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GENETSKA OPREDELITEV ZA METICILIN OBCUTLJIVIH IN
PROTI METICILINU ODPORNIH SEVOV STAPHYLOCOCCUS
AUREUS, IZOLIRANIH IZ HEMOKULTUR V SLOVENSKIH
BOLNISNICAH, S TIPIZACIJO SPA
GENETIC CHARACTERIZATION OF METHICILLIN-SUSCEPTIBLE
AND METHICILLIN-RESISTANT STAPHYLOCOCCUS AUREUS
STRAINS ISOLATED FROM BLOODSTREAM INFECTIONS IN
SLOVENE HOSPITALS USING SPATYPING
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Izvlecek

Staphylococcus aureus je drugi najpogostejsi bakterijski povzrocitelj invazivnih okuzb v Sloveniji. S tipizacijo
izolatov za meticilin obcutljivih S. aureus (MSSA) in proti meticilinu odpornih S. aureus (MRSA) iz hemokultur
bolnikov z bakteriemijo iz vse Slovenije v 6- mesec¢nem obdobju smo poskusali ugotoviti, katerim spa tipom
pripadajo invazivni izolati MSSA in MRSA v Sloveniji, kak$na je genetska raznolikost MSSA in MRSA ter preveriti
uporabnost tipizacije spa za epidemioloske raziskave S. aureus v Sloveniji.

Od 1. septembra 2006 do 28. februarja 2007 smo v 11 slovenskih laboratorijih, ki izvajajo mikrobiolosko diagnostiko
za 15 bolnisnic, zbirali zaporedno izolirane primoizolate MSSA (najvec pet) in zaporedno izolirane primoizolate
MRSA (najvec pet) iz hemokultur bolnikov. Izolate S. aureus smo tipizirali s tipizacijo spa, to je z dolo¢anjem
nukleotidnega zaporedja polimorfnega X dela gena spa, ki kodira protein A.

Od 58 zbranih izolatov S. aureus iz vse Slovenije smo uspeli tipizirati 54 izolatov. PreviadujocCi spa tipi med izolati
MSSA so bili 1091, t015 in t005, med izolati MRSA pa t041.

Ugotovili smo, da spa tipi, ki previadujejo med invazivnimi izolati S. aureus pri nas, previadujejo tudi v sosednjih
drzavah. Tipizacija S. aureus z metodo spa je pokazala veliko genetsko raznolikost invazivnih sevov MSSA in
manjso raznolikost invazivnih sevov MRSA. Tipizacija spa je uporabna tipizacijska metoda za lokalno epidemiologijo
MSSA v kratkem in daljSem ¢asovnem obdobju.
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Abstract

Staphylococcus aureus is the second leading cause of invasive bacterial infections in Slovenia. The aims of this
6-month study were to identify the most prevalent spa types among invasive isolates of methicillin-susceptible S.
aureus (MSSA) and methicillin-resistant S. aureus (MRSA) in Slovene hospitals, to determine genetic diversity of
MSSA and MRSA, and to test the applicability of spa typing to epidemiological studies of S. aureus in Slovenia.
Over a period of six months(1 September 2006 — 28 February 2007), up to five successive methicillin-susceptible
(MSSA) blood culture isolates and a maximum of five successive methicillin- resistant (MRSA) blood culture
isolates per hospital were obtained from different patients with bacteremia. The isolates were characterized by
spa typing based on sequencing of polymorphic region X of the S. aureus protein A gene.

Among the 58 isolates collected 54 were succesfully spa typed. The predominant spa types among MSSA isolates
were t091, t015, t005, and among MRSA, t041 .

The predominant spa types among invasive S. aureus strains isolated in Slovenia predominated also in the
neighbouring countries. The study showed high genetic diversity of invasive MSSA isolates and lower genetic
diversity of invasive MRSA isolates in Slovenia. Spa typing is a good typing method for short- and long-term

epidemiological studies of MSSA on a local scale.

Key words: Staphylococcus aureus, bacteriemia, blood cultures, molecular typing, spa typing

Uvod

Staphylococcus aureus je drugi najpogostejsi
povzrogitelj invazivnih okuzb v Sloveniji in tudi drugod
po Evropi (1). Med invazivnimi izolati S. aureus iz
hemokultur prevladujejo pri nas izolati S. aureus, ki
so za meticilin obcutljivi (MSSA). Prevalenca proti
meticilinu odpornih S. aureus (MRSA) iz hemokultur
je namrec¢ v Sloveniji v primerjavi z nekaterimi
sosednjimi drzavami dokaj nizka. V zadnjih letih smo
zaznali uspesno znizanje z 21 % leta 2000, na 7 %
leta 2006 (1). Okuzbe z MRSA podalj$ajo bolnisni¢no
zdravljenje in so vzrok viSje umrljivosti (2).
Molekularno tipizacijo uporabljamo za nadzor
epidemicnih sevov S. aureus, predvsem za odkrivanje
bolj virulentnih klonov MSSA, poti Sirjenja MRSA med
posameznimi bolniki in med razliénimi kliniénimi
oddelki. Z njo lahko potrdimo ali izklju¢imo genetsko
sorodnost med izolati S. aureusin s tem lo¢imo med
epidemicnimi in endemicnimi ter sporadi¢nimi sevi.
Trenutno imamo za tipizacijo S. aureus na voljo
ve¢ molekularnih tipizacijskih metod. I1zbira metode
ali kombinacije metod je odvisna od namena, za
katerega potrebujemo tipizacijo (3).

Najpogostejsi namen tipizacije S. aureus je nadzor
nad epidemi¢nimi sevi bolnisni¢no pridobljenih MRSA.
Tu je potrebno lociti med genetsko zelo podobnimi
sevi S. aureus, zato se uporabljajo tipizacijske metode
z visoko mocjo locljivosti. Tipizacijska metoda analize
kromosomske DNK s pulzno elektroforezo (PFGE)
je 8e vedno najpogosteje uporabljena tipizacijska

metoda za raziskave lokalne epidemiologije S.
aureus v kratkem ¢asovnem obdobju in velja zaradi
visoke moci lo€evanja med sevi za zlati standard (4).
Ima pa PFGE slabosti kot so: slabSa ponovljivost,
lo¢evanje le med omejenim Stevilom izolatov, slaba
primerljivost rezultatov med razli¢nimi laboratoriji.
Torej PFGE ni primerna metoda za epidemiologijo na
SirSem geografskem podro¢ju in v daljSem ¢asovnem
obdobiju (5).

Drugi najpogostejSi namen tipizacije je nadzor nad
okuzbami z invazivnimi MSSA, tretji namen pa nadzor
nad okuzbami z zelo virulentnimi, v domacéem okolju
pridobljenimi sevi MRSA (CA-MRSA- community-
acquired MRSA) (6), ki izdelujejo toksin Panton-
Valentine levkocidin (PVL) (7, 8). Zaradi prednosti
v primerjavi s PFGE (3) se v zadnjem ¢asu za
tipizacijo S. aureus vedno bolj uveljavljajo metode,
ki temeljijo na dolo¢anju nukleotidnega zaporedja,
med katerimi je tudi tipizacija spa. S to metodo
tipiziramo seve glede na razlike v nukleotidnem
zaporedju polimorfnega dela X gena spa, ki kodira
protein A (Staphylococcus aureus protein A) (9, 10).
Glavne prednosti tipizacije spa v primerjavi s PFGE
so: hitra pridobitev rezultatov, nedvoumni in dobro
ponovljivi Steviléni rezultati, moznost dodajanja
rezultatov v spletne baze podatkov, ki so dostopne
vsem, enostavno elektronsko izmenjavanje rezultatov
znotraj laboratorijev in med njimi, enostavna uporaba
standardizirane nomenklature in uporaba podatkov za
preproste filogenetske analize (11). Sevi CA-MRSA
se pojavljajo sporadi¢no ali v izbruhih in se genetsko
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precej razlikujejo od bolnisniénih klonov MRSA, zato
za tipizacijo ni potrebna tako visoka mo¢ locljivosti in
lahko uporabimo tipizacijo spa.

Kljub nastetim prednostim v primerjavi z metodo
PFGE pa ima tipizacija spa premajhno moc¢ lo¢evanja
med izolati, ¢e zelimo dokazovati prenos MRSA
med bolniki na oddelkih ali med bolniSnicami, kjer v
visokem delezu prevladujejo sevi epidemi¢ne MRSA
posameznega spa tipa (11). To je tudi glavni razlog,
ki ga navaja Faria s sod., ko svetuje kombinacijo
tipizacije spain PFGE kot najboljSo izbiro za tipizacijo
S. aureus (12).

Za ugotavljanje evolucijske sorodnosti S. aureus,
pri ¢emer se loCuje med posameznimi sevi 0z.
kloni na osnovi razlik v nukleotidnem zaporedju,
ki so posledica zelo redkih mutacij, torej v daljSem
¢asovnem obdobju, pa je najprimernejSa vecgenska
sekvencéna tipizacija- MLST (multilocus - sequence
typing). MLST temelji na sekveniranju delov sedmih
genov, pomembnih za esencialne metaboli¢ne funkcije
bakterij (nevtralni geni, ki niso pod selekcijskim
pritiskom) (13). Njena prednost v primerjavi z drugimi
tipizacijskimi metodami je ta, da zanesljivo in z zelo
dobro ponovljivostjo prepoznava sorodnosti med
kloni S. aureus tekom dolgih obdobij in na geografsko
oddaljenih podrogjih, slabost pa je visoka cena in
zahtevnost izvedbe (3).

S sekvenénim tipom (ST), ki ga dolo¢imo z metodo

MLST, spa tipom, ki ga dolo¢imo s tipizacijo spain s
tipom genskega elementa SCCmec (SCCmec I-V),
so enoznacéno definirani posamezni glavni epidemicni
kloni MRSA, ki trenutno krozijo po svetu (14).

V nasi raziskavi smo s tipizacijo izolatov S. aureusiz
hemokultur bolnikov z bakteriemijo iz cele Slovenije
v 6-mesecnem obdobju poskusali ugotoviti, katerim
spa tipom pripadajo invazivni izolati MSSA in MRSA
v Sloveniji, kak8na je genetska raznolikost MSSA
in MRSA ter preveriti uporabnost tipizacije spa za
epidemioloske raziskave S. aureus v Sloveniji.

Metode

V obdobju od 1. septembra 2006 do 28. februarja
2007 smo v 11 slovenskih laboratorijih, ki so vkljuéeni
v mrezo EARSS (European Antimicrobial Resistance
Surveillance System), zbirali zaporedno izolirane
primoizolate MSSA (najved pet) in zaporedno izolirane
primoizolate MRSA (najveé pet) iz hemokultur
bolnikov v 15 vkljuéenih bolniSnicah. Zbrali smo
58 primoizolatov iz 12 bolnidnic, od tega je bilo 48
izolatov MSSA in 10 izolatov MRSA (Tabela 1). Tri

bolnisnice izolatov S. aureus iz hemokultur v tem
obdobju niso imele.

Izolate S. aureus smo tipizirali z metodo tipizacije
spa. Metoda temelji na sekveniranju in analizi
kromatograma nukleotidnega zaporedja polimorfnega
dela X gena spa za protein A. Ta polimorfni del je
sestavljen iz razlicnega Stevila razliénih ponavljajocih
se, najvecCkrat 24 baznih parov dolgih zaporedij.
Bakterijsko DNK smo iz 24-urne bakterijske kulture
izolirali z reagentom Insta Gene Matrix (Bio-
Rad, Hercules, CA). Polimorfno zaporedje X smo
pomnozevali z oligonukleotidnima zacetnikoma spa-
1113f (5'TAA AGA CGATCCTTC GGT GAG C'3) in
spa-1514r (56°CAG CAG TAGTGC CGTTTG CTT'3),
kot je opisal Harmsen s sod. (11). Produktom smo
dolocili nukleotidno zaporedje po protokolu, ki ga
opisuje Strommengerjeva s sod. (15) z reagenti BigDye
Terminator v3.1 MasterMix (Applied Biosystems,
Foster City, CA) in aparatom ABI 310 (Applied
Biosystems, Foster City, CA). Spa tip smo dolocili s
pomocjo programa za tipizacijo spa, Ridom StaphType
(Ridom GmbH, Wurzburg, Germany), ki z analizo
kromatograma prepozna posamezna ponavljajo¢a se
zaporedja ter glede na njihovo razporeditev in Stevilo
dolo¢i, kateremu spa tipu ustrezajo (11). Kromatogram
nukleotidnega zaporedja smo po kon&ani analizi
poslali preko spleta na streznik http://www.ridom.de/
spaserver/, s ¢imer smo ponovno preverili kakovost
kromatograma in shranili podatek o izolaciji seva z
dolo€enim spa tipom v podatkovno bazo. Glede na
to, da za tipizacijo S. aureus vedno ve¢€ in pogosteje
uporabljamo tipizacijo spa, stalno odkrivamo tudi nove
spa tipe in podatkovna baza na strezniku http://www.
ridom.de/spaserver/ se stalno povecuje. Ta baza
hrani tudi podatke o frekvenci in geografski lokaciji
posameznih spa tipov.

Rezultati

Od 58 zbranih izolatov S. aureus, med katerimi je
bilo 48 MSSA in 10 MRSA, smo s tipizacijo spa uspeli
tipizirati 54 (93 %) izolatov. Treh izolatov MSSA in
enega MRSA nismo uspeli tipizirati.

Tipizirani izolati so spadali v 32 razli¢nih spa tipov, od
tega 45 izolatov MSSA v 29 in devet izolatov MRSA
v tri razliéne spa tipe.

Med MSSA je prevladoval spa tip t091. Temu je
pripadalo 9 izolatov, nasli pa smo ga v obdobju trajanja
Studije v sedmih bolniSnicah. Drugi najpogostejsi je
bil spa tip 1015, ki mu je pripadalo pet izolatov v treh
bolnidnicah. Tretji najpogostejsi je bil spa tip 005, ki
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Tabela 1. Zbrani invazivni izolati MSSA in MRSA po laboratorijih in bolnisnicah in njihovi tipi spa.

Table 1. Invasive MSSA and MRSA isolates collected in laboratories from different hospitals and their spa
types.
Laboratorij/ | BolniSnica / .Stevilo izolatov MSSA .
Laboratory Hospital in MRSA / No.l of MSSA | Spa tip / Spa type
and MRSA isolates

1 SI1001 A MSSA (5) 1091, 1116, 1331, 1761, 11469
MRSA (5) 1041, t041, 1041, t041, 1041

2 S1002 A MSSA (3) t015, t073, t757

3 SI1 003 A MSSA (5) t091, t091, t015, t056, t156
MRSA (1) t003

4 S1004 A MSSA (4) 1091, t015, t015, t2830

S1004 C MSSA (1) 1012

5 S1005 A MSSA (5) 1091, t116, t084, 1846, 11132
MRSA (1) 1041

6 S1006 A MSSA (1) NT

7 S1007 A MSSA (5) 1091, 1643, t102, NT, NT
MRSA (1) 1041

8 S1008 A MSSA (5) t005, t334, t382, t550, t541
MRSA (2) t001, NT

9 SI1009 A MSSA (5) 1091, t091, t122, t2471, 12829

10 SI010A MSSA (4) t015, t026, 1435, t548

11 SI011A MSSA (5) 1091, t005, 1005, 1026, 1474

MSSA: za meticilin ob&utljiv Staphylococcus aureus; MRSA: proti meticilinu odporen Staphylococcus aureus;
NT- neuspesna tipizacija

so ga imeli trije izolati v treh bolniSnicah. Sledila sta
spa tipa 1026 in t116, ki sta jima pripadala po dva
izolata. Kar 24 spa tipov je bilo sporadi¢nih o0z. so jim
pripadali posamezni izolati MSSA. Med njimi sta bila
dva nova oziroma prvi¢ vnesena v podatkovno bazo
v strezniku Ridom spaserver, spa tipa 2829 in 12830
(Tabela 1, 2).

Pri MRSA je previadoval spatip t041, ki mu je pripadalo
sedem izolatov iz treh bolniSnic. V spa tipa t001 in
t003 je bil uvrscen po en izolat MRSA iz posameznih
bolniSnic (Tabela 1, 2).

Razpravljanje

Ugotovili smo, da je genetska heterogenost S.
aureus velika, saj je 54 tipiziranih izolatov spadalo v
kar 32 spa tipov. K veliki genetski heterogenosti so
najbolj prispevali MSSA, saj je 45 tipiziranih izolatov
spadalo v 29 razliénih spa tipov. Pri MRSA je bila
heterogenost majhna, saj je devet izolatov spadalo
le v tri spa tipe.

Tipizirati nam ni uspelo §tirih izolatov, od tega treh
izolatov MSSA in enega izolata MRSA. Pri izolatu
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Tabela 2. Stevilo tipiziranih izolatov MSSA in MRSA, tipi spa in njihova frekvenca.
Table 2. The number of spa typed isolates of MSSA and MRSA, spa types and their frequence.

Stevilo tipiziranih

Skupina izolatov

Najpogostejsi tipi spa

Stevilo spa tipov (8t. izolatov)

MSSA 45

t091 (9)
t015 (5)
t005 (3)
t026 (2)
t116 (2)
sporadi¢ni (24)

29

MRSA 9

t041 (7)
3 t001 (1)
t003 (1)

Skupaj 54

32 32/ 54

MSSA nam z uporabljenima oligonukleotidnima
zaCetnikoma ni uspelo pomnoziti polimorfnega
dela X gena spa, o ¢emer poroc€ajo pri priblizno
1 % izolatov Staphylococcus aureus tudi Faria
s sod. (12) in Strommengerjeva s sod. (15). Pri
ostalih treh neuspesno tipiziranih izolatih pa nam ni
uspelo pridobiti dovolj kakovostnega nukleotidnega
zaporedja za vnos v Ridom spaserver, ki ima zelo
stroge zahteve glede kakovosti nukleotidnega
zaporedja, s Cimer se zagotavlja kakovost baze
podatkov (11).

Prevladujodi spa tip t091 smo dolocili pri devetih
izolatih MSSA bolnikov z bakteriemijo in je
predstavljal 16,7 % vseh tipiziranih izolatov. Bolniki s
tem spa tipom so bili iz sedmih bolnisnic, kar kaze na
razSirjenost po celi Sloveniji. Spatip t091, ki z metodo
MLST spada v sekvenéni tip (sequence type) ST-7, je
precej razSirjen po Evropi, vkljuéno v nasih sosednijih
drzavah Avstriji in Italiji (16). Glede na podatkovno
bazo v Ridom spaserver, kjer so vneSeni spa tipi
S. aureus iz razliénih kuznin iz ve€inoma evropskih
drzav, je od vseh 4231 dosedaj vneSenih spa tipov
ta spa tip na 15. mestu najpogosteje izoliranih spa
tipov (16). Frekvenca vnosa tega spa tipa v Ridom
spaserver je 1,06 % vseh spa tipov (16).

Drugi najpogostejSi spa tip med izolati MSSA je bil
t015, ki mu je pripadalo pet izolatov v treh bolniSnicah,
kar je 9,3 % vseh izolatov S. aureus tipiziranih v nasi
raziskavi. Tudi ta spa tip (ST-45) je zelo razSirjen po
Evropi in je hkrati tudi 10. najpogosteje izolirani spa
tip (frekvenca v Ridom spaserver je 1,30 %). Prisoten
je v vseh nasih sosednjih drzavah (16).

Spa tip t005 (ST-22, 23, 60), ki so mu pripadali trije
izolati MSSA iz treh bolniSnic (5,6 % vseh S. aureus),
so po podatkih Ridom spaserver izolirali med nasimi
sosednjimi drzavami samo v Italiji (16). Ta spa tip ima
frekvenco izolacije v Evropi 0,76 %.

Stiriindvajset izolatov MSSA (53 %) pa je spadalo v
sporadi¢ne spatipe. Med njimi smo dokazali dva nova,
Se neopisana spa tipa in ju dodali v podatkovno bazo

Ridom spaserver kot 12829 in t2830. Heterogenost
sevov MSSA izoliranih iz hemokultur v Sloveniji je
primerljiva z rezultati tipizacije spa MSSA iz objav
(15).

Med izolati MRSA je prevladoval spa tip t041, ki
mu je pripadalo sedem izolatov iz treh bolnisnic. V
eni bolnisnici smo dokazali izolat MRSA spa tipa
t003, v eni pa izolat spa tipa t001. Vsi ti trije spa tipi
spadajo, glede na podatkovno bazo Ridom spaserver,
v klonalni kompleks CC5, kar pomeni, da imajo
skupnega prednika (14).

Spatip t001 so priizolatih MRSA iz razliénih kuznin iz
Slovenije iz obdobja 1981-1998 dokazali ze Cookson
in sod. (3). Z MLST so dolodili, da spada v ST-228 in z
dolo€anjem tipa genskega elementa SCCmec, da je
nosilec SCCmecl.V ta klon (ST-228-MRSA-I), znan
kot juznonemski epidemicni klon MRSA, so uvrs¢eni
tudi spatipi t041, 1023, t188, 201 (5).V Evropi je zelo
razSirjen, tudi v vseh nasih sosednjih drzavah (16).
Spa tip t001 je osmi najpogosteje izolirani spa tip v
Evropi (frekvenca izolacije v podatkovni bazi Ridom
spaserver je 1,94 %), spatip t041 pa je nekoliko manj
pogost (frekvenca izolacije med vsemi S. aureus je
0,78 %) (16).
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Cookson in sod. (3) spa tipa t003 med slovenskimi
izolati niso naS$li, zato bi lahko le ugibali, v kateri klon
sodi (Rhine Hesse MRSA, EMRSA-3 ali klon New
York). Glede na Ridom spaserver je t003 najpogosteje
izoliran spa tip s frekvenco izolacije 13,45 % (16).V
nasi okolici je opisan tudi v Avstriji in na Hrvaskem.
Tudi v raziskavi Strommengerjeve s sod. je spadalo
med 1176 tipiziranimi izolati MRSA ve¢ kot 50 % v
samo dva spatipa, t032 in t003 (15), kar je posledica
klonalnega Sirjenja MRSA. V na$i Studiji zaradi
premajhnega vzorca tipiziranih izolatov MRSA ne
moremo sklepati o genetski heterogenosti MRSA
v celi Sloveniji v daljSem obdobju. Obstajajo lahko
namre¢ $e drugi spa tipi MRSA in je zato dejanska
heterogenost visja, kot jo prikazujejo nasi rezultati.

Mozno je, vendar redko, da spadajo v isti spa tip
izolati MRSA in tudi MSSA. Tak je npr. t008, kamor
spadajo MSSA in MRSA sevi (15). V nasi raziskavi
tega nismo opazili. V raziskavi Strommengerjeve s
sod. je bilo med 221 spatipi pri 1459 izolatih S. aureus
takih spa tipov 28 (15).

Zakljucek

V Sloveniji so prevladovali med izolati MSSA iz
hemokultur v obdobju 6 mesecev spa tipi 1091, t015
in t005, ki so med najpogostejSimi spa tipi tudi v
nasih sosednjih drzavah in drugod po Evropi. Med
izolati MSSA smo dokazali dva nova spa tipa, 12829
in 12830.

Med 9 izolati MRSA iz hemokultur v istem ¢asovnem
obdobju smo v ve¢ bolniSnicah dokazali spa tip 1041
(v sedmih primerih), ki je med najpogostejSimi MRSA
spa tipi tudi v drugih evropskih drzavah.

Velika genetska heterogenost MSSA, ki smo jo dobili
v tej raziskavi, in podatki iz literature kazejo, da je
tipizacija spa primerna za lokalno epidemiologijo
MSSA v kratkem in daljSem ¢asovnem obdobju in
tudi za epidemiologijo MSSA na SirSem geografskem
podro¢ju. Ta metoda namre¢ omogo¢a nedvoumno
primerjanje in sledenje posameznih spa tipov tudi
izven nasih meja zizolati S. aureusv drugih evropskih
drzavah in drugod.

Uporabnosti metode tipizacije spa za lokalnho
epidemiologijo MRSA v kratkem asovnem obdobju pa
nismo uspeli preveriti, ker je bil vzorec premajhen.
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