp. szczepu Gatunek Metoda Metoda Metoda Metoda
jakos$ciowa | ilosciowa | jakosciowa ilo$ciowa
1. | 350 S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae - 47,68 x10* + 3479,59 x10*
2. | 367 S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae - 13,20 x10* + 2947,81 x10*
3. 1431 S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae - 6,38 x10* + 891,24 x10*

Tabela A7D. Aktywno$¢ streptokinazy wobec plazminogenu ludzkiego i bydlecego u szczepow

S. gallolyticus.
Aktywno$¢ streptokinazy [U/ml]

Numer Plazminogen ludzki Plazminogen bydlecy

Lp. szczepu Gatunek Metoda Metoda Metoda Metoda
jakos$ciowa | iloSciowa | jakosciowa | iloSciowa

1. | 1275 S. gallolyticus subsp. pasteurianus - 9,05 x10* + 618,37 x10*
2. | 3851 S. gallolyticus subsp. pasteurianus - 13,25 x10* + 605,61 x10*
3. | 5468 S. gallolyticus subsp. pasteurianus - 11,96 x10* + 624,43 x10*
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Tabela A8A1. Obecnos¢ gendow kodujacych czynniki warunkujace inwazyjnos¢ u badanych szczepow
S. uberis i S. parauberis.

Lp. | Numer Gatunek Geny kodujace inwazyjnosé
szczepu ska | sagA slo scp | sicG dpp ispl

1. 15 S. uberis - + + - - - -
2. 33 S. uberis - + + - - - +
3. 36 S. uberis + + + - - - -
4. 39 S. uberis - + + - - - +
5. 43 S. uberis - + + - - - +
6. 70 S. uberis - - + - - - -
7. 115 S. uberis - 3 + - - - -
8. 120 S. uberis - + + - - - -
9. 196 S. uberis + + + - - - -
10. | 233 S. uberis - + + - - - 1
11. | 244 S. uberis - + + - - - -
12. | 249 S. parauberis - + - - - - -
13. | 261 S. parauberis - + - - - - ¥
14. | 272 S. uberis - + + - - - +
15. | 273 S. uberis - o + - - - -
16. | 279 S. uberis + + + - - - +
17. | 310 S. uberis - o + - - - -
18. | 340 S. uberis + + + - - - -
19. | 348 S. uberis - + - - - - -
20. | 351 S. uberis + + + - - + ¥
21. | 375 S. uberis o + + - - - -
22. | 389 S. uberis + + + - - - ¥
23. | 395 S. uberis + + + + - + +
24. | 401 S. uberis + + + - - - ¥
25. | 408 S. uberis - + - - - - -
26. | 418 S. uberis - + - - - - -
27. | 584 S. uberis + + + - - - -

Tabela A8A2. Obecno$¢ gendow kodujgcych DNazy paciorkowcowe u wybranych szczepow S. uberis.

Lp. Numer Gatunek Geny kodujace DNazy
szczepu sdn spdl
1. |15 S. uberis - -
2. | 36 S. uberis 3 -
3. |39 S. uberis - -
4, | 43 S. uberis - -
5. | 196 S. uberis 3 -
6. | 233 S. uberis - -
7. | 244 S. uberis 3 -
8. | 272 S. uberis - -
9. | 273 S. uberis - -
10. | 310 S. uberis - -
11. | 348 S. uberis - -
12. | 395 S. uberis - -
13. | 418 S. uberis - -
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Tabela A8B1. Obecnos¢ genéw kodujacych czynniki warunkujace inwazyjnos$¢ u badanych szczepow
S. dysgalactiae subsp. equisimilis.

Lp. | Numer Gatunek Geny kodujace inwazyjosé
szczepu ska | sagA | slo | scp | sicG | dpp | ispl

1. 106 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + - + + - i i
2. 159 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + + + + - i i
3. 176 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + + + + - i i
4. 202 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + - + + - i -
5. 204 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + - - - - - -
6. 213 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + - + + - i i
7. 252 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + + + + - i -
8. 260 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + - - - - - -
9. 279 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + - + + - 4 -
10. | 282 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + - + + - 4 4
11. | 296 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + - + + - 4 4
12. | 301 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + - + + - 4 4
13. | 376 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + + + + - 4 4
14. | 387 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + + + + 4 4 4
15. 1430 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + - + + - i i
16. | 464 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + + + + - i i
17. | 468 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + - - + - i i
18. | 469 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + + + + - i i
19. | 475 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + + + + - i i
20. | 515 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + + + + - + i
21. | 540 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + + + + - i i
22. | 543 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + - + + - i 4
23. | 588 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + + + + - i 4
24. | 598 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + + - + - i 4
25. | 634 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + + + + - i 4
26. | 638 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + - + + - i 4
27. | 650 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + + + + - i 4
28. | 652 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + - + + - i 4
29. | 662 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + - + + - 4 i
30. | 668 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + - + + - + 4
31. | 773 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + + + + - + 4
32. | 2866 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + + + + - 4 4
33. | 3674 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + + + + 4 - 4
34. | 5073 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + + + + - + 4
35. | 8402 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + + + + - + 4
36. | 26529 | S. dysgalactiae subsp. equisimilis + + + + 4 4 4

Tabela A8B2. Obecnos¢ gendéw kodujacych DNazy paciorkowcowe u wybranych szczepow
S. dysgalactiae subsp. equisimilis.

Lp. Numer Gatunek Geny kodujace DNazy
szczepu sdn spdl
1. | 159 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - -
2. | 176 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - -
3. | 202 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - -
4. | 252 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - -
5. | 387 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - -
6. | 540 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - -
7. | 634 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - -
8. | 3674 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - -
9. | 26529 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - -
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Tabela A8C. Obecnos¢ genow kodujacych czynniki warunkujace inwazyjnos¢ u badanych szczepow
S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae.

Lp. Numer Gatunek Geny kodujace inwazyjnosé

szczepu ska | sagA | slo | scp | sicG | dpp | ispl
1. 350 S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae | + - - + - - -
2. 367 S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae | + + - + - i i
3. 431 S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae | + - + - - - -
4. 435 S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae | + - - + - - -
5. 592 S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae | + - - - - - -

Tabela A8Cc. Obecnos¢ gendw kodujacych DNazy paciorkowcowe u wybranych szczepow
S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae.

Lp. Numer Gatunek Geny kodujace DNazy
szczepu sdn spdl

1. 1350 S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae - -

2. | 367 S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae + -

3. | 431 S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae + -

4. | 435 S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae - -

5. | 592 S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae - -

Tabela A8D. Obecnos¢ genow kodujacych czynniki warunkujace inwazyjnos¢ u badanych szczepow

S. gallolyticus.
Lp. | Numer Gatunek Geny kodujace inwazyjno$é
szczepu ska | sagA | slo | scp | sicG | dpp | ispl

1. 1275 S. gallolyticus subsp. pasteurianus | + - + + - - +
2. 1836 S. gallolyticus subsp. pasteurianus | + - - + - - +
3. 2140 S. gallolyticus subsp. pasteurianus | - + + + - - +
4. 2185 S. gallolyticus subsp. pasteurianus | + - - + - - +
5. 2200 S. gallolyticus subsp. pasteurianus | + - - + - - +
6. 2205 S. gallolyticus subsp. pasteurianus | - - - - - - -
7. 3851 S. gallolyticus subsp. pasteurianus | + + + + - - +
8. 4083 S. gallolyticus subsp. gallolyticus - - - - - + -
9. 5468 S. gallolyticus subsp. pasteurianus | + + - + - - +
10. | 5469 S. gallolyticus subsp. pasteurianus | - - + + - - +
11. | 5523 S. gallolyticus subsp. pasteurianus | - - + + - + +
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Tabela A9A. Ekspresja wybranych gendéw wirulencji u szczepéw S. uberis.

Tabela A9B. Ekspresja wybranych genow wirulencji u szczepoéw S. dysgalactiae subsp. equisimilis.

Numer Nazwa genu
Lp. szczepu Gatunek g
ska scp sla
1. 136 S. uberis + nb +
2. | 395 S. uberis + + nb
nb —nie badano, “+” — ekspresja genu, ,,-,, — brak ekspresji genu

Lp. sl;lg;;g[j Gatunek Nazwa genu
ska scp sicG
1. | 159 S. dysgalactiae subsp. equisimilis - + nb
2. | 176 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + + nb
3. | 202 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + + nb
4. | 252 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + + nb
5. | 387 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + + +
6. | 540 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + + nb
7. | 634 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + + nb
8. | 3674 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + + +
9. | 26529 S. dysgalactiae subsp. equisimilis + + +
nb — nie badano, “+” — ekspresja genu, ,.-,, — brak ekspresji genu
Tabela A9C. Ekspresja wybranych genéw wirulencji u szczepow S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae.
Lp. Numer Gatunek Nazwa genu
szczepu
ska scp
1. | 350 S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae - +
2. | 367 S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae + +
3. 431 S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae - nb
nb — nie badano, “+” — ekspresja genu, ,,-,, — brak ekspresji genu
Tabela A9D. Ekspresja wybranych genow wirulencji u szczepow S. gallolyticus.
Lp. Numer Gatunek Nazwa genu
szczepu
ska scp
1. | 1275 S. gallolyticus subsp. pasteurianus + +
2. |3851 S. gallolyticus subsp. pasteurianus + +
3. | 5468 S. gallolyticus subsp. pasteurianus + +
nb — nie badano, “+” — ekspresja genu, ,,-,, — brak ekspresji genu
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Tabela A10A. Profil lekowrazliwosci badanych szczepow S. uberis i S. parauberis.

Numer

Nazwa antybiotyku i stezenie

Lp. szczepu Gatunek PEN| NOR | ERY [ CLI | TET | VAN | TGC | LZD | CHL | RIF | SXT
lpg | 10pg | 15pg | 2pg | 30pg | Spg | 15pg | 10pg | 30pg | Sug | 25ug
1. 15 S. uberis S S S S S S S S S S S
2. 33 S. uberis S S S S S S S S S S S
3. 36 S. uberis S S S S S S S S S S S
4. 39 S. uberis S S S S S S S S S S S
5. 43 S. uberis S S S S R S S S S S S
6. 70 S. uberis S S S S R S S S S S S
7. 115 S. uberis S S S S S S S S S S S
8. 120 S. uberis S S S S S S S S S S S
9. 196 S. uberis S S S S S S S S S S S
10. | 233 S. uberis S S S R R S S S S S S
11. | 244 S. uberis S S S S S S S S S S S
12. 249 S. parauberis S S S S R S S S S S S
13. 261 S. parauberis S S S R R S S S S S S
14. | 272 S. uberis S S S S S S S S S S S
15. | 273 S. uberis S S S S S S S S S S S
16. | 279 S. uberis S S REE R S S S S S S S
17. [ 310 S. uberis S S S S S S S S S S S
18. [ 340 S. uberis S S S S S S S S S S S
19. | 348 S. uberis S S R*** | S S S S S S R S
20. | 351 S. uberis S S S S S S S S S S S
21. | 375 S. uberis S S S S S S S S S S S
22. | 389 S. uberis S S S S S S S S S S S
23. | 395 S. uberis S S S S S S S S S S S
24. | 401 S. uberis S S S S S S S S S S S
25. | 408 S. uberis S S S S S S S S S S S
26. | 418 S. uberis S S S S R S S S S S S
27. | 584 S. uberis S S S S S S S S S S S

PEN - penicylina, NOR — norfloksacyna, ERY — erytromycyna, CLI — klindamycyna, TET —
tetracyklina, VAN — wankomycyna, TGC — tigecyklina, LZD - linezolid, CHL — chloramfenikol, RIF
— rifampicyna, SXT — trimethoprim/sulfametoksazol, ,,R” — oporny, ,,S” — wrazliwy, “R*” — iMLSg,

“R**” — cMLSg, “R***” — M-fenotyp MLSg
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A10B. Profil lekowrazliwosci badanych szczepoéw S. dysgalactiae subsp. equisimilis.

Numer

Nazwa antybiotyku i stezenie

Lp. szczepu Gatunek PEN | NOR ERY CLI TET VAN TGC LzD CHL RIF SXT
lpg | 10pg | ISpg | 2pg | 30pg | Spg | 15pg | 10pg | 30pg | Spg | 25pg

1. 106 S. dysgalactiae S S S S S S S S S S S
subsp. equisimilis

2. 159 S. dysgalactiae S S R* S R S S S S S S
subsp. equisimilis

3. 176 S. dysgalactiae S S S S R S S S S S S
subsp. equisimilis

4. 202 S. dysgalactiae S S S S R S S S S S S
subsp. equisimilis

5. 204 S. dysgalactiae S S R** R R S S S S S S
subsp. equisimilis

6. 213 S. dysgalactiae S S S S S S S S S S S
subsp. equisimilis

7. 252 S. dysgalactiae S S S S S S S S S S S
subsp. equisimilis

8. 260 S. dysgalactiae S S R** R R S S S S S S
subsp. equisimilis

9. 279 S. dysgalactiae S S R** R R S S S S S S
subsp. equisimilis

10. 282 S. dysgalactiae S S S S S S S S S S S
subsp. equisimilis

11. 296 S. dysgalactiae S S R** R R S S S S S S
subsp. equisimilis

12. 301 S. dysgalactiae S S R* S S S S S S S S
subsp. equisimilis

13. 376 S. dysgalactiae S S S S S S S S S S S
subsp. equisimilis

14. 387 S. dysgalactiae S S S S R S S S S S S
subsp. equisimilis

15. 430 S. dysgalactiae S S S S R S S S S S S
subsp. equisimilis

16. 464 S. dysgalactiae S S S R R S S S S S S
subsp. equisimilis

17. 468 S. dysgalactiae S S S S S S S S S S S
subsp. equisimilis

18. 469 S. dysgalactiae S S S S S S S S S S S
subsp. equisimilis

19. 475 S. dysgalactiae S S S S R S S S S S S
subsp. equisimilis

20. 515 S. dysgalactiae S S S S S S S S S S S
subsp. equisimilis

21. 540 S. dysgalactiae S S S S R S S S S S S
subsp. equisimilis

22. 543 S. dysgalactiae S S S S S S S S S S S
subsp. equisimilis

23. 588 S. dysgalactiae S S S S R S S S S S S
subsp. equisimilis

24. 598 S. dysgalactiae S S S S R S S S S S S
subsp. equisimilis

25. 634 S. dysgalactiae S S R** R R S S S R S S
subsp. equisimilis

26. 638 S. dysgalactiae S S S S S S S S S S S
subsp. equisimilis

27. 650 S. dysgalactiae S S S S S S S S S S S
subsp. equisimilis

28. 652 S. dysgalactiae S S R*** S R S S S S S S
subsp. equisimilis

29. 662 S. dysgalactiae S S S S S S S S S S S
subsp. equisimilis
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30. 668 S. dysgalactiae S S S S S S S S S S S
subsp. equisimilis
31. 773 S. dysgalactiae S S S S R S S S S S S
subsp. equisimilis
32. 2866 S. dysgalactiae S S S S R S S S S S S
subsp. equisimilis
33. 3674 S. dysgalactiae S S S S R S S S S S S
subsp. equisimilis
34. 5073 S. dysgalactiae S S S S R S S S S S S
subsp. equisimilis
35. 8402 S. dysgalactiae S S R* S R S S S S R S
subsp. equisimilis
36. 26529 S. dysgalactiae S S S S R S S S S S S
subsp. equisimilis
PEN — penicylina, NOR — norfloksacyna, ERY — erytromycyna, CLI — klindamycyna, TET —
tetracyklina, VAN — wankomycyna, TGC — tigecyklina, LZD — linezolid, CHL — chloramfenikol, RIF
— rifampicyna, SXT — trimethoprim/sulfametoksazol, ,,R” — oporny, ,,S” — wrazliwy, “R*” — iMLSg,
“R**” — cMLSg, “R***” — M-fenotyp MLSg
A10C. Profil lekowrazliwo$ci badanych szczepdéw S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae.
Lp. Numer Gatunek Nazwa antybiotyku i steZenie
szczepu PEN | NOR ERY CLI TET VAN TGC LzD CHL RIF SXT
lpg | 10pg | 1Spg | 2pg | 30pg | Spg | 1Spg | 10pg | 30pg | Spg | 25pg
1. 350 S. dysgalactiae S S S S R S S S S S S
subsp. dysgalactiae
2. 367 S. dysgalactiae S S S S R S S S S S S
subsp. dysgalactiae
3. 431 S. dysgalactiae S S R** R R S S S S S S
subsp. dysgalactiae
4. 435 S. dysgalactiae S S S S R S S S S S S
subsp. dysgalactiae
5. 592 S. dysgalactiae S S S S R S S S S S S
subsp. dysgalactiae

PEN - penicylina, NOR — norfloksacyna, ERY - erytromycyna, CLI — klindamycyna, TET —
tetracyklina, VAN — wankomycyna, TGC — tigecyklina, LZD — linezolid, CHL — chloramfenikol, RIF

— rifampicyna, SXT — trimethoprim/sulfametoksazol, ,,R” — oporny, ,,S” — wrazliwy, “R*” — iMLSg,

“R#**” _ cMLSg, “R***” M_fenotyp MLSg
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Tabela A10D. Profil lekowrazliwosci badanych szczepow S. gallolyticus.

Numer

Nazwa antybiotyku i stezenie

Lp. szczepu Gatunek PEN | AMP CXM FEP *NOR ERY CLI TET VAN | *RIF
lpg | 2pg | 30pg | 30pg | 10pg | 15pg [ 2pg | 30pg | Spg | Sug

1. 1275 S. gallolyticus S S S S R S S R S S
subsp. pasteurianus

2. 1836 S. gallolyticus S S S S S S R R S S
subsp. pasteurianus

3. 2140 S. gallolyticus S S S S R R** R R S S
subsp. pasteurianus

4. 2185 S. gallolyticus S S S S R R** R R S S
subsp. pasteurianus

5. 2200 S. gallolyticus S S S S S R** R R S S
subsp. pasteurianus

6. 2205 S. gallolyticus S S S S R S S S S S
subsp. pasteurianus

7. 3851 S. gallolyticus S S S S R S S R S S
subsp. pasteurianus

8. 4083 S. gallolyticus S S S S R S S R S S
subsp. gallolyticus

9. 5468 S. gallolyticus S S S S S S S R S S
subsp. pasteurianus

10. 5469 S. gallolyticus S S S S S S S R S S
subsp. pasteurianus

11. 5523 S. gallolyticus S S S S R S S R S S

subsp. pasteurianus

* - ze wzgledu na brak rekomendacji oceniono wynik na podstawie rekomendacji dla paciorkowcow
grup A, B, Ci G; PEN — penicylina, AMP — ampicylina, CXM — cefuroksym, FEP — cefepim, NOR —
norfloksacyna, ERY — erytromycyna, CLI — klindamycyna, TET — tetracyklina, VAN —wankomycyna,
RIF —rifampicyna, ,,R” — oporny, ,,S” — wrazliwy, “R*” —iMLSg, “R**” — cMLSg, “R***” — M-fenotyp

MLSs
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Tabela A12. Wiasciwos$ci biochemiczne badanych szczepdw S. pseudintermedius.

Numer Rodzaj Rozktad thuszczow Rozktad biatek
Lp. Gatunek : Obecnos$¢ | Obecnos¢ | Obecnos$¢ | Obecnosé
szczepu hemolizy I : .
ipazy lecytynazy | kazeinazy | zelatynazy
Szczepy izolowane z materiatéw klinicznych od ludzi
1. [SPL1 [ S.pseudintermedius B -]
2. | SPL2 | S.pseudintermedius B -]
3. | SPL3 | S.pseudintermedius B -]
4. | SPL4 | S.pseudintermedius B -]
5. | SPL5 | S.pseudintermedius B -]
6. | SPL6 | S.pseudintermedius B -]
7. | SPL7 | S.pseudintermedius B -]
Szczepy izolowane z materialéw klinicznych od zwierzat
8. [ SPz1 [ S.pseudintermedius B -]
9. | sSpz2 | s.pseudintermedius B -]
10. | SPZ3 | S. pseudintermedius B -]
11. | SPZ 4 | S. pseudintermedius B
12. | SPz5 | S. pseudintermedius B -]
13. | SPZ6 | S. pseudintermedius B -]
14. | SPZ7 | S. pseudintermedius B -]

Tabela A13. Obecnos¢ gendéw kodujacych czynniki warunkujace kolonizacje u badanych szczepow
S. pseudintermedius.

L Numer Gatunek Geny kodujace czynniki kolonizacji
P- | szczepu ebpS | spsE | spsL | spsO | spsP | spsQ | eno | coa | fnbA | icaD

Szczepy izolowane z materiatéw klinicznych od ludzi

1. SPL1 S. pseudintermedius

2. SPL 2 S. pseudintermedius

3. SPL 3 S. pseudintermedius

4. SPL 4 S. pseudintermedius

5. SPL5 S. pseudintermedius

6. SPL 6 S. pseudintermedius

7. SPL 7 S. pseudintermedius

Szczepy izolowane z materiatow klinicznych od zwierzat

8. SPZ1 S. pseudintermedius

9. SPZ 2 S. pseudintermedius

10. | SPZ3 S. pseudintermedius

11. | SPZ 4 S. pseudintermedius

12. | SPZ5 S. pseudintermedius

13. | SPZ6 S. pseudintermedius

14. | SPZ7 S. pseudintermedius
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Tabela A14. Obecnos¢ gendw kodujacych czynniki warunkujgce toksycznos¢ i inwazyjnos$¢ u badanych
szczepow S. pseudintermedius.

Obecnosé Geny Geny kodujace Geny Gen
Lp Numer Gatunek Clumping kodujace tok_syny kodujace kodujacy
" | szczepu Factor enterotoksyny eksfoliatywne leukotoskyny lipaze
(CF) sec | sed | siet [ exiA | exiB | LukF | LukS lip
Szczepy izolowane z materialow klinicznych od ludzi
1. | SPL1 | S. pseudintermedius + - - + - - A A 4
2. | SPL 2 | S. pseudintermedius - - + + - - A A 4
3. | SPL 3 | S. pseudintermedius - - - + + - A A 4
4. | SPL4 | S. pseudintermedius - + - + + - A A 4
5. | SPL5 | S. pseudintermedius + - - + - - + + +
6. | SPL6 | S.pseudintermedius + + - + - - + + +
7. | SPL7 | S.pseudintermedius + + + + - + + + +
Szczepy izolowane z materiatlow klinicznych od zwierzat
8. | SPZ1 | S.pseudintermedius - - - + - - + + +
9. | SPZ2 | S. pseudintermedius - - - + - + + + +
10. | SPZ 3 | S. pseudintermedius - - - + - - + + +
11. | SPZ 4 | S. pseudintermedius - - - + - - + + 4F
12. | SPZ5 | S. pseudintermedius - - - + - - + + 4F
13. | SPZ 6 | S. pseudintermedius - - - + - - + + 4F
14. | SPZ7 | S. pseudintermedius - - - + - - + + 4
Tabela A15. Typy sekwencji i allele siedmiu loci dla badanych szczepow S. pseudintermedius.
Lp. | Numer Gatunek Opornosc Typ Loci i odpowiadajace im allele
szczepu na sekwencji | ack | cpn60 | fdh | pta | purA | sar | tuf
metycyling (ST)
Szczepy izolowane z materiatow klinicznych od ludzi
1. SPL 1 | S. pseudintermedius MSSP 813 1 21 1 2 5 1 1
2. SPL 2 S. pseudintermedius MSSP 241 1 21 4 1 23 1 1
3. SPL 3 | S. pseudintermedius MSSP 954 1 2 2 20 18 1 1
4, SPL 4 | S. pseudintermedius MSSP 599 5 29 2 1 5 1 1
5. SPL5 | S. pseudintermedius MSSP 1572 1 11 4 75 5 1 1
6. SPL 6 | S. pseudintermedius MSSP 984 1 2 2 1 3 2 1
7. SPL 7 | S. pseudintermedius MSSP 984 1 2 2 1 3 2 1
Szczepy izolowane z materialow klinicznych od zwierzat
8. SPZ 1 | S. pseudintermedius MSSP 818 2 7 4 1 8 1 1
9. SPZ 2 | S. pseudintermedius MSSP 1276 1 2 1 1 8 1 1
10. | SPZ3 | S. pseudintermedius MSSP 338 1 10 2 4 2 1 1
11. | SPZ 4 | S. pseudintermedius MRSP 71 3 9 1 2 1 2 1
12. | SPZ5 | S. pseudintermedius MSSP 1109 1 11 4 1 13 1 1
13. | SPZ6 | S. pseudintermedius MSSP 1260 1 2 4 1 23 1 1
14. | SPZ7 | S. pseudintermedius MRSP 71 3 9 1 2 1 2 1

MRSP — methicillin-resistant S. pseudintermedius, MSSP — methicillin-susceptible S. pseudintermedius
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Tabela A17. Obecno$¢ gendéw opornosci na antybiotyki B-laktamowe u badanych szczepoéw

S. pseudintermedius.

Lp. SI;ICL:JZrEEL Gatunek Geny opornosci
blaZ | mecA

Szczepy izolowane z materialow klinicznych od ludzi

1 SPL1 S. pseudintermedius + -

2 SPL 2 S. pseudintermedius + -

3. SPL 3 S. pseudintermedius - -

4. SPL 4 S. pseudintermedius + -

5 SPL5 S. pseudintermedius + -

6 SPL 6 S. pseudintermedius - -

7. SPL 7 S. pseudintermedius - -

Szczepy izolowane z materiatow klinicznych od zwierzat

8. SPZ1 S. pseudintermedius + -

9. SPZ 2 S. pseudintermedius + -

10. | SPZ3 S. pseudintermedius + -

11. | SPZ 4 S. pseudintermedius + +

12. | SPZ5 S. pseudintermedius + -

13. | SPZ 6 S. pseudintermedius + -

14. | SPZ 7 S. pseudintermedius + +
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