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WYKAZ SKROTOW

ADSRRS-fingerprinting - Amplification of DNA fragments Surrounding Rare Restriction
Sites / amplifikacja fragmentdw restrykcyjnych DNA

Agr - Accesory gene regulator

AMPs - antimicrobial peptides / peptydy przeciwdrobnoustrojowe)
AZS - atopowe zapalenie skory

CF - clumping factor/ czynnik zlepiajacy

CFU - Colony Forming Units/ jednostki tworzace kolonie

CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute/ Instytut Standardow Klinicznych i La-
boratoryjnych

CTCL - Cutaneous T-cell Lymphoma/ Chioniaki Pierwotnie Skérne z komoérek T

DIC - diizopropylokarbamid

DMEF/DCM - Dimetyloformamid/Dichlorometan

DMSO - dimetylosulfotlenek

FIC - Fractional Inhibitory Concentration/ frakcjonowane stezenie hamujace

GAGs - Glycosaminoglicans/glikozaminoglikany

hBD3 - human beta defensin 3/ ludzka beta defensyna 3

HOBt - 1-hydroksybenzotriazol

HPLC - High Performance Liquid Chromatography/ wysokosprawna chromatografia cie-

czowa

LL- 37 - ludzka katelycydyna — peptyd przeciwdrobnoustrojowy ztozony z 37 aminokwa-
sow

MBC - minimal bactericidal concentration/ minimalne stgzenie bakteriobdjcze

MHB - bulion Muller-Hintona

MIC - minimal inhibitory concentration/ minimalne st¢zenie hamujace

MLSB - opornos¢ na makrolidy, linkozamidy i streptograminy B

MRSA - Methicillin Resistant Staphylococcus aureus/

oporny na metycyling Staphylococcus aureus

MSSA - Methicillin Susceptible Staphylococcus aureus/

wrazliwy na metycyling Staphylococcus aureus

PCR - polymerase chain reaction/ polimerazowa reakcja fancuchowa



PFGE - Pulsed Field Gel Electrophoresis/ elektroforeza pulsacyjna fragmentéw
restrykcyjnych

PVL - Panton-Valentine Leukocidin/ leukocydyna Panton-Valentina
RAPD - Random Amplified Polymorphic DNA/ technika PCR umozliwiajaca wykrycie po-

limorfizmu genetycznego mikroorganizmdow
RDA - Radial Diffusion Assay/technika radiodyfuz;ji
RPM - Rotation Per Minute/ 110$¢ obrotéw na minute
SEA-D - Staphylococcal Enterotoxins A-D/ gronkowcowe enterotoksyny A-D
SupAg - Superantigens/ superantygeny
SS - Sezary Syndrome/ Zespdt Sezaryego
TCR - T-cell Receptor/receptor limfocytéw T
TSST-1 - Toxic Shock Syndrome Toxin-1/Toksyna Wstrzasu Septycznego 1



ZRODLEA FINANSOWANIA PRACY

Praca W-149 Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego realizowana w latach 2006-2008
pt. ,,Rola superantygendw Staphylococcus aureus w erytrodermiach o podtozu nowotworo-
wym (chtoniaki pierwotnie skorne z komodrek T, zespdt Sezaryego) i zapalnym (atopowe za-

palenie skory, luszczyca, inne)”. Kierownik projektu: dr n. med. Wioletta Baranska-Rybak.

Grant MNiSW nr NN402 195235 (G-809) w latach 2008-2011 o charakterze projektu
badawczego wlasnego pt. ,,Rola superantygenéow Staphylococcus aureus w erytrodermiach o
podtozu nowotworowym (chtoniaki pierwotnie skorne z komorek T) i zapalnym (atopowe
zapalenie skory, tuszczyca, inne). Udziat w projekcie: gtowny wykonawca. Kierownik projek-

tu: prof. dr hab. med. Jadwigi Roszkiewicz

Grant MNiSW nr NN 405 6278 38 (G-79) w latach 2010-2012 o charakterze projektu
badawczego wilasnego pt. ,,Badanie aktywnosci i toksycznosci wybranych antybiotykow
peptydowych pod katem ich zastosowania w gronkowcowych zakazeniach skoérnych”.

Kierownik projektu: dr n. med. Wioletta Baranska-Rybak

—10-—



1. WSTEP

Staphylococcus aureus (S. aureus) jest powaznym czynnikiem infekcyjnym dla cztowie-
ka i jednym z pierwszych zidentyfikowanych patogenoéw bakteryjnych w historii. Pierwszy
opis gronkowca zlocistego jako czynnika chorobotwdrczego wyizolowanego z wydzieliny
ropnej zostat sporzadzony przez Aleksandra Ogstona 130 lat temu [72, 91]. S. aureus jest
uznany za jeden z wiodacych patogendéw odpowiedzialnych za schorzenia uktadu oddecho-
wego, skory i tkanek migkkich oraz kosci na wszystkich kontynentach [37]. Odpowiedzialny
jest zardbwno za schorzenia nabywane w warunkach poza szpitalnych jak i szpitalnych. Osza-
cowano, ze w Stanach Zjednoczonych na infekcje gronkowcowe rocznie zapada ok. pét mi-
liona osob, a koszt ich leczenia w 2003 roku wyniost 14 biliondw dolardw [59, 76]. S. aureus
moze stanowi¢ bezobjawowy element kolonizujacy przedsionek nosa u 30% populacji nie
wywolujac zadnej infekcji [50]. W warunkach sprzyjajacych za$ posiada unikalng zdolnos¢
wywotywania szerokiego spektrum schorzen i objawdw poczawszy od zakazen skory i tkanek
migkkich, infekcji pokarmowych, wstrzasu toksycznego, poprzez bakteriemie, posocznice,
zapalenia wsierdza, ko$ci czy martwicze zapalenia powiezi oraz zapalenia ptuc. Charaktery-
styczna budowa $ciany komdrkowej, obejmujaca kompleksy biatkowo-cukrowe, kwas tei-
chowy 1 bialko A oraz duza ilo$¢ enzymdw 1 toksyn wydzielanych przez poszczegdlne szcze-
py gronkowcowe czyni je niezwykle patogennymi [44]. Na przestrzeni ostatnich 70 lat zaob-
serwowano dynamiczng ewolucj¢ gatunku S. aureus w kierunku rozwinigcia wysoce pato-
gennych i opornych na antybiotyki szczepéw. Stanowi to istotny problem w aspekcie aktual-
nych mozliwosci terapeutycznych [36, 81]. Szczegdlnie alarmujace jest narastanie w warun-

kach ambulatoryjnych infekcji wywotywanych przez oporne na metycyling szczepy S. aureus

(MRSA) [35].

Gronkowcowe infekcje skdry mozna podzieli¢ na powierzchowne (liszajec pecherzowy,
zakazone zadrapania czy otarcia, zapalenie mieszkow wlosowych) oraz glebokie (ropien, fi-
goéwka, czyracznos$¢, cellulitis czy zakazone owrzodzenia i rany) [70]. Typowa cechg gron-
kowcowych chordb skdry i tkanek migkkich jest nawrotowos¢, ktora dotyczy 30% pacjentow.
Zaréwno obserwacje kliniczne jak i badania na zwierzegtach wykazaty, ze schorzenia wywo-
tywane przez S. aureus nie powodujg wytworzenia ochronnej odpowiedzi immunologicznej
[58, 85]. W wyniku zakazenia S. aureus uruchamia kilka mechanizmow inaktywujacych ko-
morki uktadu immunologicznego poprzez hamowanie rekrutacji leukocytow [44]. Enzymy

(hemolizyny, leukotoksyny, leukocydyny, lipazy czy proteinazy) i toksyny gronkowcowe
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(o — v, epidermolityczna, wstrzasu toksycznego) sa odpowiedzialne za uszkodzenie komorek
gospodarza i rozwoj infekcji [44]. Wiadomo, ze liszajec pecherzowy jest wywotywany przez
szczepy S. aureus produkujace eksfoliatyne 1 stanowi zlokalizowana posta¢ zapalenia peche-
rzowego 1 zluszczajacego skory, natomiast w czyracznosci stwierdzono ekspresje genu agr
grupy IV oraz genu dla leukocydyny lukS/lukF-PV [46]. Zardwno liczne czynniki zjadliwosci
jak 1 unikatowe zdolno$ci szybkiego nabywania opornosci na powszechnie stosowane anty-

biotyki determinuja patogennos¢ tego gatunku drobnoustrojow.

Wprowadzenie do lecznictwa penicyliny w 1940 roku zapoczatkowato tzw. ,.er¢ anty-
biotykowa”, niemniej jednak juz od 1942 roku coraz wigcej pisano o opornosci gronkowcoOw
na ten antybiotyk [84]. Wprowadzenie penicylin polsyntetycznych rozwigzato problem terapii
infekcji gronkowcowych zaledwie do roku 1959, w ktérym odnotowano wysoki odsetek
szczepOw opornych na te grupe antybiotykow, a sytuacja zaczeta przypominac er¢ przedanty-
biotykowa [25]. Od 1961 roku zaobserwowano pojawienie si¢ szczepéw MRSA u pacjentdw
hospitalizowanych, czyli obarczonymi wieloma czynnikami ryzyka, a od 1990 roku u pacjen-
tow w srodowisku pozaszpitalnym [11, 103]. Stale obserwuje si¢ narastanie opornosci na ery-
tromycyne 1 klindamycyng wsrdd szczepow MSSA odpowiedzialnych za ropne infekcje skor-
ne [77]. Zwigksza si¢ tez odsetek szczepdw opornych na mupirocyne i kwas fusydowy [6].
Stwierdzono ponadto, ze szczepy MRSA izolowane w warunkach pozaszpitalnych czgsciej
niz szczepy szpitalne sg wrazliwe na klindamycyne 1 kotrimoksazol [33]. Szczegdlnie intere-
sujacym jest fakt, ze w 90% sa one izolowane od pacjentow ze schorzeniami skory i tkanek
migkkich, gléwnie ropni, czyrakéw czy cellulitis z ropnym wysickiem [57]. Najbardziej
prawdopodobng przyczyng pojawienia si¢ szczepéw MRSA w warunkach pozaszpitalnych
wydaje si¢ naduzywanie antybiotykow w terapii roznych infekcji u chorych ambulatoryjnych.
Co prawda szczepy te nie wystepuja jeszcze w naszym kraju w ilosciach alarmujacych, nie-

mniej jednak fakt ich pojawienia si¢ powinien by¢ powaznym ostrzezeniem.

Poza gronkowcowymi chorobami skory obecno$¢ S. aureus jest stwierdzana na skorze
chorych z atopowym zapaleniem skéry (AZS), z czego 75-100% w obrgbie zmian skérnych, a
30-50% w obrebie skéry niezmienionej [23]. Nasilonej kolonizacji bakteryjnej skory w AZS
moga sprzyja¢ zarowno zaburzenia odpornosci humoralnej jak i komorkowej [40]. S. aureus
stymuluje reakcje zapalne zarowno przez bezposrednie dziatanie prozapalne, jak réwniez
przez alergenowe dziatanie szeregu czynnikow (np. biatek $ciany komorkowej oraz egzotok-
syn). W surowicy chorych stwierdza si¢ swoiste przeciwciata IgE przeciw antygenom S. au-

reus oraz jego toksynom (SEB, SEA), a poziomy tych przeciwciat korelujg z zaawansowa-
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niem klinicznym choroby. Dodatkowo enterotoksyny gronkowcowe wykazuja dzialanie supe-
rantygenowe prowadzac do oligoklonalnej aktywacji 30% limfocytéw T. Wykazano, ze bak-
terie lokalizujg si¢ w powierzchownych warstwach skory, a ich toksyny penetrujg skore wta-
sciwg 1 aktywujg produkcje licznych cytokin prozapalnych [2]. Enterotoksyna gronkowcowa
B (SEB) po aplikacji miejscowej na skére zdrowa i zmieniong w przebiegu AZS wyzwala
reakcje zapalna [52, 96]. W skorze chorych z AZS stwierdza si¢ zwigkszong ilos¢ komdrek
TH2 co prowadzi do wzmozonej ekspresji uwalnianych przez nie cytokin: IL4, IL10 oraz
IL13 1 niskich poziomdéw cytokin prozapalnych (TNF-a, IFN-y, IL1B) [75]. Udowodniono, ze
IL4 1 13 hamuje¢ indukcje peptydow przeciwdrobnoustrojowych (AMPs — Antimicrobial Pep-
tides), gtéwnie HBD-2 i HBD-3 (human beta defensin 2 i 3) w keratynocytach [79]. Dodat-
kowo brak stymulatorow IL1p oraz IL22 prowadzi do zmniejszonej ekspresji AMPs w skorze
chorych z AZS i to zarowno HBD2 1 HBD3 jak 1 LL-37 [109]. Analiza AMPs w skorze przy
pomocy techniki mikromacierzy wykazata znacznie nizsze poziomy ww. peptydow w AZS
anizeli a luszczycy, w ktorej wydzielane sa w bardzo duzych ilosciach [75, 79]. Udowodnio-
no, ze podwyzszony poziom LL-37 w skorze tuszczycowej jest czynnikiem chronigcym przed
zakazeniami gronkowcowymi, a obnizony w AZS predysponuje do infekcji typu liszajec za-
kazny [112]. Dodatkowymi czynnikami sprzyjajacymi kolonizacji S. aureus u pacjentow z
AZS sa: zasadowe pH=7-8, niski pozim ceramidéw, obnizona ilo§¢ wolnych kwaséw ttusz-
czowych polarnych lipidéw powierzchniowych, a takze odstonigcie receptorow fibronektyny

wigzacych bakteryjne adhezyny $ciany komdrkowej [48].

W aspekcie narastania opornosci S.aureus na powszechnie stosowane antybiotyki uza-
sadnionym wydaje si¢ poszukiwanie nowych metod terapeutycznych opartych na AMPs. Sa
to struktury stanowiace naturalne sktadniki uktadu odpornosciowego organizmdéw z krélestwa
Prokariota i Eucariota. Ludzki organizm wyposazony jest w ponad 20 AMPs bedacych inte-
gralnym sktadnikiem odpornosci wrodzonej. Maja one zdolno$¢ zabijania bakterii poprzez
przenikanie i niszczenie ich blony komdrkowej, inaczej niz tradycyjne antybiotyki ktore dzia-
taja poprzez wiazanie si¢ ze specyficzng strukturg komorkowa. Brak konkretnego celu mole-
kularnego w komorce bakteryjnej minimalizuje ryzyko rozwoju opornosci, stad tez AMPs

staly si¢ przedmiotem intensywnych badan laboratoryjnych w ostatnim dwudziestoleciu.
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Ryc. 1. Schemat mechanizmu dziatania peptyddéw przeciwdrobnoustrojowych
na blon¢ komdrkowa bakterii.

Nie podlega watpliwosci, ze poszukiwanie nowych zwigzkow aktywnych w stosunku do
gronkowca zlocistego stanowi ogromng potrzebe dzisiejszej medycyny. Na wdrozenie ocze-
kuje wiele zwigzkow, w tym liczna grupa AMPs. Zaprojektowano szereg syntetycznych ana-
logdw antybiotykdéw peptydowych, opracowane zostaty optymalne metody pozyskiwania oraz
oczyszczania tych zwiazkow, przebadano takze ich aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowg [14,
28,29,47,56,91] .

Mozliwo$¢ wdrozenia peptydéw do lecznictwa wymaga rozszerzenie prowadzonych ba-
dan w kilku kierunkach. Rozpatrujac je jako potencjalne zwigzki do stosowania w dermatolo-
gii nalezy przeprowadzi¢ badania aktywnosci mikrobiologicznej wzgledem szczepdw izolo-
wanych od pacjentow z chorobami gronkowcowymi skdry czy tez badanych pod katem nosi-
cielstwa (np. w AZS) oraz badania bezpieczenstwa tych zwigzkow w aspekcie aplikacji na
skore.

Rozwazanych jest kilka mozliwosci zastosowania AMPs w zwalczaniu infekcji bakte-
ryjnych: jako pojedyncze substancje aktywne, co stanowitoby alternatywe dla konwencjonal-
nych antybiotykdw, w terapii skojarzonej z dotychczas stosowanymi lekami przeciwbakteryj-
nymi lub przeciwwirusowymi w celu uzyskania dzialania synergistycznego, jako srodki im-
munostymulujace lub neutralizujace endotoksyny. Mechanizm dziatania wigkszos$ci antybio-
tykow peptydowych opiera si¢ na permeabilizacji btony drobnoustrojéw, rzadziej polega na
uwalnianiu ATP z komorek, zatrzymywaniu replikacji DNA bakteryjnego lub hamowaniu
ekspresji ich biatek strukturalnych. Peptydy, ktore maja strukture hydrofobowa lub amfipa-
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tyczng, wiaza si¢ z btong drobnoustroju dzigki oddziatywaniom hydrofobowym i elektrosta-
tycznym, co wprowadza napr¢zenia w dwuwarstwie lipidowej. Gdy energia naprezen prze-
kroczy wartos$¢ krytyczng btona zostaje rozerwana, a peptyd ulega wbudowaniu. Prowadzi to
do niekontrolowanego przemieszczania si¢ jonow 1 zwiagzkow organicznych, ucieczki ATP,
naptywu wody i ostatecznie $mierci komodrki. Niebywatlymi zaletami wynikajacymi z mecha-
nizmu dzialania antybiotykéw peptydowych sg ich aktywnos¢ bakteriobdjcza oraz niskie ry-

zyko wytworzenia przez bakterie mechanizmow opornosci na te zwigzki [14].
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2. CELE PRACY

1.  Zastosowanie technik: ADSRRS-fingerprinting i PCR MP do badan nad gene-

tycznym zrdéznicowaniem szczepow S. aureus .

2. Analiza szczepdw S. aureus izolowanych od chorych z czyraczno$cig nawroto-
w3a pod katem obecnosci genow agr 1 toksyn (SEA, SEB, SEC, SED, TST, ETA,
ETB, lukS/lukF-PV) jako czynnikow determinujacych cigzki przebieg choroby.

3.  Badanie czynnikéw wplywajacych na aktywnos¢ peptyddw przeciwdrobnoustro-

jowych.

4.  Ocena aktywno$ci przeciwbakteryjnej wybranych peptydow przeciwdrobno-
ustrojowych 1 klasycznych antybiotykéw w stosunku do wydzielajacych supe-
rantygeny szczepow S. aureus izolowanych od pacjentow z erytrodemig na pod-
tozu zapalnym i nowotworowym oraz szczepow izolowanych od chorych z czy-

racznoscig.

5. Badanie aktywnosci mikrobiologicznej krotkich lipopeptydéw wobec klinicz-
nych szczepodw S. aureus w aspekcie potencjalnych zastosowan terapeutycz-

nych.
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3. MATERIALY I METODY

3.1. Pozyskiwanie szczepow S. aureus

Szczepy gronkowcowe pozyskano od nastepujacych grup pacjentéw: chorych z czyracz-
noscig nawrotowg oraz z erytrodemia na podtozu zapalnym (atopowe zapalenie skory, tusz-
czyca) 1 nowotworowym (chtoniaki pierwotnie skorne z komoérek T — CTCL (Cutaneous T-
cell Lymphoma, zespot Sezary’ego).

Grupe¢ badang stanowito 46 pacjentow (23 kobiety 1 23 mezczyzn) w wieku 3-90 lat le-
czonych z powodu czyracznosci w Klinice Dermatologii GUMed. Od wszystkich chorych
byly pobierane wymazy ze zmian skornych, nosa i1 gardia, a w przypadku pacjentéw z nawra-
cajacg czyracznoscig dodatkowo wymazy z nosa i gardta od cztonkow ich rodzin pod katem
badania nosicielstwa. Szczepy S. aureus w liczbie 70 zidentyfikowano na podstawie morfolo-
gii kolonii (Becton Dickinson, Niemcy), badania metoda Gram, zdolnosci produkcji katalazy i
pozytywnego wyniku testu koagulacji (Staphaurex, Biomerieux). Przy pomocy 2 technik
PCR: ADSRRS-fingerprinting oraz PCR MP analizowano 13 szczepdw S.aureus uzyskanych
od cztonkéw 4 réznych rodzin z problemem czyracznosci rodzinnej w ktdrych co najmniej
jedna osoba cierpiala z powodu tej jednostki chorobowej oraz 24 szczepy od chorych z czy-

racznoscig nawrotowa.

Druga grupe pacjentdw stanowito 28 chorych z erytrodermig hospitalizownych w Klini-
ce Dermatologii GUMed. Od wszystkich pobierano wymazy ze skéry obu zgie¢ lokciowych.
Identyfikacji mikrobiologicznej dokonywano analogicznie jak przedstawiono powy-
zej. Nastepnie wyizolowane szczepy byly badane pod katem zdolnosci do wydzielania supe-
rantygenow przy pomocy techniki Multiplex PCR oraz biernej aglutynacji lateksowej (SET-
RPLA oraz TST-RPLA TOXIN DETECTION KIT, Oxoid).

3.2. Metody genetyczne wykorzystane w identyfikacji szczepow S. aureus

3.2.1. Izolacja DNA bakteryjnego i technika ADSRRS - fingerprinting

Genomowe DNA S. aureus pozyskano na drodze izolacji zgodnie z procedurg zatagczang
do zestawu Genomic Mini (A&A Biotechnology, Polska). Zawartos¢ DNA w probce ustalono
przy pomocy elektroforezy agarozowej (Sigma, St. Louis, MO, USA). W celu wizualizacji

wynikéw (do barwienia pragzkow DNA w zelu) uzyto roztworu bromku etydyny o stezeniu 5
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ul/ml dodawanego przed wylaniem zelu na plytke (Sigma-Aldrich Chemic GmbH, Steinheim,

Germany).

Wszystkie szczepy S. aureus zostaly zidentyfikowane na podstawie techniki ADSRRS-
fingerprinting [69] po trawieniu przy pomocy 2 enzymow restrykcyjnych: BamHI (10 U/ul)
(Sigma) 1 Xbal (10 U/ul) (Sigma) przez 2-3 h w temperaturze 37°C w catkowitej objetosci
50 ul wlasciwego zwigzku buforujacego. Do kazdej probki poddawanej trawieniu dodawano
20 ul 3 M NaAc, 150 pl buforu TE, 400 pl 96% etanolu i 3 pl glikogenu (20 mg/ml) (Sigma),
nastepnie worteksowano, mieszano oraz inkubowano w — 20°C przez 60 min, a nast¢pnie
wirowano z predkoscia 12.000xg przez 10 min. Nastgpnie zlewano supernatant i osad prze-
mywano 300 pl 70% etanolu, po czym wirowano probki kolejne 10 minut przy obrotach
12 tys. RPM. Po wirowaniu zlewano supernatant i osad suszono w temperaturze pokojo-
wej. Po wysuszeniu, osad zawieszano w 20 ul wody jatowej- otrzymujac w ten sposdb probki

przygotowane do reakcji ligacji z adaptorami.

W sktad kazdego z adaptoréw wchodzi oligonukleotyd pomocniczy (pomlong lub poms-
hort), ktory w etapie ligacji do trawionego DNA genomowego, pomaga wigzaniu si¢ wtasci-
wego oligonukleotydu, tzw. oligonukleotydu ligowanego (bisshort lub liglong), lepkich kon-
cow pozostawionych po trawieniu restryktazami na matrycy. Dzigki komplementarnos$ci oli-

gonukleotyddéw zawsze pomlong hybrydyzuje z liglong, a pomshort z bisshort.

Otrzymanie adaptordw polegato na sporzadzeniu rownomolowych mieszanin odpowied-
nich oligonukleotydow w wodzie. Mieszaniny takie inbkubowano w 90°C przez 1 minutg, a

nastepnie chlodzi przez kolejne 10 minut w temperaturze pokojowe;.

Do probdwek z mieszaning ligacyjng dodano bufor TE rozcienczajac probe¢ do objetosci
80 ul 1 prowadzono precypitacj¢ z zastosowaniem réwnej objetosci alkoholu izopropylowego
zgodnie z procedura. Po odwirowaniu z predkoscig 12.000xg przez 10 min, osad DNA roz-

puszczono w 20 ul TE.

Reakcje PCR przeprowadzono w 50 ul mieszaniny reakcyjnej zawierajacej 2 ul miesza-
niny ligacyjnej, 5 pl buforu PCR (100 mM Tris-HCI, pH=8,8; 500 mM KCI; 20 mM MgCl,;
1% Triton X-100), 5 ul 2,5 mM dNTP), 1 ul (1 U) polimerazyZaq (Shark2, DNA Gdansk II
s.c., Poland) lub 1 ul (1 U) polimerazy Pwo (DNA Gdansk II s.c., Poland), 50 pM kazdego
startera 1 wody do 50 ul. Reakcja zostata przeprowadzona w termocyklerze Perkin-Elmer
GENEAMP® PCR System 2400. Wykorzystano nastgpujacy profil termiczny: cykl poczat-
kowy 94°C przez 5 min, nastgpnie 72°C przez 5 min, dalej denaturacja w 94°C przez 5 min,
po czym 22 cykle w 94°C przez 30 s, 62°C przez 30 s, 72°C przez 90 s, a nast¢gpnie 5 min w
72°C. Produkty PCR (10 ul z 50 pl) zostaty poddane elektroforezie na 6% zelu poliakrylami-
dowym z TBE. Po zakonczeniu rozdziatu, zel barwiono w kapieli barwiagcej — woda z dodat-
kiem bromku etydyny, w celu wizualizacji wynikdw. Wyniki rozdziatu produktéw PCR byty

oceniane na transiluminaturze wykorzystujgcym promieniowanie UV. Izolaty okreslano jako
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epidemiologicznie spokrewnione w przypadku uzyskania identycznych profili lub jesli nie-
wielkie roznice w intensywnosci jednego lub dwoch prazkéw nie zostaty potwierdzone w

kolejnych eksperymentach.

3.2.2. Technika PCR MP

Przygotowanie DNA bylo identyczne jak w technice ADSRRS-fingerprinting. 1 pg
DNA byt trawiony HindIII (5U, Fermentas, Litwa). Po inkubacji w 37°C przez 30 min doda-
no mieszaniny ligacyjnej: 2 pl dwdch oligonukleotydéw (20 pmol kazdego) i adapera: 5’
CTCACTCTCACCAACGTCGACAGCTT?’ i 3’GGTTGCAGCTGTCGAS’ oraz
5’CTCACTCTCACCAACGTCGAC3’, 2,5 ul buforu ligacyjnego (330 mM Tris, pH=7,8,
660 mM octan potasu, 100 mM octan magnezu, 5 mM DTT; Epicentre USA), 0,5 ul 25 mM
roztworu ATP (Epicentre USA) 1 0,5 ul T4 ligazy DNA (1 U, Epicentre). Nastgpnie probki
inkubowano w temperaturze pokojowej przez 1 godz., po czym ogrzewano w termobloku w
70°C przez 10 min i chtodzono w temperaturze pokojowej przez 10 min. Reakcja PCR zostata
przeprowadzona w 50 pl mieszaniny reakcyjnej zawierajacej: 1 ul roztworu ligacyjnego, 5 pl
10xbuforu PCR (100 mM Tris-HCI pH=8,5, 500 mM KCl, 1% Triton X-100), 2 ul 50 mM
MgCl,, 5 pl mieszaniny DTP, 1 pl (2 U) polimerazy Pwo (DNA Gdansk, Polska) oraz
50 pmol primera. Temperatura denaturacji zostala ustalona podczas optymalizacji doswiad-
czen dla 2 genetycznie niespokrewnionych szczepow S. aureus przy pomocy cyklera gradien-
tow termalnych (Biometra Tgradient Engine) w zakresie 79,5-82,5°C. Reakcje PCR przepro-
wadzono nastepujaco: 7 min w 72°C do uzyskania amplikonéw, poczatkowa denaturacje w
temperaturze 79,5-82,5°C przez 90 s, 22 cykle denaturacji w 79,5-82,5°C przez 1 min, wyza-
rzanie 1 elongacje w 72°C przez 2 min 15 s 1 72°C przez 5 min po ostatnim cyklu. Reproduk-
tywnos$¢ byla oceniana przy pomocy 2 niezaleznych eksperymentdéw poczawszy od izolacji
DNA.

3.2.3. Wykrywanie genow toksyn SEA-D, TSST-1, ETA, ETB przy pomocy Multiplex
PCR

Badaniu ta technika poddano szczepy uzyskane od 44 chorych z czyracznoscig nawro-
towa oraz szczepy od 24 chorych z erytrodermia. Grupe kontrolng stanowito 150 wolontariu-
szy z negatywnym wywiadem w kierunku czyracznosci badanych pod katem nosicielstwa S.
aureus W nosie. Szczepy referencyjne do detekcji PCR genéw czynnikdéw wirulencji 1 grup
agr zostaly zakupione w Krajowym Instytucie Zdrowia Publicznego w Warszawie i w Krajo-

wym Centrum Referencyjnym Gronkowca w Gdansku. Szczepy referencyjne i kliniczne byty
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przechowywane w TSB (Triptic Soy Broth, Oxoid, Anglia) w temperaturze -70°C i zawieszo-

ne w 15% glicerolu.

Izolacje DNA przeprowadzono zgodnie z wytycznymi Barskiego i wsp. [13]. Amplifi-
kacji DNA dokonano w termocyklerze Perkin Elmer 2400 (Norwalk, USA). Startery dla ente-
rotoksyn (SEA, SEB, SEC i SED), TSST-1 i eksfoliatyn (ETA, ETB) zostaty uzyte wedhug
opisanych zasad. DNA gronkowcowe (50-100 ng) byto amplifikowane w dwdch niezaleznych
reakcjach PCR — umownie okreslonych jako A i B. W reakcji A uzyto po 20 pmol primeréw
sea, seb 1 sec oraz 40 pmol pimera sed, podczas gdy w reakcji B zastosowano 50 pmol prime-
ra eta i po 20 pmol primerdw etb i tst. Detekcja gendw zostata przeprowadzona w 50 ul mie-
szaniny zawierajacej: 5 pl bakteryjnego DNA (5 ng/ul), 5 pul 10xbuforu reakcyjnego (Fer-
mentas, Niemcy), primery sea, seb, sec, sed, ata, arb i tst (Sigma-Proligo, USA), 200 ul DTP,
2,5 U polimerazy Taq (Fermentas, Niemcy) i sterylnej wody. Amplifikacji DNA dokonano w
nast¢pujacych warunkach: poczatkowa denaturacja w 94°C przez 5 min, nastepnie 35 cykli
amplifikacji (denaturacja w 94°C przez 2 min, wyzarzanie w 57°C przez 2 min, wydtuzanie w
72°C przez 1 min) i ostateczne wydluzanie w 72°C przez 7 min. Amplifikacja genu PVL
(lukS/lukF-PV) zostata przeprowadzona wedlug metodyki opisanej przez Lina i wsp. [63].
Specyficznos¢ grup agr zostata okreslona przy pomocy amplifikacji PCR domen o wysokiej
zmiennosci zaproponowanej przez Shopsin 1 wsp. [89]. Produkty reakcji PCR byly analizo-
wane na 2% zelu agarozowym (Sigma, USA) w obecnosci bromku etydyny i sfotografowane
pod UV.

3.3. Ocena wrazliwosci szczepow S. aureus na klasyczne antybiotyki

3.3.1. Metoda dyfuzyjno-krazkowa w agarze

Zawiesina bakteryjna byla rozprowadzana w soli fizjologicznej o st¢zeniu 0,5 mF, a na-
stepnie umieszczana na pozywce Mullera-Hintona II na ptytce Petriego. Na tak przygotowa-
nej ptytce uktadano krazki bibuty o §rednicy 6 mm nasycone antybiotykami. Lek dyfundujac
do podtoza, tworzy gradient stezen o najwigkszej koncentracji antybiotyku przy brzegach
krazka, zmniejszajacej si¢ wraz z odleglo$cia. Dzigki temu uzyskuje si¢ strefy zahamowania
wzrostu dla wysianej na podloze zawiesiny drobnoustrojow. Miarg opornosci badanego
szczepu bakterii jest srednica strefy, na podstawie ktdérej charakteryzuje si¢ drobnoustroj jako
wrazliwy, §rednio wrazliwy czy oporny. Ocenie poddano nastgpujace antybiotyki: penicyling,
oksacyling, doksycykline, erytromycyne¢, klindamycyna, chloramfenikol, ciprofloksacyne,
wankomycyne, daptomycyne i tigecykling (Oxoid UK) oraz linezolid (Pfizer).
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3.3.2. MIC - metoda oznaczania minimalnego stezenia hamujacego

Badania MIC (Minimal Inhibitory Concentration) wykonano na 96-dotkowych ptytkach
polistyrenowych (Greiner Bio-one, USA) metoda seryjnych mikrorozcienczen w bulionie MH 11
(Becton, Dickinson and Company, Francja). Oceny wynikow dokonywano wizualnie, za MIC
uznawano stezenie, po zastosowaniu ktdrego nie obserwowano wzrostu drobnoustrojow. Zawar-
tos¢ dotkow ze stezeniami MIC oraz dwoma kolejnymi wyzszymi posiewano na podtoze state
MH 1II w celu okreslenia minimalnego st¢zenia bdjczego zwigzkéw wzgledem badanych szcze-
poéw S. aureus. Oba badania wykonano zgodnie z biezacymi zaleceniami CLSI (Clinical and La-
boratory Standards Institute) [104].

3.4. Badania nad peptydami

Wrazliwos¢ na naturalne ludzkie peptydy przeciwdrobnoustrojowe badano na szczepach
S. aureus izolowanych od chorych z czyracznoscig, natomiast na peptydy wystgpujace w

przyrodzie i syntetyczne lipopeptydy na szczepach izolowanych od chorych z erytrodemis.

3.4.1. Otrzymywanie zwiazkow peptydowych

Kationowy peptyd LL-37 o sekwencji aminokwasow LLGDFFRKSKEKIGKEFK-
RIVQRIKDFLRNLVPRTES (m.cz. 4492 Da) zostal zsyntetyzowany przez Innovagen AB
(Lund, Szwecja). Czystos$¢ 1 masa czasteczkowa peptydu zostata potwierdzona metoda spek-
trometrii mas (MALDI-TOF). Lizozym uzyskany z biatka jaja kurzego i laktoferryna wyizo-
lowana z mleka ludzkiego zostaty dostarczone przez firme Sigma-Aldrich (St Louis, USA).
Ludzka beta defensyna 3 (hBD-3) zostata zsyntezowana przez PeproTech Inc (USA).

Lipopeptydy, Temporyna A, Aureina 1.2, Citropina 1.1, Protegryna 1, Tachyplezyna 3,
Uperyna 3.6 zostaly zsyntezowane metoda na statym no$niku polimerowym Polistyrene AM-
RAM (Rapp Polymere, Niemcy) z wykorzystaniem ostony 9-fluorenylometoksykarbonylowej

(Fmoc) [42]. Pozostate odczynniki zakupiono w firmie Sigma Aldrich (Poznan, Polska).

Schemat syntezy wygladat nastepujaco: 1) etap deprotrakcji 20% (v/v) roztworem pipe-
rydyny w dimetyloformamidzie (DMF) z dodatkiem Tritonu X — 100, 2) acylowanie chronio-
nym aminokwasem w mieszaninie dimetyloformamid/dichlorometan (DMF/DCM, v/v, 1:1) w
obecnosci Tritonu X-100, z zastosowaniem diizopropylokarbodiimidu (DIC) jako $rodka
sprzggajacego oraz 1-hydroksybenzotriazolu (HOBt) jako dodatku przeciwracemizacyjnego.
Acylowanie trwalo 1,5 h. Przylaczanie reszty kwasu palmitynowego przebiegato wg. iden-

tycznej procedury. Stopien kazdego acylowania badano testem chloranilowym [27].
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Surowe lipopeptydy oczyszczano za pomoca ekstrakcji do fazy statej (SPE) na kolu-
mienkach ze ztozem modyfikowanym tancuchami oktadecylowymi (C18) [55]. Poszczegdlne
frakcje wymywano ze ztoza za pomocg ukladu rozpuszczalnikow o stezeniu od 0 do 60%
acetonitrylu w wodzie z dodatkiem 0,1% kwasu trifluorooctowego. Eluaty analizowano za
pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) na chromatografie Knauer z ko-
lumng monolityczng Phenomenex C18, przy przeptywie fazy ruchomej 2 ml/min, A =214 nm.

Tozsamos¢ lipopeptydow potwierdzono metoda spektrometrii mas (MALDI — TOF).

3.4.2. Technika radiodyfuzji

Metoda ta polegata na pobraniu jednej kolonii bakteryjnej z krwawej plytki agarowe;j
i umieszczeniu jej w bulionie sojowym (10 ml TSB) oraz inkubacji przez 18 godzin

w cieplarce w temperaturze 37°C w atmosferze 5% CO,

Technike radiodyfuzji przeprowadzono wedtug metodyki opisanej przez Lehrera i wsp.
[61]. Szczepy S.aureus byly inkubowane do uzyskania srodkowej fazy wzrostu logarytmicz-
nego w 10 ml 3% TSB (Becton-Dickinson, Cockeysville, MD). Bakterie ptukano raz w
10 mM Tris, pH=7,4; 4x10° cfu (colony forming units — jednostek tworzacych kolonie), a na-
stepnie dodawano do 5 ml zelowego podtoza agarozowego, sktadajacego si¢ z 0,03% TSB,
1% Low-EEO (niskoelektroendoosmotycznej) agarozy (Sigma, St Louis MO) i 0,02% Tween
20 (Sigma). Podloze wylewano do ptytek Petriego & 85 mm. Po zastygnieciu agarozy, urza-
dzeniem do biopsji skornych wykonano 4 mm $rednicy rynienki do ktérych nanoszono 6 pl
badanego peptydu (laktoferryny, lizozymu i LL-37 w stezeniu 50 i 100 uM), kombinacji pep-
tyd-peptyd (jako mieszaniny ztozonej 3 pl lizozymu i 3 pl LL-37 w stezeniu 50 i 100 uM),
antybiotykdw: erytromycyny, doksycykliny i klindamycyny (w stg¢zeniu 50 i 100 uM) oraz
kombinacji peptyd- antybiotyk (uzywajac mieszaniny 3 pl antybiotyku i 3 ul LL-37 w steze-
niu 50 i 100 uM). Ptytki byly inkubowane przez 3 godziny w temperaturze 37°C w celu uzy-
skania odpowiedniej dyfuzji peptydow, antybiotykow i badanych kombinacji peptyd-peptyd
1 peptyd-antybiotyk. Nastepnie na ptytki z badanymi substancjami wylewano zel sktadajacy
si¢ z 6% TSB 1 1,0% Low-EEO agarozy (Sigma, St Louis MO) rozpuszczonych w wodzie
destylowanej. Aktywno$¢ przeciwbakteryjna testowanego zwiazku oceniano miarg strefy za-
hamowania wzrostu wokoét kazdej z rynienek po 18-24 godzinach inkubacji w temperaturze

37°C.
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3.4.3. CFU - metoda jednostek tworzacych kolonie

Szczepy S. aureus byty inkubowane w bulionie Todd-Hewitt (TH) (Becton-Dickinson,
Cockeysville, MD) do momentu uzyskania srodkowej fazy wzrostu logarytmicznego. Kolej-
nym krokiem bylo plukanie i rozcienczenie bakterii w 10 M Tris pH=7,4 z 5 mM glukoza.
Dalej badany szczep (50 pl; 2x10° bakterii w ml) przez 2 godziny byt inkubowany w 37°C
odpowiednio z lizozymem, LL-37 oraz kombinacjga obu zwiazkéw w stezeniach od 0,03 do
60 uM. Ilosciowa aktywno$¢ bakteriobdjcza badanych substancji byta oceniana dzigki wy-
siewaniu seryjnych rozcienczen inkubowanej mieszaniny na ptytki Petriego z agarem Todd-
Hewitt (TH) (Becton-Dickinson, Cockeysville, MD), inkubowaniu w 37°C przez 18 godzin, a
nastgpnie liczeniu CFU (Colony Forming Units). Brak kolonii bakteryjnych na ptytce byt

wyktadnikiem aktywnosci bakteriobdjczej badanej substancji badz mieszaniny substancji.

3.4.4. MIC dla wybranych peptydéw przeciwdrobnoustrojowych

Metodyka analogiczna do opisanej w punkcie 3.3.2 dla nastepujacych peptyddéw prze-
ciwdrobnoustrojowych wystepujacych w przyrodzie:

— aureina 1.2 Gly-Leu-Phe-Asp-Ile-Ile-Lys-Lys-Ile-Ala-Glu-Ser-Phe-NH,

— citropina 1.1 Gly-Leu-Phe-Asp-Val-Ile-Lys-Lys-Val-Ala-Ser-Val-Ile-Gly-Gly-Leu-
NH;

— protegryna 1 Arg-Gly-Gly-Arg-Leu-Cys-Tyr-Cys-Arg-Arg-Arg-Phe-Cys-Val-Cys-
Val-Gly-Gly-Arg-NH,

— uperyna 3.6 Gly-Val-Ile-Asp-Ala-Ala-Lys-LysVal-Val-Asn-Val-Leu-Lys-Asn-Leu-
Phe-NH,

— temporyna APhe-Leu-Pro-Leu-Ile-Gly-Arg-Val-Leu-Ser-Gly-Ile-Leu-NH,

oraz syntetycznych lipopeptydow:
— Palm-Lys-Lys-NH;
— Palm-Lys-Lys-Lys-NH,
— Palm-Lys-Lys-Lys-Lys-NH;
— Palm-Lys-Gly-NH,

—  Palm-Lys-Gly-Lys-NH;
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3.4.5. Technika frakcjonowanych stezen hamujacych
Metoda szachownicy zostala wykorzystana do oceny aktywnos$ci przeciwbakteryjnej

kombinacji LL-37 z erytromycyng oraz lizozymem [53].

Badane substancje zostaty uzyte w nastepujacych stezeniach (w mg/l): LL-37: 0,125;
0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; 16,0; 32,0; 64,0; 128,0; lizozym: 4,0; 8,0; 16,0; 32,0; 64,0; 128,0
i erytromycyna: 0,0625; 0,125; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0. Peptydy rozpuszczono w 0,01% kwa-
sie octowym zawierajagcym 0,2% wolowej albuminy, natomiast erytromycyne w wodzie de-
stylowanej. Do badan wykorzystano 96-dotkowe plytki o pojemnosci 200 pl/dotek. Analizo-
wane zwiazki byly nanoszone wedtug nastepujacego schematu: 50 pl badanej substancji prze-
ciwbakteryjnej A (umieszczane] wzdhuz szeregéw), 50 ul substancji przeciwbakteryjnej B
(nanoszonej wzdtuz kolumn) i 10 pl inokulum rozpuszczonego w podtozu MHB (bulionie
Muller — Hintona) (4.6x10° CFU/ml). Nastepnie plytki poddano inkubacji przez 16-20 godzin
w 37°C. Minimalne st¢zenie hamujace (MIC) zdefiniowano jako najnizsze stezenie badanej
substancji hamujace widoczny wzrost bakterii, zas minimalne stezenie bakteriobojcze (MBC)
jako najnizsze stezenie badanej substancji uniemozliwiajace tworzenie kolonii po przeniesie-
niu probki na ptytke agarowa. Po inkubacji 1 pl inokulum z kazdej z 96 dotkdw byl wysiewa-
ny na krwawg ptytke agarowa, po czym ptytki inkubowano przez 24 godziny w 37°C. Uzy-
skane frakcjonowane st¢zenie hamujace (FIC index) zostato wyliczone wedlug wzoru: FIC =
[A]/MIC4 + [B]/MICg, gdzie MIC, 1 MICp s3 minimalnymi st¢zeniami hamujacymi substan-
cji A 1 B uzytymi indywidualnie, natomiast [A] i [B] s3 minimalnymi st¢zeniami hamujacymi
substancji A 1 B uzytymi w kombinacji. FIC rowny 1,0 $wiadczy o aktywnosci addytywnej
(podwojne zmniejszenie MIC kazdego sktadnika uzytej kombinacji), warto$¢<0,5 swiadczy o
synergizmie, natomiast FIC >4 obrazuje efekt antagonistyczny. Wszystkie doswiadczenia

wykorzystane w tej metodzie byly powtdrzone dwukrotnie.

3.5. Badania wplywu roznych czynnikow na aktywnos¢ przeciwbakteryjnag
ludzkiej katelycydyny LI1.-37

W tej serii badan oceniano aktywnos¢ przeciwbakteryjng LL-37 w wydzielinach z ran,
surowicy i osoczu z dodatkiem heparyny, cytrynianu bagdz EDTA. Wydzieliny z 12 ran (WF
1-12, WF — Wound Fluids) pochodzity z ran pooperacyjnych po zabiegach mastektomii. Byty
one przechowywane w temperaturze -20°C. Wykorzystanie tego materialu zostato

poprzedzone uzyskaniem zgody Komisji Bioetycznej Uniwersytetu w Lund (LU-708-01).
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3.5.1. Izolaty bakteryjne

S. aureus i E.coli uzyskano od pacjentdw z infekcjami skérnymi. Do badan
wykorzystano 3 rézne genotypy S. aureus zidentyfikowane za pomoca opisanej wczesniej
techniki ADSRRS-fingerprinting (rozdz. 3.2.1). Dodatkowo wykorzystano szczepy
referencyjne S. aureus ATCC 29213 i E. coli ATCC 25922 pozyskane z Zakladu

Bakteriologii Klinicznej Uniwersytetu w Lund w Szwecji.

3.5.2. Technika radiodyfuzji

Zasady tej metody zostaty doktadnie przedstawione w rozdziale 3.4.2. Badane prébki
stanowily 6 pl probki zawierajace 50 lub 100 uM LL-37 (LLGDFFRKSKEKIGKEFK-
RIVQRIKDFLRNLVPRTES ; m.cz.=4492 Da) rozpuszczonego w osoczu z dodatkiem
cytrynianu, EDTA, heparyny, surowicy (50 lub 96%) oraz dwunastu wydzielinach z ran
(50%). Aktywnos$¢ przeciwbakteryjna badanego peptydu byta mierzona $rednica strefy

zahamowania wzrostu bakterii po 18-24 godzinach inkubacji w temperaturze 37°C.

3.5.3. Metoda oznaczania glikozaminoglikanéw

Technika z uzyciem biekitu alcianu zostala przeprowadzona zgodnie z wytycznymi
producenta (Wieslab, Lund) [16]. Wydzieliny z ran oraz siarczan chondroityny (12,5; 25, 50,
100, 200 1 400 mg/1) zmieszano z 8 M chlorowodorkiem guanidyny (GuHCI) i inkubowano w
temperaturze pokojowej przez 15 min. Nastgpnie dodano roztwor SAT (0,3% kwas siarkowy,
0,75% Triton X-100), ponownie inkubowano i dodano roztwdr btekitu alcianu. Po 15 min
inkubacji w temperaturze pokojowej odwirowano probki i przemyto osad roztworem DMSO
(40% dimetylosulfotlenek w 0,05 M MgCl,) a nast¢gpnie dodano roztwor Gu-Prop (4 M
GuHCl w 33% 1-propanol oraz 0,25% Triton X-100) i zmierzono absorbancje przy dtugosci
fali 600 nm.

3.5.4. Ocena zawartosci protein

Stezenie protein w wydzielinach z ran oznaczono metodg Bradforda [15]. Badane probki
rozpuszczono w 100 pl 10 mM Tris o pH=7,4, zmieszano z roztworem Bradforda, a nastepnie
inkubowano w temperaturze pokojowej przez 15 min, po czym mierzono absorbancj¢ przy

dhugosci fali 595 nm.
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3.5.5. Oznaczanie wigzania polisacharydow

Badania wykonano doktadnie wedlug procedury opisanej przez Schmidtchena i wsp. [87,
88]. LL-37 aplikowano na membrany nitrocelulozowe (Hybond, Amersham) 1 umieszczono w
roztworze: PBS pH=7,4 1 0,25% Tween 20 oraz 3% albumina bydleca na 1 godzing oraz inku-
bowano z wyznakowanym radioaktywnie DS (10 mg/l) przez kolejng godzing w tym samym
buforze. Niewyznakowane polisacharydy dodano celem rywalizacji o miejsce wigzania. Na-
stepnie membrany ptukano 3-krotnie po 10 min w roztworze: PBS pH=7,4 oraz 0,25% Tween
20. Do wizualizacji radioaktywnosci uzyto systemu Bas 2000 (Fuji).

3.5.6. Metody statystyczne

Analizy statystycznej interakcji pomiedzy zawartoscig glikozaminoglikanow w wydzie-
linach z ran a aktywnoscig przeciwbakteryjng LL-37 dokonano przy pomocy testu U Manna-
Whitneya. Réznice uznano za znamienne przy P < 0,05. Test korelacji Spearmana zostat wy-
korzystany do udowodnienia korelacji pomi¢dzy zawartoscig protein i GAG w wydzielinach z

ran i ich hamujacym wplywem na aktywnos$¢ LL-37.

4. WYNIKI

4.1. Badania wlasciwosci genetycznych szczepow S. aureus

4.1.1. Wykorzystanie technik ADSRRS-fingerprinting i PCR MP w badaniach nad ge-
netycznym zroznicowaniem szczepow S. aureus w czyracznosci nawrotowej

Publikacje [praca 2, praca 3]: Krawczyk B., Leibner J., Baranska-Rybak W., Samet A.,
Nowicki R., Kur J. ADSRRS-fingerprinting and PCR MP techniques for studies of
intraspecies genetic relatedness in Staphylococcuc aureus. J. Microbiol. Meth. 2007; 71, 114-
122 oraz Baranska-Rybak W., Nowicki R., Sokotowska-Wojdylo M., Michajlowski I., Sta-
rzynska A., Maciejewska K., Drogoszewska B., Gawronska-Skorkowska J., Wtodarkiewicz

A. Identification of Staphylococcus aureus strains isolated from the patients with recurrent
furunculosis by ADSRRS-fingerprinting PCR. Pol. J. Environ. Study 2009; 18, (1A), 160-163
byty pierwszymi dotyczacymi tak wnikliwej analizy szczepdw S. aureus izolowanych od du-

zej liczby chorych z czyracznoscig nawrotowa.
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Pierwsza publikacja [praca 2] po$wigcona byla czyracznosci rodzinnej ktdrg rozpoznaje
si¢ wowczas, gdy zmiany skorne wystepuja u co najmniej 2 cztonkdw rodziny. Analizie pod-
dano 37 szczepdw gronkowcowych (uzyskanych od 4 rodzin, tacznie 20 oséb) zidentyfiko-
wanych na podstawie szeregu wlasciwosci fenotypowych i genotypowych przy pomocy tech-
nik ADSRRS-fingerprinting, PFGE oraz PCR MP. W jednej sposrdd prezentowanych czterech
rodzin czyraki wystgpowaty w dniu badania u dwodch czlonkdéw rodziny. W pozostatych
trzech rodzinach aktywne zmiany skorne wystepowaty u jednego z domownikéw, u pozosta-
tych byly w fazie gojenia i nie udato si¢ uzyskaé tresci ropnej do badania. Od tych oséb po-
brano tylko badania w kierunku nosicielstwa z jamy nosowo-gardtowej. Na podstawie prze-
badanych 37 szczepdw S. aureus wyodrgbniono 22 genotypy przy uzyciu techniki ADSRRS-
fingerprinting oraz 22 plus 2 blisko spokrewnione przy pomocy techniki PCR MP, natomiast
technika REA-PFGE zré6znicowata 21 genotypdw. Stwierdzono, ze gradient temperatur 79,5-
82,5°C jest najbardziej odpowiedni do roznicowania badanych szczepdw S. aureus poniewaz

zapewnia on dobra powtarzalnos¢ oraz satysfakcjonujaca wydajnos¢ réznicowania.

U 10 nal6 pacjentdéw izolaty z nosa i z czyraka reprezentowaly ten sam genotyp w oby-
dwu ADSRRS-fingerprinting 1 REA-PFGE . Z kolei izolaty z nosa i czyraka u 9 z 10 chorych
nalezaty do tego samego genotypu, a u jednego z pacjentéw byly blisko spokrewnione. U
jednego chorego zbadano 3 izolaty: 2 z czyrakdw i 1 z nosa uzyskujac wyniki identycznych
genotypow ze zmian skdrnych a odmienny genotyp z nosa (co byto rowniez widoczne w od-
miennych wzorach wrazliwosci na antybiotyki 1 przynaleznosci do dwdch réznych grup fa-
gowych). Analizujac wyniki typowania genetycznego w 4 rodzinach zaobserwowano, ze tyl-
ko w jednej z nich ten sam genotyp odpowiedzialny byl za zmiany skorne wystepujace u

dwoch czlonkéw rodziny.

W [pracy 3] przedstawiono wyniki badan puli 70 szczepéw gronkowcowych uzyskanych
od 46 chorych z czyracznoscig nawrotowa. Dzigki technice ADSRRS-fingerprinting wyodreb-
niono 31 genotypow oznaczonych od A do AF. W przypadku 8 izolatow mimo kilkukrotnych
powtorzen nie udalo si¢ precyzyjne okresli¢ genotypu. Pig¢ najczestszych genotypéw to F
(7 1zolatow), E, P 1 R (po 5 izolatéw kazdy) oraz O (4 izolaty). Szesnascie kolejnych genoty-
pow majacych od 2 do 3 izolatoéw, grupowato 39 izolatow. Pozostate 11 genotypdéw bylo cha-
rakterystycznych dla pojedynczych izolatow. Grupa kontrolna obejmujaca 12 szczepow S.
aureus byla reprezentowana przez 5 rdznych genotypdw. Szczep referencyjny ATCC29213
identyfikowany przy pomocy tej metody prezentowat odmienny genotyp niz szczepy uzyska-

ne od pacjentdw z czyracznoscig nawrotowa i grupy kontrolne;j.

Prezentowane techniki: ADSRRS-fingerprinting i PCR-MP okazaly si¢ rownie efektyw-
ne w réznicowaniu blisko spokrewnionych szczepow bakteryjnych jak technika PFGE uwa-

zana dotad za ,,zloty standard” w badaniach epidemiologicznych. Jest ona metoda znacznie
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bardziej czasochtonng i kosztowna niz omawiane techniki, dodatkowo za§ moze by¢ prze-

prowadzona tylko w laboratoriach referencyjnych przez przeszkolony do tego celu personel.

W [praca 2] po raz pierwszy zastosowano techniki ADSRRS-fingerprinting i PCR — MP
do typowania szczepow S. aureus. Nie wymagaja one wczesniejszej znajomosci analizowanej
sekwencji, a wyniki moga by¢ z tatwoscig analizowane na zelu poliakrylamidowym wybar-
wionym bromkiem etydyny za$ jeden zestaw adaptordw i1 enzymow wystarcza do analizy
DNA szeregu gatunkéw bakterii. Niewatpliwym atutem prezentowanych metod molekularne-
go typowania izolatdw bakteryjnych jest ich efektywnos$¢, szybkos¢ oraz niskie koszty [69].
Wyodrebnienie 31 genotypéw (od A do AF) z puli 70 szczepoéw dowodzi duzego zroznico-
wania gronkowcOw u chorych z czyraczno$cig. Uzasadnionym jest zatem poszukiwania in-

nych przyczyn nawrotowosci omawianego schorzenia niz patogennos$¢ konkretnego szczepu.

4.1.2. Dominacja genu agr wSrod szczepow S.aureus wywolujacych czyracznosé¢ nawro-
towa

Praca opublikowana dzigki wspolpracy z Katedra Mikrobiologii GUMed [praca 6]:
Garbacz K, Piechowicz L., Baranska-Rybak W., Dabrowska-Szponar M. Staphylococcus

aureus 1isolated from patients with recurrent furunculosis carrying Panton-Valentine
leukocidin genes represent agr specificity group IV. Eur. J. Dermatol. 2011; 21 (1): 43-46 jest
pierwsza w literaturze dowodzaca dominacji gronkowcow nalezacych do IV grupy agr wsrod
szczepOw S. aureus izolowanych z czyraczno$ci nawrotowe;.

Badaniem objeto grupe 44 pacjentow (24 mezczyzn 1 20 kobiet) cierpigcych z powodu czy-
racznosci nawrotowej. Zmiany skorne wystgpowaly przede wszystkim na posladkach (20/44),
konczynach dolnych (19/44) oraz klatce piersiowej (14/44), konczynach gérnych (11/44), plecach
(8/44) 1 twarzy (1/44). Ponad polowa pacjentow (21/44) miata czyraki w dwoch lub trzech obsza-
rach anatomicznych. Tylko dwdch badanych pacjentéw obcigzonych bylo schorzeniami predys-
ponujacymi do czyracznosci: cukrzyca typu Il 1 przewlekta biataczka szpikowa.

Patogennos¢ gronkowca ztocistego jest zwigzana z produkcja licznych toksyn zewnatrz-
komorkowych, enzymow i biatek powierzchniowych. Ekspresja wiekszosci czynnikéw wiru-
lencji jest kontrolowana przez locus agr (accesory gene regulator). W oparciu o polimorfizm
genow agrC 1 agrD szczepy S. aureus podzielono na cztery gtdwne grupy (I-1V). Celowym
zatem wydato si¢ zbadanie szczepdw gronkowcowych izolowanych od chorych z czyraczno-
scig pod katem przynaleznosci do konkretnej grupy agr i zdolnos$ci wytwarzania poszczegol-

nych toksyn.
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35 z 44 badanych szczepéw izolowanych z czyrakéw charakteryzowata obecnos$¢ gendw
dla leukocydyny: lukS/lukF-PV , a 12 — genu dla enteroksyny seb. Wspolistnienie genéw PVL i
seb potwierdzono u 7 na 44 szczepow. Przynalezno$¢ do grupy IV agr stwierdzono u 43 bada-
nych szczepow, a jeden szczep sklasyfikowano jako nalezacy do grupy Il agr . Wszystkie szczepy
posiadajace geny lukS/lukF-PV nalezaly do grupy IVagr. Nosicielstwo S. aureus w nosie stwier-
dzono u 27/44 chorych z czyraczno$cia (61,3%) oraz u 43/150 w grupie kontrolnej (28,6%). U
wszystkich chorych z czyracznoscig szczepy izolowane z nosa byly identyczne jak ze zmian

skornych aspekcie specyficznosci agr i obecnosci gendw lukS/lukF-PV.

4.1.3. Identyfikacja superantygenow wydzielanych przez szczepy S. aureus izolowane
od chorych z erytrodemia

W pracy poswieconej temu zagadnieniu [praca 7]: Baranska-Rybak W., Cirioni O.,
Dawgul M., Sokolowska-Wojdylo M., Naumiuk L, Szczerkowska-Dobosz A., Nowicki R.,

Roszkiewicz J, Kamysz W. Activity of antimicrobial peptides and classic antibiotics against

superantigen positive Staphylococcus aureus isolated from the patients with neoplastic and
inflammatory erytrodermia. Chemother. Res. Practice 2011; art. nr 270932, 6 s. wykazatam,
ze szczepy gronkowcowe wydzielajace superantygeny wykazuja wieksza oporno$¢ w stosun-
ku do antybiotykdw niz szczepy nie posiadajace tej aktywnosci.

W grupie 28 chorych z erytrodermig (11 w przebiegu tuszczycy, 9 atopowego zapale-
nia skéry, 6 CTCL i 2 zespolu Sezary’ego) obecnosé S. aureus stwierdzono w 24 przypad-
kach. Negatywne hodowle w kierunku gronkowca uzyskano w przypadku trzech chorych z
erytrodemia tuszczycowa. 14/24 szczepy S. aureus wydzielaly enterotoksyny: SEA (8 szcze-
pow), SEC (3 szczepy) i/lub SED (5 szczepdw). Tylko jeden szczep z badanej puli wydzielat
TSST-1. W grupie 9 chorych z AZS szczepy wydzielajace superantygeny stwierdzono u 6
pacjentdw, u 6 chorych z CTCL — u 3 pacjentdw, a sposrod 8 chorych z tuszczyca zaledwie u
3. Szczepy S. aureus izolowane od 2 chorych z SS nie wydzielaly zadnych superantygenow.

Wiedze przegladowa na temat superantygenow przedstawiono w [pracy 5]: Baranska-
Rybak W., Sokotowska-Wojdyto M., Trzeciak M., Michajtowski 1., Maciejewska-Radomska
A., Nowicki R., Roszkiewicz J. Rola superantygendw bakteryjnych w chorobach skory.
Przegl. Dermatol. 2009; 96, 4, 301-304 [9].
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4.2. Czynniki wplywajace na aktywnos¢ peptydow przeciwdrobnoustrojo-
wych

Na aktywnos$¢ przeciwbakteryjng peptydow przeciwdrobnoustrojowych maja wpltyw
rozne czynniki, migdzy innymi: zawartos$¢ soli, pH czy obecnos¢ protein. Dzieki wspotpracy
z Centrum Biomedycznym w Lund w Szwecji badaliSmy aktywnos¢ przeciwbakteryjng ludz-
kiej katelycydyny LL-37 w wydzielinach z ran, surowicy i1 osoczu z dodatkiem heparyny,
cytrynianu badz EDTA. 5 z 12 wydzielin z ran wykazywalo silny efekt hamujacy aktywnos¢
przeciwbakteryjng LL-37, co $cisle korelowalo z zawartoscia GAG (0-48 mg/l) w badanych
wydzielinach (im wyzsza zawarto§¢ GAG tym silniejszy efekt hamujacy). Wydzieliny
zawierajace 20-48 mg/l GAG znacznie hamowaty aktywnos¢ 100 uM LL-37 w stosunku do
trzech genotypow S. aureus (O, L 1 W). Podbnie silne wtasciwosci hamujace aktywnos¢ LL-
37 wykazywato osocze z dodatkiem heparyny. Efektem tych badan jest [praca 1] : Baranska-
Rybak W., Sonesson A., Nowicki R., Schmidtchen A. Glycosaminoglycans inhibit the
antibacterial activity of LL-37 in biological fluids J. Antimicrob. Chemother.2006; 57,260-
265. Obserwujac zjawisko wigzania i hamowania LL-37 przez GAG zadaliSmy sobie pytanie
czy inne polikationy moglyby hamowac t¢ interakcj¢. Niezwykle interesujagcym byto
odkrycie, ze interakcja pomigdzy LL-37 a GAG byla znoszona przez polimery kationowe:
dekstran DEAE oraz chitozan. Co wiecej, zwiazki te zwigkszaty aktywnosc
przeciwdrobnoustrojowg LL-37. BadaliSmy réwniez wplyw zawartosci protein w
wydzielinach z ran na aktywnos$¢ LL-37. Zawrtos¢ protein w badanych wydzielinach miescita
si¢ w zakresie 34-60 g/l co korespondowato z doniesieniami literaturowymi [88]. Niezaleznie
od zawrtosci proteiny w badanych wydzielinach nie wywieraly hamujacego wplywu na

aktywnos$¢ LL-37 w naszym badaniu.

Przedstawiana praca byla cytowana 30 razy przez badaczy podejmujacych tematyke
peptydéw przeciwdrobnoustrojowych (zgodnie z Google Scholar) . Dodatkowo autorce
zostala przyznana Nagroda La Fondation La Roche-Posay Laboratoire Pharmaceutique za
najlepsza zgloszona publikacj¢ naukowa w dziedzinie dermatologii klinicznej i do$wiadczal-

nej na arenie mi¢dzynarodowej w 2007 roku.
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4.3. Wrazliwos¢ na klasyczne antybiotyki i peptydy
przeciwdrobnoustrojowe szczepow S. aureus izolowanych od chorych z
wybranymi deratozami

4.3.1. Badania wrazliwosci na antybiotyki, naturalne ludzkie peptydy i bialka prze-
ciwdrobnoustrojowe : LL-37, Hbd3, laktoferryne i lizozym

Badaniem objeto 70 szczepdw S. aureus izolowanych od pacjentéw z czyracznoscia na-
wrotowa. Wigkszos¢ badanych izolatdw (89%) charakteryzowata opornos¢ na penicyline,
20,6%; 19,5% 1 6,5% wykazywato odpowiednio opornos¢ na: erytromycyng, klindamycyne i
doksycykling. Wszystkie badane szczepy byty wrazliwe na oksacyling i ciprofloksacyne.

W celu okreslenia aktywnosci przeciwgronkowcowej wybranych AMPs wyselekcjo-
nowano 21 szczepdw bakteryjnych nalezacych do 21 réznych genotypdéw. Oceniano wiasci-
wosci przeciwbakteryjne laktoferryny, lizozymu, LL-37 przy pomocy techniki radiodyfuz;ji
stosujac stezenia 10, 50 1 100 uM kazdego z peptydow lub biatek. Aktywnos¢ hBD3 i dodat-
kowo LL-37 badano przy pomocy metody jednostek tworzgcych kolonie.

Wszystkie analizowane szczepy wykazywatly wrazliwos¢ na LL-37 w stezeniu 50 uM,
podczas gdy tylko 3 sposrdd nich byly wrazliwe na lizozym w analogicznym stezeniu.
Wszystkie badane szczepy byty oporne na laktoferryng nawet przy stezeniu 100 uM. W me-
todzie jednostek tworzacych kolonie bakteriobdjcze stezenia LL-37 w stosunku do badanych
szczepdw byly znacznie nizsze niz w technice radiodyfuzji i miescily si¢ w granicach od 0.6
do 3 uM. Dla szczepu referencyjnego ATCC29213 wartos¢ ta wynosita 3 uM.W przypadku
oznaczania aktywnos$ci przeciwbakteryjnej hBD-3 ustalono, ze st¢zenia bakteriobdjcze tego
peptydu w stosunku do analizowanych szczepow S. aureus wynosza od 3 do 5 pg/ml, nato-

miast dla szczepu referencyjnego 2 pg/ml.

Doswiadczenia wykorzystujgce zastosowanie kombinacji LL-37 z antybiotykami (ery-
tromycyng, klindamycyna i doksycykling) przeciwko szczepom izolowanym od chorych z
czyracznoscig nawrotowa w RDA pokazaly, ze sposrod badanych antybiotykow tylko ery-
tromycyna zwigkszala aktywnos¢ bakteriobdjcza LL-37. Dla potwierdzenia tych obserwacji
zastosowano metode frakcjonowanych stezen hamujacych stosowang dla wykrywania inte-
rakcji synergistycznych. Ustalono, ze wartosci MIC dla LL-37 miescity si¢ w granicach
8-64 ng/ml, a 2-4 pg/ml dla erytromycyny (w przypadku szczepéw wrazliwych na ten anty-
biotyk). Wartosci MBC bytly takie same jak MIC.

Do dalszych eksperymentow wykorzystano jeden szczep S. aureus oporny (MIC dla
erytromycyny > 4 ug/ml) i jeden wrazliwy na erytromycyne (MIC dla erytromycyny
~ 2 pg/ml). Badano mozliwo$¢ wystapienia efektéw synergistycznych z LL-37 w obydwu
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przypadkach. Dla obu testowanych szczepdéw uzyskano FIC <0,5; co $wiadczy o synergi-
stycznym dziataniu erytromycyny i LL-37 wzgledem S. aureus. Prezentowane wyniki zostaty

opublikowane w publikacji [praca 4]: Baranska-Rybak W., Nowicki R., Sokotowska-

Wojdylo M., Michajlowski 1., Starzynska A., Maciejewska K., Drogoszewska B.,
Wtodarkiewicz A. The potential role of antimicrobial peptides in recurrent furunculosis. Pol.
J. Environ. Study 2009; 18, (1A), 179-183.

4.3.2. Ocena aktywnosci przeciwbakteryjnej wybranych peptydow przeciwdrobno-
ustrojowych i klasycznych antybiotykow w stosunku do wydzielajacych superan-
tygeny szczepOw S. aureus izolowanych od pacjentow z erytrodemia na podlozu
zapalnym i nowotworowym

Wrazliwos$¢ na antybiotyki oceniana przy pomocy metody dyfuzyjno-krazkowej oraz se-
ryjnych mikrorozcienczen dala identyczne wyniki. Antybiotyki i chemioterapeutyki uzyte w
badaniach: rifampicyna, tigiecyklina, vankomycyna, daptomycyna, ciprofloksacyna, chloram-
fenikol, klindamycyna i erytromycyna wykazywaty zréznicowang aktywnos$¢ w stosunku do
klinicznych szczepdw S. aureus [praca 7]: Baranska-Rybak W., Cirioni O., Dawgul M., So-
kolowska-Wojdylo M., Naumiuk L, Szczerkowska-Dobosz A., Nowicki R., Roszkiewicz J,

Kamysz W. Activity of antimicrobial peptides and classic antibiotics against superantigen

positive Staphylococcus aureus isolated from the patients with neoplastic and inflammatory
erythrodermia. Chemother Res Practice 2011; art. nr 270932, 6 s. Najnizsze wartosci MIC w
granicach 1-4 mg/l odnotowano dla ryfampicyny, tigecykliny, wankomycyny i daptomycyny.
Najwyzsza aktywnoscia przeciwbakteryjng w stosunku do badanych szczepoéw charakteryzo-
waly si¢ nastgpujace AMPs: tachyplezyna, lipopeptydy oraz protegryna (MIC w granicach
1-8 mg/l). Szczepy referencyjne wykazywaty wigkszg wrazliwos¢ zarowno na konwencjonal-

ne antybiotyki jak i AMPs w porownaniu ze szczepami klinicznymi.

Nie zaobserwowano roznicy we wrazliwosci na AMPs wsrod szczepéw wydzielaja-
cych i nie wydzielajacych superantygenéw (SEA, SEC, SED, TSST-1). Catkowicie odmienna
zaleznos¢ zostata stwierdzona w przypadku badania wrazliwosci na klasyczne antybiotyki.
Szczepy wydzielajace superantygeny wymagaty znacznie wyzszych wartosci MIC 1 MBC
badanych zwigzkow anizeli szczepy nie wydzielajace superantygenow.

Uzyskane wyniki badan zostaty nagrodzone przez rade naukowa 39. Zjazdu Europej-
skiego Towarzystwa Dermatologii Doswiadczalnej w Budapeszcie we wrzesniu 2009, gdzie
prezentowatam je w formie referatu pt. ,,Are the superantigens producing Staphylococcus

aureus strains more resistant to antimicrobial peptides?”.
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4.3.3. Badanie aktywnos$ci mikrobiologicznej krotkich lipopeptydéw wobec klinicznych
szczepow Staphylococcus aureus w aspekcie potencjalnych zastosowan terapeu-
tycznych

Szczepy kliniczne S. aureus zostaty wyizolowane z wymazdw ze zmian skornych od pa-
cjentow z zapaleniem mieszkdw witosowych, czyracznoscig i atopowym zapaleniem skory
leczonych w Klinice Dermatologii i Wenerologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Na
dwudziestu szczepach klinicznych gronkowca ztocistego przeprowadzono oznaczenia MIC
oraz MBC dla czterech konwencjonalnych antybiotykow : chloramfenikolu, wankomycyny,
erytromycyny oraz penicyliny G i pigciu lipopeptydow: Palm-KK-NH,, Palm-KKK-NH,,
Palm-KKKK-NH,, Palm-KG-NH,, Palm-KGK-NH,.

Badane szczepy charakteryzowaty si¢ znacznym zréznicowaniem wrazliwosci na sto-
sowane zwigzki. Otrzymane wyniki zestawiono w publikacji [praca 8]: Dawgul M., Baran-
ska-Rybak W., Greber K., Guzik L., Kamysz W., Lukasiak J. Aktywno$¢ mikrobiologiczna
krétkich lipopeptydow wobec klinicznych szczepow Staphylococcus aureus. Alergia, Astma,
Immunol 2011, 16 (1): 31-36.

Zidentyfikowano pojedyncze szczepy o zwigkszonej opornosci na erytromycyne oraz
penicyling G. Oporno$¢ ta charakteryzowata rdzne szczepy — nie znaleziono szczepu oporne-
go jednoczesnie na oba te antybiotyki. Szczepy oporne na powyzsze zwiazki charakteryzowa-
ly si¢ takze zmniejszong wrazliwoscig na chloramfenikol, ktéry wykazuje dziatanie bakterio-
statyczne. Zwigzek ten okazal si¢ by¢ mato aktywny w stosunku do zdecydowanej wigkszosci
szczepow S. aureus wykorzystanych w badaniach. Wankomycyna wykazywata niemalze jed-
nakowa aktywnos$¢ hamujaca w stosunku do wszystkich szczepow. Wartosci MBC dla wan-
komycyny oraz penicyliny G byly w wigkszos$ci przypadkdw rédwne ich st¢zeniom hamuja-
cym wzrost bakterii. W przypadku erytromycyny MBC zazwyczaj przekraczato wartos¢ MIC
czterokrotnie. Syntetyczne lipopeptydy, podobnie jak wankomycyna nie wykazywaly zr6zni-
cowania aktywnos$ci w zaleznosci od badanego szczepu. Zwigzki te dzialaly z jednakowg sitg
na szczepy wrazliwe badz oporne na erytromycyng, penicyling G i/lub chloramfenikol. Stgze-
nia hamujace wzrost szczepow S. aureus sa kilkukrotnie wyzsze w porownaniu z wankomy-
cyng, jednak znacznie nizsze niz chloramfenikolu. Lipopeptydy prezentowaly aktywnos¢ bak-
teriobojcza w stosunku do szczepdw gronkowca zlocistego, a stezenia ,,bojcze” tych zwigz-

kow sa réwne MIC lub dwukrotnie wyzsze.
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5. DYSKUSJA

S. aureus jest kluczowym patogenem odpowiedzialnym za zakazenia skory 1 tkanek
migkkich, a wykazanie w ostatnich latach biologicznego dziatania egzotoksyn, enterotoksyn i
toksyny wstrzasu toksycznego, charakterystycznego dla superantygendw, swiadczy o wyjat-
kowej zjadliwosci tego drobnoustroju wsrdd innych bakterii [3, 38, 43].

W serii omawianych publikacji dokonano doktadnej analizy szczepow S. aureus izo-
lowanych od pacjentéw z czyraczno$cig nawrotowa przy pomocy metod fenotypowych oraz
genotypowych: ADSRRS-fingerprinting, PFGE, PCR-MP oraz Multiplex PCR . Pozwolito to
na opracowanie nowych mozliwosci diagnostycznych w tym schorzeniu oraz znaczne posze-
rzenie wiedzy w zakresie patogennosci szczepow za nie odpowiedzialnych. Dokonano row-
niez szczegdtowych badan nad szczepami S. aureus kolonizujacymi skore pacjentdw z ery-
trodemig na podtozu zapalnym i nowotworowym celem oceny ich roli w tych schorzeniach.
Przeprowadzono ponadto szereg nowatorskich badan nad wrazliwoscia omawianych szcze-
pow gronkowca ztocistego na naturalne antybiotyki peptydowe pochodzenia ludzkiego oraz
naturalnie wystgpujace w przyrodzie pod katem ich potencjalnego zastosowania w terapii.
Zbadano rowniez aktywno$¢ omawianych zwigzkow w roznych $rodowiskach ze szczegdl-
nym uwzglednieniem czynnikow hamujacych ich aktywnos$¢ przeciwbakteryjng [praca 1-

praca 8].

Czyraczno$¢ nawrotowa najczesciej dotyczy miodych ludzi a patogeneza tego scho-
rzenia jest dos$¢ ztozona [39, 111]. Nawrotowosci schorzenia sprzyjaja: otytos¢, alkoholizm,
zte nawyki zywieniowe, zaburzenia hematologiczne, immunosupresja, AIDS oraz cukrzyca [
79]. W badanej grupie chorych z czyracznoscia zaledwie u 2 stwierdzono czynniki predyspo-
nujace, co jest zgodne z doniesieniami literaturowymi [39, 111]. Wiekszy odsetek nosiciel-
stwa S. aureus w nosie u chorych z czyracznoscig niz w grupie kontrolnej stwierdzony w na-
szych badaniach [praca 3, praca 6] byl rowniez obserwowany przez El-Gilany i wsp oraz Ma-
siuka 1 wsp. [39, 68]. Wedlug Toshkovej i wsp. nosicielstwo w nosie moze wystgpi¢ u 100%
chorych z czyracznoscig nawrotowa [101].

W celu doktadnej analizy materiatu genetycznego badanych szczepdw wykorzystano
cztery techniki PCR: ADSRRS-fingerprinting, PFGE, PCR-MP oraz Multiplex PCR.

W  prezentowanych pracach po raz pierwszy zastosowano techniki ADSRRS-
fingerprinting oraz PCR-MP do typowaniu szczepdw S. aureus [praca 2, praca 3]. Wszystkie
uzyte techniki PCR udowodnity pokrewienstwo epidemiologiczne szczepdéw izolowanych z
nosa i zmian skérnych przy dos¢ duzej r6znorodnosci genetycznej szczepow [praca 3]. Nalezy
rowniez pamigtac, ze genotyp danego szczepu odpowiedzialnego za zmiany skorne u jednej

osoby moze zmienia¢ si¢ na skutek genomowych rearanzacji i rozprzestrzenia¢ np. w obrgbie
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rodziny dajac nieco inny wzor na zelu elektroforetycznym. Mozliwa jest rdwniez sytuacja, ze
osoby podatne na nosicielstwo S. aureus nabywaja go innymi drogami niz przez kontakt z
cztonkami rodziny, co sprawia, ze bakterie izolowane od chorego rdznig si¢ fenotypowo
1 genotypowo od patogendw izolowanych od domownikéw [31]. Udowodniono ponadto, ze u
pacjentdw cierpiacych z powodu przewlektych choréb infekcyjnych czesto dochodzi do
zmian w genomie gronkowca ztocistego na skutek delecji, konwersji lub mobilizacji fagdw

[49].

Zainspirowani uzyskanymi wynikami badan postanowiliSmy przebadaé szczepy gron-
kowcowe pod katem obecnosci genow dla poszczegdlnych toksyn (sea, seb, sec, sed, tst, eta,
etb) 1 gendw agr oraz lukS/lukF-PV wykorzystujac technike Multiplex PCR. Stwierdzono
[praca 6], ze az 43/44 szczepow izolowanych od chorych z czyracznoscia nawrotowq i zaled-
wie 6/43 nosicieli S. aureus w nosie bez czyracznosci w wywiadzie nalezato do grupy IV
agr . We wcezesniejszej publikacji Nolte’a 1 wsp. [74] ustalono, ze zaledwie 39,6% szczepdw
izolowanych z ropni skérnych lub czyrakow nalezato do tej grupy. W swietle biezacego pi-
$miennictwa nasz zespot jako pierwszy opublikowat dominacj¢ grupy IV agr w czyracznosci
nawrotowej co rzuca nowe $wiatlo na patogeneze tego schorzenia. Dodatkowo wigkszos$¢
badanych szczepow (21/27) w przeciwienstwie do grupy kontrolnej (0/43) wykazywata eks-
presje genu leukocydyny Panton-Valentine (PVL) odpowiedzialnej za niszczenie leukocytow
1 martwice tkanek. Gen PVL zostat stwierdzony u szczepow S. aureus wywotujacych cigzka
posta¢ martwiczego zapalenia pluc i czyracznos¢ [63]. W dotychczas opublikowanych pra-
cach [4, 63, 111] stwierdzono obecnos¢ gendow dla PVL u 30% szczepdw S. aureus w Za-
chodniej Afryce, 40% w Japonii az po 93% we Francji. Wydzielanie tej leukocydyny ma
rowniez wplyw na nawrotowos$¢ czyrakdéw. Couppie 1 wsp. [32] dowiedli, ze az 92% szcze-
pow S. aureus izolowanych od chorych z czyraczno$cig nawrotowg wydzielato PVL w po-
réwnaniu z 33% szczepdw izolowanych od chorych z czyraczno$cia sporadyczng. Analo-
giczng zaleznos$¢ stwierdziliSmy w naszym badaniu — obecnos$¢ gendw luks/lukF determinuje
cigzki przebieg czyracznosci.

Pojedyncze prace, np. [19] dowodza, ze PVL jest markerem genetycznym szczepow
metycylinoopornych S. aureus (MRSA). Ten typ opornosci jest rOwniez typowy dla PVL do-
datnich szczepdéw izolowanych od pacjentéw z zapaleniem pluc, posocznicy 1 innych zakazen
ogolnoustrojowych, natomiast nie dla czyracznosci. Zaréwno w naszym badaniu jak i pracach
opublikowanych przez Nolte’a [74], Wiese-Posselta [106] i Pereza-Rotha [82] stwierdzono
obecnos¢ PVL dodatnich szczepdw S. aureus wrazliwych na metycyling (MSSA) w przeci-
wienstwie do szczepow izolowanych z cigzkich infekcji. Niemniej jednak w naszym badaniu

stwierdzilismy duzy odsetek szczepow zawierajacych gen PVL wsrdd wrazliwych na metycy-

— 35—



ling gronkowcéw izolowanych od chorych z czyracznos$cia. Jest to wskazdwka, aby diagno-

styki tego typu infekcji nie opiera¢ jedynie na oznaczeniu lekowrazliwosci.

W aspekcie uzyskanych wynikdw interesujagcym wydato si¢ zbadanie szczepow S. au-
reus izolowanych od pacjentéw z erytrodermig na podtozu zapalnym (luszczyca, atopowe
zapalenie skory) 1 nowotworowym (CTCL, Zespot Sezary’ego) pod katem zdolnosci do wy-
dzielania superantygenow. Jak dotychczas przeprowadzono niewiele badan dotyczacych roli
S. aureus w erytrodermii na ré6znym podtozu w populacji polskiej. Problem podejmowany jest
w nieco szerszym zakresie w literaturze §wiatowej, jednakze nadal wiele kwestii wymaga
wyjasnienia. Prace na ten temat dotycza najczesciej jednej jednostki chorobowej 1 oparte sg na
nieduzej liczbie pacjentow.

Superantygeny wykazuja zdolnos$¢ stymulowania duzej liczby limfocytow T. W prze-
ciwienstwie do klasycznych antygendw reagujacych z tzw. ,kieszonka immunologiczng”,
superantygeny wigza si¢ bezposrednio z gtownym kompleksem zgodnosci tkankowej (MHC
klasy II) na powierzchni komdrki prezentujacej antygen, na zewnatrz receptora TCR [67].
Dzigki temu pobudzaja nie tylko jeden klon limfocytéw swoiscie rozpoznajacych antygen, jak
klasyczne antygeny, lecz wszystkie limfocyty majace dang odmiang tancucha V3, nalezace do
roznych klonow, bez wzgledu na swoistos¢ receptora TCR. Superantygeny powoduja wigc
pobudzenie 1 proliferacj¢ poliklonalng limfocytéw CD4+ 1 CD8+ w tkance 1 we krwi obwo-
dowej, w przypadku niektorych superantygendw nawet 5-30% wszystkich limfocytéw. Licz-
ba pobudzonych limfocytéw jest zatem 10-100 razy wigksza niz w przypadku reakcji z kla-
sycznym antygenem [92]. Superantygeny gronkowcowe maja zdolnos$¢ penetracji naskorka i
skoéry wilasciwej, reaguja z réznymi komorkami uktadu immunologicznego skory stymulujac
procesy zapalne,indukuja reakcje zapalng w miejscu aplikacji na skorze oraz stymuluja pro-

dukcje IgE skierowanych przeciwko poszczegdlnym superantygenom.

Podczas gdy rola superantygendéw S. aureus w zaostrzaniu objawow AZS jest dos¢
dobrze poznana, ich dziatanie w tuszczycy nie zostalo w peini udowodnione. Istnieja poje-
dyncze doniesienia, np w [99], na temat korelacji ciezkos$ci przebiegu AZS 1 tuszczycy a
zdolnoscig do wydzielania enterotoksyn przez szczepy S. aureus izolowane od pacjentéw z
tymi dermatozami. Superantygeny odgrywaja wazna role w patogenezie przewlektych choréb
zapalnych, ale takze niektérych nowotwordw. Znane sg powigzania superantygenow bakte-
ryjnych i wirusowych z rakiem piersi. Ostatnio rozwaza si¢ takze role tych superantygendw w
pierwotnych chtoniakach skory z komorek T (CTCL — Cutaneous T Cell Lymphoma). Zaan-
gazowanie superantygendw w ekspansje komoérek nowotworowych guza thumaczy si¢ w dwo-
jaki sposdb. Pierwsza teoria zaklada, ze superantygeny promuja przewlekta odpowiedz zapal-
ng w skdrze zaburzajac rozwoj klonéw T-komorkowych, co prowadzi do rozwoju nowotwo-
ru. Druga, ze transformacja nowotworowa zachodzaca pierwotnie w skorze umozliwia supe-

rantygenom stymulacj¢ komorek prowadzaca do wzrostu guza. Rozwazajac zwigzek pomie-
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dzy dzialaniem superantygendw, a patogeneza nowotworow nie mozna pomina¢ roli tancucha
VB receptora TCR, od ktorego zalezy i reakcja na superantygeny i ekspansja ztosliwych lim-
focytow T. Bakteryjne zakazenia skory indukuja nagromadzenie ztosliwych i nienowotworo-
wych komdrek T o tym samym tancuchu TCR Vf [64]. Indukuje to pytanie czy rodzaj TCR
VB samodzielnie moze stanowi¢ marker komorek nowotworowych w CTCL. Ma to wazne
implikacje w procesie diagnostycznym CTCL, w ktorym wykorzystuje si¢ analize molekular-
ng rearanzacji genéw TCR, w tym TCR V [26]. Znane s3 tylko pojedyncze doniesienia okre-
slajace role superantygendw S. aureus w erytrodermicznych postaciach CTCL. Opisywano
zmniejszenie stanu zapalnego oraz czgsciowo masy guza po leczeniu chioniaka antybiotykami
[26, 54, 64] .

Teoretycznie mozna zatozy¢, ze podobnie jak w innych dermatozach, w ktdérych role
odgrywaja limfocyty T, do rozwoju CTCL dochodzi u pacjentéw z pewnym typem determi-
nant HLA, u ktérych kontakt z okre§lonymi antygenami i superantygenami prowadzi do uru-
chomienia odpowiedzi immunologicznej z zaangazowaniem odpowiednich cytokin i chemo-
kin. U pacjentdw tych wykazujace epidermotropizm limfocyty T nie poddaja si¢ procesowi
apoptozy 1 dzielg si¢ w sposob niekontrolowany tworzac nowotworowy klon. Superantygeny
S.aureus prezentowane przez komorki Langerhansa oraz keratynocyty indukujg produkcije
cytokin stymulujacych limfocyty T. Stata kolonizacja tych bakterii moze doprowadzi¢ do
rozrostu epidermotropowych limfocytéw T oraz produkcji cytokin/chemokin, m.in. induko-
wanego interferonem biatka 10, zdolnego do nasilenia zachodzacej reakcji poprzez rekrutacje
kolejnych komdrek [86, 97]. Wychodzac z tych zalozen wydaje si¢, ze zaleznos¢ pomigdzy
infekcja gronkowcowsg, a rozwojem erytrodermii w CTCL powinna by¢ poddana dalszym

badaniom.

Najwigcej badan poswigconych roli S. aureus dotyczy AZS [73, 110]. Wigkszos¢
szczepdw izolowanych od chorych z ta jednostka chorobowa wydziela toksyny petnigce
funkcje superantygenow, giéwnie SEA, SEB, SEC, SED i TSST-1 co potwierdzilismy row-
niez w naszych badaniach (66,7% badanych szczepéw wydzielato SupAg) [praca 7], [20, 80].

Liczne badania dotyczace efektu leczenia przeciwbakteryjnego w aspekcie nosiciel-
stwa S. aureus w AZS 1 nasilenia stanu zapalnego daty sprzeczne wyniki. Opublikowano za-
rowno badania otwarte jaki badania z podwojnie §lepg proba kontrolowane placebo dotyczace
stosowania miejscowych lub doustnych antybiotykow, ktére wykazywaty zmniejszenie gesto-
sci kolonizacji 1 czgSciowe zmniejszenie stanu zapalnego [22, 65, 105] jak i badania dowo-
dzace braku poprawy u chorych AZS leczonych doustnymi antybiotykami [17, 41]. Niezalez-
nie od proponowanej metody leczenia do rekolonizacji S. aureus dochodzito po 4-8 tygo-
dniach [20].

Kolonizacja 1 wtérne infekcje wywotywane przez gronkowce i paciorkowce majg

réwniez zaostrzajacy wptyw na przebieg tuszczycy [62, 102]. Obecno$¢ S. aureus w erytro-
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dermii tuszczycowej potwierdzono u 8 na 11 chorych, podczas gdy zdolnos¢ do wydzielania
SupAg stwierdzono tylko u 3 szczepdw. Tomi 1 wsp. stwierdzili obecnos¢ S. aureus u 50%
chorych z tuszczyca na skorze i w nosie, a nasilenie choroby koreluje ze zdolnoscia do wy-

dzielania enterotoksyn SEA-D przez kolonizujace szczepy [99].
W erytrodermicznych postaciach CTCL obecnos$¢ szczepow wydzielajacych SupAg

stwierdzono w 50% przypadkow. Wartos¢ ta jest nizsza niz w badaniu Jackowa, ktory stwier-
dzit S. aureus na skorze lub we krwi u 32 na 42 chorych z erytrodermiczng postacig CTCL
[54]. Zaobserwowat on ponadto przewage TSST1 nad innymi superantygenami co $cisle ko-
relowato z oligoklonalng ekspansja genu VP receptora TCR. W naszym badaniu, prawdopo-
dobnie z uwagi na niewielka liczb¢ pacjentdw z ta choroba nie obserwowano tej zaleznosci.
Niemniej jednak badanie obecnosci S. aureus u chorych z CTCL jest bardzo wazne z uwagi

na opisywane u nich bakteriemie i posocznice czg¢sto bez goraczki [54].

Badajac wrazliwos¢ szczepow S. aureus w stosunku do AMPs nie stwierdzono istot-
nych réznic pomigdzy wydzielajagcymi i nie wydzielajacymi SupAg. Odmienng sytuacje za-
obserwowano podczas oznaczania wrazliwosci na klasyczne antybiotyki. Szczepy S. aureus
wydzielajace SupAg wymagaty znacznie wyzszych warto$ci MIC i MBC niz nie wydzielaja-
ce SupAg. Szczegolnie alarmujaca jest wicksza opornos¢ tych szczepéw w stosunku do ma-
krolidow 1 linkozamidéw [1, 95]. Niepokojacym jest rowniez fakt, ze antybiotyki [3-
laktamowe tak powszechnie stosowane w terapii infekcji skéry i tkanek migkkich moga
zwieksza¢ produkcje¢ toksyn przez szczepy gronkowcowe [95]. Szczepy wydzielajace supe-
rantygeny mogg wytwarza¢ dodatkowe mechanizmy obronne przez co staja si¢ coraz bardziej
oporne na tradycyjng antybiotykoterapi¢. Adachi i wsp. [1] spekulowali, czy inhibitory synte-
zy protein moga mie¢ wplyw na zahamowanie produkcji SupAg przez S. aureus. Niemniej
jednak zahamowanie wydzielania SupAg przez antybiotyki niekoniecznie musi pokrywac si¢

z ich skuteczno$cia kliniczng.

Narastanie opornosci bakterii na konwencjonalne antybiotyki stanowi powazny pro-
blem wspdtczesnej medycyny i sktania do poszukiwania nowych metod terapeutycznych wy-
korzystujacych mozliwosci obronne ludzkiego ustroju. Zwickszona ekspresja AMPs w tusz-
czycy koreluje z mata podatnosciag zmian skornych w tej chorobie na infekcje bakteryjne.
Diametralnie rozna sytuacja jest obserwowana u pacjentéw z atopowym zapaleniem skory, u
ktérych obnizony poziom LL-37 i hBD-2 sprzyja czestym infekcjom bakteryjnym i wiruso-
wym [45, 112]. Nie ma doniesien na temat ekspresji AMPs w skorze pacjentéw z CTCL, po-
mimo istniejacej hipotezy, ze transformacja i ekspansja nowotworowych limfocytow sa pro-
wokowane przez stymulacj¢ antygendw i superantygenow bakteryjnych, w tym S. aureus.
Ograniczenie populacji S.aureus w skorze pacjentéw z CTCL mogloby przyczyni¢ si¢ do ha-
mowania procesu nowotworowego. Aktualnie dostgpne metody terapeutyczne nie daja moz-

liwosci wyleczenia pacjentéw z CTCL, a niosg ze soba liczne powiktania. Chemioterapia sto-
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sowana w poznych stadiach CTCL oraz w zespole Sezary’ego powoduje istotny spadek od-
pornosci u pacjentow. Znane sg przypadki zgonow z powodu posocznicy gronkowcowe;.
Niebywatymi zaletami wynikajagcymi z mechanizmu dzialania antybiotykéw pepty-
dowych sg ich aktywnos$¢ bakteriobodjcza oraz niskie ryzyko wytworzenia przez bakterie me-
chanizméw opornosci na te zwiazki. Niezbgdne jest przeprowadzenie testow, ktdre potwier-
dzg brak indukcji zjawiska narastania opornosci na antybiotyki peptydowe. Kluczowe sg row-
niez badania, ktore udowodnig brak ich dziatania toksycznego na organizm ludzki. Hipote-
tycznie mozna zatozy¢, ze zwiazki naturalnie wystepujace w organizmach Eucariota oraz ich
bliskie analogi strukturalne powinny by¢ bezpieczne w stosowaniu. Ich selektywnos¢ jest
warunkowana wartoscia potencjatu blonowego, u Eukariota jest ona mniej ujemna niz u Pro-
kariota. Spowodowane jest to rozmieszczeniem anionowych lipidow w blonie, ktore u bakte-
rii skierowane sg na zewnatrz blony komoérkowej, podczas gdy w komoérkach eukariotycznych
anionowe lipidy skierowane sa do cytoplazmy. Istotna jest rowniez obecnos¢ cholesterolu w

btonie komdrek eukariotycznych.

Zastosowanie krétkich lipopeptydow w terapii gronkowcowych choréb skory wydaje
si¢ by¢ ciekawa alternatywa dla miejscowych antybiotykdw. Zwiazki te poza aktywnoscia
przeciwbakteryjna wykazuja wlasciwosci powierzchniowo czynne, dzigki czemu moga stuzy¢

jednoczesnie jako emulgator do emulsji 1 konserwant w postaci leku na skore.

Szerokie zastosowanie w leczeniu infekcji skory i tkanek migkkich znalazt nowy an-
tybiotyk nalezacy do grupy lipopeptydéw — daptomycyna. Charakteryzuje si¢ wysokg aktyw-
noscig w stosunku do bakterii Gram dodatnich, w tym S. aureus [94].

Badania aktywnos$ci mikrobiologicznej naturalnych peptydow przeciwdrobnoustro-
jowch — matrycy, na podstawie ktérej zsyntetyzowano grupe krotkich lipopeptyddéw, potwier-
dzaja ich wysoka aktywno$¢ wzgledem szerokiego spektrum drobnoustrojéw, w tym szcze-
poéw opornych na konwencjonalne antybiotyki takich jak MRSA. Wyniki prezentowanej pra-
cy potwierdzaja aktywnos$¢ lipopeptydéw wobec szczepdw opornych na erytromycyng, peni-
cyling oraz chloramfenikol. Wsrod badanych szczepdw nie zidentyfikowano szczepdw wan-
komycyno opornych [praca 8]. Nalezaloby rozszerzy¢ badania aktywnosci mikrobiologiczne;j
na szerszy zakres bardziej zroznicowanych szczepow S. aureus, charakteryzujacych si¢ opor-
noscig na antybiotyki konwencjonalne. Wykazanie aktywnos$ci krotkich lipopeptydéw po-
twierdziloby zasadno$¢ rozpatrywania tej grupy zwigzkéw jako przysziych lekow przeciw-
gronkowcowych. Poza wynikami badan wstgpnych dotyczacych aktywnosci lipopeptydow
przemawiaja za tym réwniez informacje dostepne na temat peptydow przeciwdrobnoustrojo-
wych [66].

Do dnia dzisiejszego opisano ponad 600 tzw. endogennych antybiotykdéw peptydo-
wych. Charakteryzuja si¢ szerokim spektrum aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej obejmuja-

cym bakterie, wirusy oraz grzyby. Stanowig integralng czes¢ uktadu odpornosciowego orga-
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nizmow krolestwa Eucaryota, gdzie sa zlokalizowane na wszystkich powierzchniach ekspo-
nowanych na srodowisko zewnetrzne. Ludzkie AMP’s — defensyny 1 katelicydyny obecne w
leukocytach sa takze wydzielane przez gruczoly skory i bton §luzowych i stanowiag wazny
element ochrony organizmu przed drobnoustrojami. Podobnie jak krétkie lipopeptydy wyka-
zuja one aktywnos$¢ bojcza w stosunku do mikroorganizmdéw poprzez przenikanie i niszczenie
btony komorkowej, inaczej niz tradycyjne antybiotyki dziatajace na konkretng strukturg ko-
morkowg. Aktywny peptyd powstaty po przemianie ludzkiej katelicydyny — LL37 wykazuje
aktywno$¢ wobec bakterii Gram dodatnich i Gram ujemnych. Potwierdzono jego obecnos¢ w
neutrofilach, monocytach, subpopulacjach limfocytdw, keratynocytach w warunkach stanu
zapalnego oraz miejscach po urazach mechanicznych, gdzie sprzyja ograniczaniu rozwoju
infekcji miedzy innymi S. aureus [107] .

Szereg zwigzkdéw nalezacych do grupy peptyddw przeciwdrobnoustrojowych znajduje
si¢ obecnie w trakcie badan klinicznych oraz przedklinicznych. Analog indolicydyny, natu-
ralnie wystepujacej w neutrofilach bydlgcych, MBI 594 AN moze znalez¢ zastosowanie w
leczeniu tradziku. Charakteryzuje si¢ wysoka aktywnos$cig wzgledem Propionibacterium ac-
nes, najwazniejszej zwiazanej z tradzikiem bakterii, ktorej opornos¢ w stosunku do konwen-

cjonalnych antybiotykow gwaltownie wzrasta [71].

P113 — analog histatyn pochodzacych ze §liny ssakow — wykazuje znaczng aktywnos¢
in vitro w stosunku do bakterii Gram dodatnich, Gram ujemnych oraz Candida albicans| 83] .
Ukonczono pomyslnie pierwszy i drugi etap badan klinicznych dotyczacych stosowania tego
zwigzku w leczeniu kandydozy jamy ustnej pacjentéw z HIV [100]. Planuje si¢ takze wyko-
rzystanie tego zwigzku w infekcjach ptuc Pseudomonas aeruginosa u pacjentéw chorych na
mukowiscydoze. Wyniki badan nad D2A21 przeprowadzone na modelach szczurzych sugeru-
ja, ze zwiazek ten moze by¢ obiecujagcym antybiotykiem do stosowania miejscowego w le-
czeniu infekcji skornych i ran oparzeniowych [24].

Kationowe lipopeptydy sa stosunkowo nowa grupa zwigzkdw, wiec nie ma jeszcze
dostepnych wielu danych dotyczacych aktywnosci tych substancji. Prace dotycza gltownie
jednego z lipopeptydéw (Palm-KK-NHy) i jego aktywnosci in vitro. Przeprowadzone zostaly
takze badania na modelach szczurzych, gdzie Palm-KK-NH, okazat si¢ by¢ skuteczny wobec

indukowanych infekcji gronkowcowych bez wystapienia skutkow ubocznych u badanych
szczurdw [12, 30, 91].
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6. WNIOSKI

1.

Techniki ADSRRS-fingerprinting i PCR MP wykazaty, ze w wiekszosci przypad-
kéw szezepy bakteryjne izolowane od pacjenta: ze zmiany skdrnej, nosa i/lub gar-
dta, prezentowaty genetyczne podobienstwo umozliwiajace zaliczenie ich do tego
samego genotypu.

Wsréd gronkowcdw izolowanych od pacjentow z nawrotowa czyraczno$cig domi-
nujg metycylinowrazliwe szczepy S. aureus nalezace do IV grupy agr i posiadajace
gen leukocydyny [ukS/lukF-PV.

Wydzieliny ustrojowe zawierajace wysokie stezenia GAGs hamujg aktywno$é
przeciwbakteryjng LL-37, natomiast polikationy wigzace si¢ do GAGs zwickszaja
aktywnos$¢ przeciwbakteryjng endogennych antybiotykow peptydowych w wydzie-
linach zawierajacych glikozaminoglikany.

Naturalne peptydy przeciwdrobnoustrojowe wydaja si¢ interesujaca alternatywa dla
konwencjonalnej antybiotykoterapii z uwagi na znacznie nizsze warto$ci MIC i
MBC oraz odmienny mechanizm dziatania minimalizujacy ryzyko rozwoju opor-
nosci.

Opornos¢ na antybiotyki nie koreluje z opornoscig w stosunku do AMPs, a wydzie-
lane superantygeny nie maja wptywu na aktywnos$¢ przeciwbakteryjng AMPs.
Zastosowanie krotkich lipopeptyddw w terapii gronkowcowych chordb skory wy-
daje si¢ by¢ obiecujaca opcja terapeutyczng. Zwiazki te poza aktywnos$cia przeciw-
bakteryjng wykazujg wtasciwosci powierzchniowo czynne, dzigki czemu mogg stu-

zy¢ jednoczesnie jako emulgator do emulsji 1 konserwant w postaci leku na skore.
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