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STRESZCZENIE

Drobnoustroje z rodzaju Acinetobacter nalezg do Gramujemnych pateczek. Sg to mikroorganizmy wolnozyjace, spotyka sie je w glebie i w zbiornikach
wodnych, ale niektorzy przedstawiciele rodzaju Acinetobacter moga by¢ réwniez sktadnikiem mikroflory skéry czlowieka, co powoduje, ze majg duze
znaczenie kliniczne, poniewaz czesto zasiedlajg $rodowisko szpitalne i sg przyczyng szpitalnych zakazen oportunistycznych, zwtaszcza u pacjentéw
z obnizong odpornoscia. Celem naszego projektu bytlo opracowanie szybkiej i wiarygodnej metody detekcji bakterii z gatunku Acinetobacter baumannii,
w prébkach medycznych i Srodowiskowych.
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WSTEP

Epidemie spowodowane przez zakazenia szpitalne nadal stanowig duze wyzwanie, sg przyczyna przedtuzonego
leczenia i rekonwalescencji, co zwykle jest bardzo kosztowne, moga réwniez doprowadzi¢ do zgonu pacjenta. Gtéwne
zagrozenia stanowig wcigz metycylinooporne gronkowce ztociste (MRSA) oraz wankomycynooporne enterokoki (VRE). Nie
nalezy jednak lekcewazy¢ czesto wystepujacych patogenéw Gram-ujemnych takich jak: Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter sp., Klebsiella pneumoniae oraz Acinetobacter baumannii. [1,2,3].

Ten ostatni, bardzo szybko nabywa wielolekoopornosci i nabiera duzego znaczenia klinicznego z powodu
ograniczonych mozliwosci leczenia, wywolywanych przez niego infekcji. Jest zdolny do przetrwania na powierzchniach
abiotycznych, a co sie z tym wiaze, potrafi niezwykle dtugo egzystowac w warunkach szpitalnych [4].

Efektywny mechanizm horyzontalnego transferu genéw, prowadzi do szybkiego nabywania przez ten patogen
opornosci na szerokie spektrum antybiotykéw i Srodkéw bakteriostatycznych. Obserwuje sie rozprzestrzenianie
multilekoopornych szczepéw wsréod pacjentéw, w szpitalach na catym Swiecie [5].

Szczegolnym problemem s3g tez zakazenia wsréd rannych zotnierzy, bioracych udziat w misjach wojskowych.
Istnieje wiele doniesien o ciezkich przypadkach infekcji, wywotanych przez bakterie z rodzaju Acinetobacter dotyczacych
amerykanskich zotnierzy, powracajacych z Iraku i Afganistanie[6].

Pomocne w ograniczaniu zakazen szpitalnych jest prowadzenie programéw ich kontroli, majace na celu poznanie
drég rozprzestrzeniania sie infekcji oraz potencjalnych rezerwuaréw patogenow.

Aby to osiggna¢, wykonuje sie badania mikrobiologiczne pacjentéw oraz przeprowadza testy aseptycznos$ci sprzetu
medycznego. Zwieksza sie rowniez wymogi dotyczace przestrzegania zasad higieny pracy przez personel szpitalny[2].

Drobnoustroje z rodzaju Acinetobacter, naleza do nieruchliwych, barwigcych sie Gramujemnie pateczek, rzadziej
ziarniako-pateczek. Sa prototrofami o matych wymaganiach wzrostowych.

Prowadza Scisle tlenowy metabolizm, dlatego sa zaliczane do tzw. pateczek niefermentujacych.

Sa to mikroorganizmy wolnozyjace, spotyka sie je w glebie i zbiornikach wodnych.

Ale niektorzy przedstawiciele rodzaju Acinetobacter moga by¢ rowniez sktadnikiem mikroflory skory cztowieka.
Acinetobacter baumannii i Acinetobacter Iwoffii, oraz w mniejszym stopniu Acinetobacter calcoaceticus i Acinetobacter
haemolyticus, maja znaczenie Kliniczne, poniewaz czesto zasiedlaja sSrodowisko szpitalne i sa przyczyna szpitalnych zakazen
oportunistycznych, zwtaszcza u pacjentéow z obnizong odpornoscia. Izoluje sie je z roznych materiatéw klinicznych - moczu,
krwi, ptynu mézgowo-rdzeniowego czy materiatu z ran pooperacyjnych[2,7].

Bakterie z rodzaju Acinetobacter po raz pierwszy zaczety by¢ uznawane za znaczace szpitalne patogeny w roku
1970. Na poczatku w badaniach in vitro, wiekszo$¢ izolatow klinicznych byto wrazliwych na powszechnie stosowane
antybiotyki, takie jak ampicylina (60-70%), gentamycyna (92,5%), chloramfenicol (57%) i kwas nalidyksowy (97,8%), tak
wiec zakazenia wywotane przez te organizmy mogty by¢ leczone stosunkowo tatwo. Jednak w ciggu ostatnich dwdch dekad
odnotowuje sie wzrost ilo$ci wielolekoopornych izolatéw Acinetobacter sp.

Dzieje sie tak, w wyniku powszechnego i nie zawsze uzasadnionego stosowania silnych antybiotykdéw o szerokim
spektrum dziatania w szpitalach na catym swiecie [3,5, 7].

Najwiekszym zainteresowaniem badaczy cieszy sie A. baumannii, poniewaz jest to najczesciej spotykany patogen
ludzki ze wszystkich gatunkdow nalezacych do rodzaju Acinetobacter.

Jest on odpowiedzialny za wywotywanie zakazen uktadu moczowego, groznych infekcji ran oraz rozlegtych oparzen,
a takze zapalenia ptuc i wtérnego zapalenia opon mézgowych. To wiasnie zapalenia ptuc o ciezkim przebiegu sa najczesciej
wykrywana w ostatnich latach choroba wywotywana przez A. baumannii.

Co jest niezwykle niepokojace, to fakt, ze szpitalne zapalenia ptuc sg drugimi co do czestoSci wystepowania
chorobami odnotowywanymi w szpitalach na terenie USA. Smiertelno$¢ w tego typu infekcjach utrzymuje sie na poziomie 30-
50%, przy czym najwyzszy odsetek stanowia te, wywotywane przez A. baumannii oraz P. aeruginosa. Poza tym, A. baumannii
nalezy do grupy 8 patogenow najczesSciej wywotujacych szpitalne zapalenia ptuc w Europie i Azji [3,7,8].

Wysoka patogenno$c¢ tego drobnoustroju zwigzana jest z szeregiem charakterystycznych dla tego gatunku cech,
takich jak zdolnos¢ do zasiedlania i dtugotrwatego przebywania na powierzchniach abiotycznych, niewrazliwo$¢ na wiele
srodkéw antybakteryjnych stosowanych do dezynfekcji, czy wysoki poziom kompetencji genetycznej, dzieki czemu nabywa
on bardzo szybko lekooporno$¢. Szacuje sie, ze obecnie ok. 10-30% izolatéw szpitalnych nalezy do grupy wielolekoopornych.

Nawet wrazliwos¢ na antybiotyki z grupy karbapenemdéw w ciggu ostatniej dekady zaczeta znaczaco male¢,
sugerujac, ze by¢ moze era antybiotykowa w kontekscie A. baumannii skoniczy sie o wiele szybciej niz jest to przewidziane dla
metycilinoopornych szczepéw S. aureus (MRSA), stanowiacych do tej pory najwieksze zagrozenie [5,7,9].

Dlatego tak niezwykle wazny jest rozw6j epidemiologii, ktéra zajmuje sie badaniem réznych czynnikéw, ktére maja
wplyw na pojawianie sie i rozprzestrzenianie drobnoustrojow chorobotwoérczych, a takze okresla sposoby zapobiegania
i kontroli zakazen.

Zaadoptowanie metod molekularnych do badania drég rozprzestrzeniania sie bakterii A. baumannii, roli personelu
medycznego w przenoszeniu zakazen oraz wplywu Srodowiska na rozwdj infekcji moze zmniejszy¢ zagrozenie,
a przynajmniej pozwoli je kontrolowa¢. Wybuchy epidemii, spowodowanych wielolekoopornymi szczepami A. baumannii sa
opisywane coraz czesciej.

W ogélnoswiatowej epidemiologicznej bazie danych znajduje sie ponad 130 wpiséw dotyczacych wybuchéw
epidemii szpitalnych zudziatem A. baumannii opublikowanych pomiedzy 1977 a 2006 rokiem [10].

Sugeruje sie, ze epidemie wewnatrzszpitalne oraz ogdélnokrajowe, sa spowodowane tylko przez kilka szczepow. Sa
to pojedyncze klony, zdolne do rozprzestrzeniania sie w osrodkach szpitalnych, gtéwnie na oddziatach intensywnej opieki
medycznej.

Przypomina to epidemiologie metycylino-opornych szczepdw S. aureus, z tego tez powodu, A. baumannii bywa
czasem nazywany ,Gramujemnym MRSA”.

Istniejg doniesienia z wielu zakatkow $wiata o epidemiach szpitalnych, wywotanych przez A. baumannii.
Przyktadem moze by¢ oddzial intensywnej opieki medycznej szpitala w Grecji, gdzie epidemia obejmowata ponad
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trzymiesieczny okres czasu lub epidemia wywotana przez dwa oddzielne klony A. baumannii, ktéra objeta oddziat
intensywnej opieki dla noworodkéw w szpitalu w Brazylii, a takze dwa, nastepujace kolejno po sobie wybuchy epidemii na
oddziale chirurgicznym, w jednym z wtoskich szpitali.

Epidemie szpitalne moga sie rozprzestrzenia¢ dynamicznie lub wystepowa¢ endemicznie przez dtuzszy czas, jak to
miato miejsce w szpitalu Nottingham, gdzie obecnos$¢ szczepu nalezacego do omawianego gatunku, odnotowywano przez 11
lat. Dane literaturowe skupiaja sie na dwéch gtéwnych drogach transmisji zakazen: (i) zakazenia pochodzace ze srodowiska
oraz (ii) zakazenia przenoszone z pacjenta na pacjenta bezposrednio lub posrednio, z udziatem personelu medycznego.

Réwniez sprzet medyczny, chetnie zasiedlany przez A. baumannii jest zrédtem licznych zakazen. Najczesciej sa to
elementy urzadzen, zwigzanych z leczeniem chordéb ukitadu oddechowego oraz wspomaganiem oddychania, takie jak
respirometry, ustniki, rurki wentylacyjne, czujniki temperatury i tlenu itp.

To wiasnie zdolno$¢ tego gatunku do pozostawania przez relatywnie diugi czas (do kilku tygodni) na
powierzchniach abiotycznych (metale, plastiki itd.), bez utraty zywotnos$ci i infekcyjnosci, sprawia ogromny problem
w kontekscie rozprzestrzeniania i eradykacji zakazen szpitalnych.

Badania przeprowadzone w jednym ze szpitali w Nowym Jorku wykazaty, ze w 11% proébek pobranych
z powierzchni abiotycznych (16zek, stotéw, monitoréw) oraz w az 29% prébek pobranych z rak personelu medycznego tej
placowki, wykryto obecnos¢ bakterii A. baumannii.

Co wiecej, istniejg dane udowadniajace, ze gtéwnym zrédtem zakazen sa whasnie placowki opieki medycznej, gdyz
wykazano ze ok. 60% izolatéw szpitalnych jest blisko spokrewnionych ze sobg, w poréwnaniu do zalewie 17% izolatéw
srodowiskowych.

A z7rédiem przemieszczania i rozprzestrzeniania sie epidemii sa pacjenci, wedrujacy miedzy jednostkami
szpitalnymi oraz personel medyczny [2,7,8].

Kontyngenty wojskowe ONZ i NATO, w ktdrych szeregi wchodza réwniez Sity Zbrojne Rzeczpospolitej Polskiej,
stacjonuja zazwyczaj w krajach o odmiennym klimacie, gdzie istnieja trudne warunki sanitarno-higieniczne.

Dodatkowo niski stopien rozwoju gospodarczego, brak odpowiedniej opieki medycznej, umozliwiajacej
zapobieganie oraz leczenie choréb u tubylcow, stwarza zagrozenie dla zdrowia przebywajacych tam Zoinierzy. Dlatego
niezbedna jest obecno$¢ na miejscu misji pracownikéw wojskowej stuzby zdrowia, ktorzy sa w stanie zabezpieczy¢ pod
wzgledem medycznym kontyngenty narodowe, a co za tym idzie i cato$¢ misji.

Leczenie Zotnierzy po przebytych urazach wiaze sie czesto z komplikacjami przedtuzajacymi okres powrotu do
zdrowia. Jednym z elementow tych komplikacji, moga by¢ zakazenia przyranne wywotane odtamkami pociskow lub min,
zanieczyszczonymi fragmentami odziezy, jak réwniez zakazenia wprowadzone przez kontakt z niedoktadnie odkazonym
sprzetem.

Szczegolnie niebezpieczne sg przypadki urazéw potaczonych z oparzeniami. Przeprowadzone badania wykazaty, ze
zakazenia szpitalne w tym wypadku s3 odpowiedzialne za 50% przypadkéw Smiertelnych ofiar ciezkich oparzen. Izolacja
i identyfikacja mikroorganizméw wykazata obecnos$¢ Pseudomonas aeruginosa (37,5%), Staphylococcus aureus (20,2%)
i Acinetobacter baumannii (10,4%).

Jednak analiza powiktan w leczeniu urazéw zotnierzy ewakuowanych z misji w Iraku, w szpitalu USS Comfort,
wykazata zdecydowana dominacje A. baumannii, gatunek odpowiedzialny za ciezkie infekcje, bardzo trudne do wyleczenia
z powodu na opornosci izolatdw na wiele antybiotykéow.[11,12,13]

W ograniczaniu zakazen szpitalnych i nie tylko, bardzo wazng role odgrywa diagnostyka mikrobiologiczna, dzieki

ktdrej mozliwa jest izolacja czynnika etiologicznego, i okreslenie jego lekowrazliwos$ci.
Obecnie dominujg klasyczne metody typowania drobnoustrojéw, polegajace na analizie ich cech fenotypowych, czyli
obserwacji zewnetrznych efektéw ekspresji informacji genetycznej. Czasami jednak wystepuja problemy z jednoznaczng
identyfikacja mikroorganizmu, co znacznie wydtuza czas postawienia wtasciwej diagnozy. Jest to zwigzane z powszechnie
wystepujacym zjawiskiem zmiennosci fenotypowej. Powoduje to, iz wciaz poszukuje sie nowych metod diagnostycznych,
ktdre pozwalatyby na szybka weryfikacje przynaleznosci gatunkowej patogenéw.

Taka mozliwo$¢ daja metody genotypowe, oparte na technikach biologii molekularnej. Znajduja one coraz
powszechniejsze zastosowanie w identyfikowaniu i réznicowaniu mikroorganizméw, w szczegélnosci w dochodzeniach
epidemiologicznych. Bazuja one na analizie materialu genetycznego, ktéry jest unikalny i niezmienny dla kazdego
mikroorganizmu (w poréwnaniu do cech fenotypowych). Ich duza zaleta jest to, Ze nie ograniczajg sie do $cisle okreslonej
liczby drobnoustrojéw, wrecz przeciwnie, pozwalaja na badania nawet takich mikroorganizméw, ktérych hodowla
laboratoryjna jest bardzo trudna lub wrecz niemozliwa.

Poza tym czas wykonywanych analiz w poréwnaniu z metodami klasycznymi jest zdecydowanie krétszy, co czesto
zmniejsza naklad pracy i koszty. Poza tym uniwersalno$¢ stosowanej aparatury i odczynnikéw daje mozliwo$¢
poréwnywania otrzymanych wynikéw miedzy laboratoriami [1,14,15,16,17,18].

Mimo wielu zalet technik biologii molekularnej, obecnie do standardowych procedur diagnostycznych szczepoéw
z rodzaju Acinetobacter nadal naleza klasyczne metody oparte o analize fenotypu. Drobnoustroje hoduje sie na podtozach
selekcyjnych i réznicujacych oraz przeprowadza szereg testdw biochemicznych i enzymatycznych. Dla utatwienia procedur
wykorzystuje sie komercyjnie dostepne zestawy takie jak API 200NE (bioMerieux) lub automatyczne systemy identyfikacji
bakterii np. VITEK (bioMerieux). Jednak jak sie okazuje, duza zmienno$¢ fenotypowa sprawia ogromne trudnosci
w sklasyfikowaniu tych drobnoustrojéw do okreslonego gatunku. A to powoduje wydtuzenie czasu analiz i potrzebe
wzbogacenia ich o dodatkowe testy.

Niestety nie opisano dotad reakcji, ktérej wynik jednoznacznie wskazywatby, ze badany mikroorganizm nalezy do
szukanego gatunku. Testy biochemiczne i enzymatyczne dziatajg na zasadzie wykluczenia (wynik dodatni $wiadczy, Ze to nie
A. baumannii, a wszystkie izolaty dajace wynik ujemny wymagaja kolejnych testow) i dlatego konieczne sg pézniejsze analizy
na poziomie molekularnym (np. amplifikacja 16S rDNA i recA oraz sekwencjonowanie) [19,20].

Powyzsze problemy sprawiajg, ze w rutynowej diagnostyce chordb infekcyjnych oraz w badaniach
epidemiologicznych coraz wieksza role zaczynaja odgrywac metody oparte na amplifikacji kwaséw nukleinowych technika
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PCR. Ze wzgledu na ich czuto$¢, specyficzno$¢ i tatwos¢ wykonywania powoli stajg sie standardowym narzedziem
diagnostyki medycznej [17,21,22,23].

Dlatego rowniez w tym projekcie zdecydowano sie na prébe opracowania testu diagnostycznego wykorzystujacego
odmiane metody PCR, jaka jest technika PCR w czasie rzeczywistym (Real-Time PCR).

Pozwala ona na bardzo szybkie stwierdzenie obecnosci komdrek bakterii Acinetobacter baumannii w badanych
probkach. Co wiecej, mozna rowniez przy jej pomocy tatwo okresli¢ ich ilo$¢. Taki test powinien odznaczac sie wysoka
specyficznoscia, tak wiec wybranie fragmentéw genomu, ktére beda powielane w reakcji Real-Time PCR nie byto tatwe.

Musialy one by¢ wspdélne dla wszystkich szczepéw w obrebie gatunku, a jednoczesnie na tyle specyficzne, aby
produkt nie powstawat na matrycy innych mikroorganizméw innych gatunkow.

Celem projektu jest opracowanie szybkiej i wiarygodnej metody detekcji bakterii z gatunku Acinetobacter
baumannii w prébkach medycznych i Srodowiskowych oraz opracowanie pod wzgledem epidemiologicznym placéwek opieki
zdrowotnej Marynarki Wojennej oraz miejsc dtugotrwatego przebywania zoinierzy takich jak okrety podwodne, tratowce itp.
w celu stwierdzenia istnienia potencjalnego zagrozenia zdrowia.

METODYKA

Pobieranie prébek

Wymazy z badanych powierzchni pobieramy nasaczonymi sola fizjologiczna (0,85% NaCl) lub pozywka LB jatowymi
wacikami. Nastepnie waciki umieszczamy w jatowych probdéwkach. Opisane probéwki umieszczamy w 4°C do czasu
przetransportowania do laboratorium.

Przygotowywanie prébek do analiz
Wacik ptuczemy w 500 pl pozywki LB przez ok. 30 sekund. Otrzymang zawiesine nalezy zwirowacé, supernatant

delikatnie zla¢. W probéwce pozostaje ok. 150 pl materiatu (osad + pozywka LB). Po doktadnym rozpipetowaniu dzielimy
zawiesine bakteryjng na 3 cze$ci. Do jednej dodajemy taka sama objeto$¢ 50% glicerolu (aby stosunek wynosit ok. 1:1)
i zamrazamy w temp. -70°C. Pozostala ilos¢ wykorzystujemy do badania real-time PCR i do posiewu na podtoza LAM
i MacConkeya.

Reakcja real-time PCR

Jako matrycy uzywamy odpowiednio przygotowanych probek medycznych i Srodowiskowych. Do reakcji dodajemy
(na 20 pl):
- oligonukleotydy i sondy o optymalnym stezeniu (ustalonym doswiadczalnie)
- 10 pl SuperMix (Bio-Rad, USA)
- wode do 20 pl

Reakcje przeprowadzamy w termocyklerze CFX96™ (Bio-Rad, USA), a nastepnie interpretujemy wyniki, pozytywne
probki to te, w ktorych zaszta reakcja amplifikacji potaczona z emisja $wiatta sond,, ktore
przytaczyty sie do matrycy DNA

Metody fenotypowego réznicowania badanych izolatéw
¢  Posiew na podtoze LAM (Leeds Acinetobacter Medium)

Podtoze przygotowujemy zgodnie z instrukcjg umieszczong w publikacji.

Z kazdego z przygotowanych wcze$niej seryjnych rozcieniczen badanej probki wysiewamy po 100ul na ptytke
(posiew na murawe). Wstawiamy do cieplarki (37°C) na dobe.

Jezeli nastapi wzrost bakterii na plytce, wybieramy takie rozcienczenie, gdzie rozrdznialne sa pojedyncze kolonie.
Kolonie A. baumannii maja kolor rézowy, a podtoze wokét zmienia zabarwienie na ré6zowo-fioletowe, sa okragte, wypukte,
gtadkie, matowe o $rednicy 1-2 mm po 24 godz. inkubacji [24].

Rys. 1. Pozywka LAM. Zmiana zabarwienia pozywki przez kolonie z rodzaju Acinetobacter spp.

Journal of Polish Hyperbaric Medicine and Technology Society



Polish Hyperbaric Research

¢ Posiew na podtoze MacConkeya

Podtoze przygotowujemy
wedtug zalecen producenta.

Z kazdego z przygotowanych wcze$niej seryjnych rozcienczen badanej probki wysiewamy po 100 ul na ptytke
(posiew na murawe).

Wstawiamy do cieplarki (37°C) na dobe. Jezeli nastgpi wzrost bakterii na ptytce, wybieramy takie rozcienczenie,
gdzie rozréznialne sa pojedyncze kolonie. Wybieramy kilka kolonii bakteryjnych, zréznicowanych pod wzgledem
morfologicznym i opisujemy ich charakterystyczne cechy, uwzgledniajac barwe, ksztatt, wielko$¢, powierzchnie i wyniostos¢
ponad powierzchnie.

¢ Przesiewanie na podioze LA
Wybrane i opisane kolonie z podtoza MacConkeya lub podtoza LAM przesiewamy za pomocg jatowej ezy na podtoze
LA, rysujac na pozywce “kreske” dtugosci ok. 3-4 cm. Material ten stanowit baze wyj$ciowa do kolejnych testow.

¢ Test na aktywno$¢ oksydazy cytochromowe;j
Fragment kolonii z podtoza LA, pobrany za pomoca jatowego tipsa nanosimy na strefe reakcyjna paska testowego
i rownomiernie rozprowadzamy. Po ok. 30 sekundach poréwnujemy zabarwienie paskéw testowych z zamieszczong na
opakowaniu kolorowa skala.

e  Sprawdzenie aktywnos$ci DNazy
Czysta kulture badanego szczepu pobrang z podioza LA posiewamy na powierzchnie wczesniej przygotowanego
(wedtug zalecen producenta) agaru testowego na obecno$¢ Dnazy.
Na kazdej z ptytek wysiewamy rowniez szczepy referencyjne - Staphylococcus aureus (DNazo-dodatni) i Escherichia
coli (DNazo-ujemna). Inkubujemy 24 godziny w 37°C.
Nastepnie na plytki wylewamy po 400ul 1N kwasu solnego i obserwujemy zmetnienie podtoza i pojawienie sie
strefy przejasnienia wokét kolonii Dnazo-dodatnich.

Rys. 2. Oznaczanie aktywnos$ci DN-azy.

e Utlenianie i fermentacja cukréw - podtoze Hugh-Leifsona

Podtoze przygotowujemy wedtug zalecen producenta w 3 osobnych kolbach, do kazdej z nich dodajemy 100 ml/litr
10% wyjatowionego przez filtracje roztworu weglowodanu, odpowiednio glukozy, laktozy i ksylozy, po czym starannie
mieszamy.

Tak przygotowane podtoze rozlewamy do probéwek tak, aby stupek pozywki miat ok. 5 cm.

W potowie probéwek natychmiast po wystudzeniu pokrywamy podtoze ok. 1 cm warstwg jatlowej parafiny. Czysta
hodowle badanego szczepu zaszczepiamy metoda wklucia do dna probowki podtoze z kazdym weglowodanem (jedna
probowke z parafing i jedna bez). Pozostawiamy na 48 godzin w 37°C.

Po uptywie podanego czasu oceniamy zmiane zabarwienia w probéwkach. Zétte zabarwienie w jedynie w probéwce
bez parafiny wskazuje na rozktad oksydacyjny, natomiast zmiana koloru w obu probéwkach - z parafing i bez - oznacza
rozktad fermentacyjny badanego weglowodanu.
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Rys. 3. Interpretacja wynikéw testu na utlenianie/fermentacje cukréw (podtoze Hugh-Leifsona) O — oxidation (utlenianie); F — fermentation (fermentacja).

Powielanie fragmentéw DNA metodg PCR
Jako matrycy uzywamy DNA chromosomalnego. Do reakcji dodajemy: primery do stezenia koncowego 1uM,

deoksynukleotydy do stezenia koncowego 0,2 mM, bufor dla polimerazy Taq, polimeraze Taq w ilosci 0,2 jednostki na
reakcje, wode do objetosci konicowej 10 lub 50 pl.

Parametry reakgcji, takie jak czas anealingu i elongacji DNA, temperatura hybrydyzacji starteréw do matrycy czy
liczba cykli, dobieramy w zalezno$ci od wykorzystywanych oligonukleotydéw i dtugos$ci produktu. Reakcje przeprowadzamy
w termocyklerze Mastercycler Personal (Eppendorf, Gremany).

Rozdziat elektroforetyczny w zelu agarozowym
Rozdziat elektroforetyczny przeprowadzamy w poziomym aparacie do elektroforezy przy uzyciu zelu agarozowego

o odpowiednim dla dtugosci produktu stezeniu (od 1 do 2%) w buforze TAE. Prébke DNA mieszamy z barwnikiem
obcigzajacym w stosunku 5:1 i nanosimy do studzieniek zelu.

Rozdziat przeprowadzamy przy napieciu 100V/cm dtugosci zelu. Nastepnie zel barwimy w roztworze bromku
etydyny przez okoto 5-10 minut a potem ogladamy w $wietle UV o dtugosci fali A 354 nm i wykonujemy zdjecie przy uzyciu
aparatu Gel DocTM XR System (Bio-Rad, USA).

Sekwencjonowanie wybranych i powielonych odcinkéw DNA
Aby ostatecznie potwierdzi¢ gatunkowa przynalezno$¢ wytypowanych i przebadanych izolatéw, zdecydowano sie

na sekwencjonowanie 16S rDNA i recA, S3 to rejony wysoce konserwatywne a gen recA jest bardzo czesto wykorzystywany
w identyfikacji bakterii z rodzaju Acinetobacter.

Powielenie fragmentéw DNA metoda PCR
przeprowadzamy z oczyszczonym DNA chromosomalnym poszczegélnych izolatéw. Nastepnie wykonujemy rozdziat
elektroforetyczny otrzymanych produktéow reakcji PCR w celu wstepnego sprawdzenia czy wytypowane izolaty naleza do
gatunku Acinetobacter baumannii.

Jezeli w wyniku elektroforezy otrzymamy wynik pozytywny, ponownie amplifikujemy i oczyszczamy fragmenty 16S
rDNA i recA. Do oczyszczania fragmentéw DNA do sekwencjonowania uzywamy zestawu Clean-up firmy A&A Biotechnology,
wedtug zalecen producenta.

Tak przygotowany materiat przesytamy do sekwencjonowania, ktdry wykonuje zewnetrzna firma. Uzyskane w ten
sposoéb wyniki weryfikujemy przy uzyciu programu FinchTV, poréwnanujemy z baza danych i oceniamy, czy wytypowane
przez nas izolaty naleza do gatunku Acinetobacter baumannii.

Badanie izolatéw metoda elektroforezy pulsacyjnej
Zmodyfikowano protokét REA-PFGE do typowania Acinetobacter baumannii.[25, 26]

¢ Przygotowanie bloczkéw agarozowych

1) Wytypowanym izolatem bakteryjnym zaszczepiamy ok. 50 ml jatowej pozywki LB - catonocna hodowla: 18 godz.
37°C lub wysiewamy na podtoze LA;

2) Wpybieramy pojedyncza kolonie bakteryjna i przenosimy ja za pomoca jatowej ezy do 1 ml buforu CBS, delikatnie
mieszamy tak aby otrzyma¢ w miare jednorodna zawiesine, lub zawirowujemy 1ml hodowli nocnej o OD - 1,0-1,3
(1000g;5 min.;42C), osad przemywamy 1 ml CSB i ponownie wirujemy, a nastepnie osad bakteryjny zawieszamy
w 1 ml CSB. Tak przygotowana zawiesine komorek bakteryjnych mozna przetrzymywac w temperaturze pokojowej
do czasu zmieszania z roztworem agarozy, ale nie dtuzej niz 5 min.

3) Przed wykonaniem zawiesiny bakteryjnej, przygotuj 2% roztwor niskotopliwej agarozy w buforze CSB lub ddH-0,
wymieszaj roztwor agarozy z 10% roztworem SDS, tak aby koncowe stezenie SDS wynosito 1%, raz rozpuszczona
agaroze trzymaj w fazni wodnej w temp. 50-60°C az do uzycia.

4) W jednym czasie wykonuj 1 bloczek (aby unikna¢ kontaminacji). Wymieszaj 165 pl roztworu agarozy/SDS i 135 pul
zawiesiny komoérek bakteryjnych, delikatnie rozpipetuj i jak najszybciej przenies ok. 200 ul mieszaniny do
wyjatowionej formy do bloczkdw. Forme umies$¢ w temp. 4°C, az do stezenia - ok. 20 min.

5) W celu lizy komdrek bakteryjnych zatopionych w bloczkach agarozowych nalezy zastygniete bloczki przenies¢ do
jatowych probéwek, dodac po 2 - 3 ml buforu CSL-1 (tak aby catkowicie zakry¢ bloczek) i umiesci¢ w tazni wodnej
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w temp. 37°C na 2 godz. Nastepnie nalezy ponownie przetozy¢ bloczki do jatowych probéwek i doda¢ po 2 - 3 ml
buforu CSL-2 i wstawi¢ do tazni wodnej o temp. 55 2C na catg noc.

6) Nastepnego dnia przetéz bloczki do jatowych probéwek i ptucz 3 razy 4 ml ddH20 (30min.;50°C) a potem 3 razy 4
ml buforu TE (30min.;502C). Tak przygotowane bloczki, zalane 3 ml buforu TE, mozna przechowywac¢ w temp. 42C
przez 4 tygodnie.

e Trawienie restrykcyjne DNA zatopionego w bloczkach

7) Wczeéniej przygotowane bloczki tniemy na 6 czesci, jedng z nich przenosimy do probéwki Eppendorfa o poj.1,5 ml
i zalewamy 200 pl buforu restrykcyjnego zawierajacego albumine bydleca w ilosci 100 pg/ml i inkubujemy w 37°C
w tazni wodnej przez 10 min. Nastepnie odciggamy bufor i dodajemy 200ul $wiezego buforu restrykcyjnego,
zawierajacego enzym restrykcyjny rzadko tnacy Apal w ilosci 30 U/bloczek , inkubujemy w temp. 302C w tazni
wodnej przez 2 godz.

e Przygotowanie zelu agarozowego

8) Przygotuj 110 ml 1% roztworu wysokotopliwej agarozy w buforze boranowym (0.5x TBE) i pozostaw w tazni
wodnej w temp. 502C do czasu wylania zelu.

9) Potrawione bloczki agarozowe wyja¢ z buforu i umiesci¢ na zebach grzebienia elektroforetycznego, nadmiar buforu
usunac¢ za pomocg bibuty. Odczeka¢ 5 min. az bloczki przykleja sie do grzebienia, po czym umiescic grzebien
w formie do Zelu i powoli wyla¢ 100 ml roztworu agarozy, tak aby nie powstaty babelki. Delikatnie usunag¢ grzebien
po ok. 30 min. a powstate otwory zala¢ pozostala czescig roztworu agarozy.

10) Do przygotowania kazdego zelu uzyj DNA szczepu wzorcowego A.baumannii zatopionego w bloczkach i trawionego
enzymem Apal, a takze wzorcéw masowych.

¢ Elektroforeza

11) Przetdz ostroznie tak przygotowany zel agarozowy do komory elektroforetycznej i wlej powoli 2000 ml buforu
0,5xTBE, tak aby zel byt catkowicie pokryty.

12) Ustaw parametry rozdziatu i rozpocznij elektroforeze
- czas - 22 godz.
- napiecie - 200V
- czas trwania impulséw - initial 5 sec/final 30 sec
- temperatura - 142C

13) Po zakonczeniu, w celu wybarwienia, umie$¢ rozwiniety zel na 20 min. w pojemniku z roztworem bromku etydyny
o stezeniu 5pg/ml, a potem ogladaj i wykonaj fotografie po o$wietleniu zelu §wiattem UV.

WYNIKI

Wykonano badania epidemiologiczne w kierunku wykrywania Acinetobacter baumannii z préobek pobranych
w réznych placowkach opieki zdrowotnej, probek srodowiskowych otrzymanych z terenu misji wojskowych oraz z préobek
pobranych z okretéw podwodnych (miejsca dtugotrwatego przebywania zotnierzy).

Badane probki byty wysiewane w kilku rozcienczeniach na podtoze LAM (Leeds Acinetobacter Medium), ktore jest
podtozem wybidrczo-réznicujacym. Kolonie Acinetobacter baumannii na tym podtozu sa okragte, r6zowe, wypukte, gtadkie
o $rednicy ok. 1-2 mm po 24 godz. inkubacji. Kolonie, ktére wyrosty na podtozu LAM i speinialy powyzsze warunki,
testowano dale;j.

Wybrane izolaty badano na obecno$¢ oksydazy cytochromowej przy uzyciu barwnego testu paskowego. Oksydaza
cytochromowa jest enzymem nalezacym do porfiryn zelazowych, ktéry utlenia zredukowany cytochrom c, przechodzac przy
tym w zredukowang nieaktywna postac.

Ulega ponownej aktywacji poprzez transport elektronéw do tlenu czasteczkowego. Uktad oksydaza cytochromowa -
cytochrom c w obecnosci tlenu czasteczkowego moze transportowac elektrony z wielu zwigzkéw organicznych. Izolaty, ktére
dawaty wynik negatywny na obecno$c¢ oksydazy cytochromowej (brak zabarwienia), posiewano na agar testujacy obecnos¢
DNazy.

Kolonie wytwarzajace DNaze hydrolizuja kwas dezoksyrybonukleinowy w bezposrednim sasiedztwie ich
srodowiska hodowlanego. Test wywotywano przy uzyciu kwasu solnego, wtedy to nastepowata precypitacja DNA
i obserwowano pojawianie sie strefy przejasnienia wokét posiewu.

Gdy wynik okazywat sie ujemny, izolat poddawano ostatniemu testowi na zdolno$¢ do utleniania
i fermentacji. Postuzono sie w tym celu podtozem Hugh-Leifson'a, z dodatkiem odpowiednich cukréw, odpowiednio: glukozy,
laktozy i ksylozy.

Bakterie Acinetobacter baumannii sa zdolne do tlenowego rozktadu tych cukrow, ale nie potrafig ich fermentowa,
gdyz sa bezwzglednymi tlenowcami. Uzyskanie wynikdw testéw biochemicznych opisanych powyzej pozwolito na wstepne
stwierdzenie przynalezno$ci odpowiednich izolatéw do gatunku Acinetobacter baumannii.

Réwnoczesnie przeprowadzano badanie metoda real-time PCR, przy uzyciu trzech przetestowanych wczesniej par
oligonukleotydéw i sond, pozwalajacych wykry¢ obecnos¢ materiatu genetycznego Acinetobacter baumannii.

Otrzymane wyniki poréwnywano z oznaczeniami fenotypowo-biochemicznymi badanych prébek srodowiskowych.
Gdy wykonane badania byty zgodne, przeprowadzano testowanie otrzymanych izolatéw za pomoca posiewu na ptytki GEN III
firmy BIOLOG, ktére pozwalajg na procentows identyfikacje wytypowanego mikroorganizmu.
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Réwniez w celu potwierdzenia otrzymanych wynikdw oczyszczano material genetyczny badanych izolatow,
a nastepnie przeprowadzano PCR odcinkéw recA i 16SrDNA i poréwnywano za pomoca elektroforezy otrzymany wynik
z mikroorganizmem modelowym, ktérym w naszych badaniach jest Acinetobacter baumannii ATCC17978.

WYNIKI ZBIORCZE BADAN REAL-TIME PCR W KIERUNKU ACINETOBACTER BAUMANNII

Probki Srodowiskowe z terenu misji wojskowej I - 2009

84 pobrane probki srodowiskowe; uzyskano 8 izolatéw A.baumannii potwierdzonych badaniami fenotypowymi, PCR
odcinkéw 16S i recA oraz sekwencjonowaniem odcinka 16S

Prébki z placowki opieki zdrowotnej 1- 2010

30 pobranych probek ; real-time PCR S1iS10 3 prébki dodatnie ; te same probki potwierdzone przez badania
fenotypowe , PCR 16S i rec A oraz sewkencjonowanie

Prébki z placowki opieki zdrowotnej I1 - 2011

26 miejsc pobrania probek x 2 = 52 probki ; z 7 miejsc real-time PCR S11iS10 dodatni ; izolaty potwierdzajace badanie
real-time PCR udato sie uzyskac z 1 miejsca pobrania

Prébki z placowki opieki zdrowotnej 111 - 2011

20 pobranych prébek; real-time PCR S1iS10 6 probek dodatnich ; te same probki potwierdzone przez badania
fenotypowe , PCR 16Sirec A

Prébki Srodowiskowe z okretéw - 2011

20 pobranych prébek; real-time PCR S1 i S10 wszystkie prébki ujemne

Prébki z placowki opieki zdrowotnej IV - 2011

20 pobranych proébek ; real-time PCR S1, S10, S3 6 préobek dodatnich; tylko z 2 préobek uzyskaliSmy izolaty, ktére
zostaty potwierdzone przez badania fenotypowe , PCR 16Sirec A

84 pobrane probki srodowiskowe; uzyskano 8 izolatéw A.baumannii potwierdzonych badaniami fenotypowymi, PCR
odcinkéw 16S i recA oraz sekwencjonowaniem odcinka 16S

Prébki z placowki opieki zdrowotnej 1- 2010

30 pobranych probek ; real-time PCR S1iS10 3 probki dodatnie; te same probki potwierdzone przez badania
fenotypowe , PCR 16S i rec A oraz sewkencjonowanie

Prébki z placowki opieki zdrowotnej I1 - 2011

26 miejsc pobrania probek x 2 = 52 prébki ; z 7 miejsc real-time PCR S1 i S10 dodatni; izolaty potwierdzajace
badanie real-time PCR udato sie uzyskac z 1 miejsca pobrania

Prébki z placowki opieki zdrowotnej II1 - 2011

20 pobranych prébek ; real-time PCR S1iS10 6 probek dodatnich; te same probki potwierdzone przez badania
fenotypowe , PCR 16Sirec A

Prébki Srodowiskowe z okretéw - 2011

20 pobranych prébek; real-time PCR S1 i S10 wszystkie prébki ujemne

Prébki z placowki opieki zdrowotnej IV - 2011

20 pobranych proébek ; real-time PCR S1, S10, S3 6 probek dodatnich; tylko z 2 probek uzyskaliSmy izolaty, ktére
zostaty potwierdzone przez badania fenotypowe , PCR 16Sirec A

84 pobrane probki srodowiskowe; uzyskano 8 izolatéw A.baumannii potwierdzonych badaniami fenotypowymi, PCR
odcinkéw 16S i recA oraz sekwencjonowaniem odcinka 16S
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Przebadalismy blisko 500 prébek z réznych $rodowisk, nie wszystkie wyniki dodatnie w badaniu real-time PCR

udato sie nam potwierdzi¢ uzyskaniem izolatu z badanej proébki, co utwierdza nas w przekonaniu, iz nie jest to tfatwy do
zdiagnozowania metodami klasycznymi gatunek bakterii.

Badania PFGE - wyniki
W pierwszym etapie badan zmodyfikowano protokét PFGE dla Acinetobacter baumannii.

Nastepnie przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny potra-wionych materialéw genetycznych pochodzacych

z obiektdw opieki zdrowotnej i Srodowiskowych. Wyniki tych badan potwierdzily domniemanie, iz trzy probki z jednego
z obiektow opieki zdrowotnej S12, S13 i S14 s3 izolatami blisko spokrewnionymi.

-

Rys. 4. Izolaty Acinetobacter baumannii prébki szpitalne S12, S13, S14 i inne izolaty $Srodowiskowe.
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