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WYKAZ SKROTOW

AD- atopic dermatitis

AMPs- antimicrobial peptides / peptydy przeciwdrobnoustrojowe
AZS- atopowe zapalenie skory
CA-MRSA- community-associated (acquired) MRSA/ pozaszpitalne szczepy MRSA

ChromID MRSA/ ChromID S.aureus- chromogenic medium for the selective isolation
of staphylococci and the direct identification of S. aureus and MRSA/ chromogenne podloze
do selektywnej izolacji gronkowcdw 1 bezposredniej identyfikacji gronkowca zlocistego i

MRSA

ETA, ETB- Exfoliative Toxin A and B/ eksfoliatyna A i B

HA-MRSA- health care-associated (acquired) MRSA/ szpitalne szczepy MRSA
HBD - human beta-defensin / ludzka beta-defensyna

IgE-immunoglobulin E/ immunoglobulina E

IL- interleukin / interleukina

IFN-y-Interferon-gamma/ Interferon gamma

LL- 37 - ludzka katelycydyna — peptyd przeciwdrobnoustrojowy ztozony z 37 aminokwasoéw

MIC- minimum inhibitory concentration/ minimalne stezenie hamujace

MRSA- methycillin-resistant Staphylococcus aureus /| Gronkowiec ztocisty oporny na

metycyling

MSSA-methycillin- susceptible Staphylococcus aureus / Gronkowiec ztocisty wrazliwy na

metycyling
PCR- Polymerase chain reaction / reakcja fancuchowa polimerazy
PVL- Panton-Valentine leukocidine / leukocydyna Pantona- Valentina

SCCmec- Staphylococcal chromosomal cassette mec / chromosomalna kaseta gronkowcowa

mec
SEA-D - Staphylococcal Enterotoxins A-D/ gronkowcowe enterotoksyny A-D
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S. aureus- Staphylococcus aureus
TNF-a- tumor necrosis factor -o./ czynnik martwicy nowotworu-o

TSST-1 - Toxic Shock Syndrome Toxin-1/Toksyna Wstrzasu Septycznego 1

Th- T helper cells/ komorki T pomocnicze
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WPROWADZENIE

Gronkowiec ztocisty (Staphylococcus aureus) jest wiodaca przyczyna zakazen bakteryjnych
wsrdd populacji ludzkiej na calym $wiecie. W sprzyjajacych warunkach posiada unikalng
zdolnos¢ wywolywania szerokiego spectrum schorzen, poczawszy od zakazen skory i tkanek
migkkich, infekcji pokarmowych, wstrzasu toksycznego, poprzez seps¢, zapalenia wsierdzia,
ko$ci, martwicze zapalenia powigzi oraz zapalenia pluc. Obecnos¢ S. aureus jest stwierdzana
na skorze chorych z atopowym zapaleniem skory (AZS), z czego 75-100% w obrgbie zmian
skérnych, a 30-50% w obrebie skory niezmienionej [1]. Nasilonej kolonizacji bakteryjnej
skory w AZS moga sprzyja¢ zardbwno zaburzenia odpornosci humoralnej jak i komorkowej
[2]. S. aureus stymuluje reakcje zapalne zardowno poprzez bezposrednie dziatanie prozapalne,
jak rowniez na skutek oddziatywania szeregu czynnikéw (np. biatek Sciany komorkowej oraz
egzotoksyn). Enterotoksyny gronkowcowe wykazujg dzialanie superantygenowe prowadzac
do oligoklonalnej aktywacji limfocytéw T. Na przestrzeni ostatnich lat zaobserwowano
dynamiczng ewolucj¢ gatunku S. aureus w kierunku rozwinigcia wysoce patogennych i
opornych na antybiotyki szczepdéw. Stanowi to istotny problem w aspekcie aktualnych
mozliwosci terapeutycznych [3]. Szczegélnie alarmujgce jest wzrastanie w warunkach
ambulatoryjnych infekcji wywotywanych przez oporne na metycyling szczepy S. aureus
(MRSA) [4]. W aspekcie narastania opornosci na powszechnie stosowane antybiotyki
cickawa alternatywa wydaja si¢ by¢ peptydy przeciwdrobnoustrojowe (AMPs). Ludzki
organizm wyposazony jest w ponad 100 AMPs bedacych integralnym sktadnikiem
odpornosci wrodzonej. Wykazuja one aktywno$¢ przeciwbakteryjng, a ich mechanizm
dziatania zwigzany jest z destabilizacja i dezintegracja bton komdrkowych drobnoustrojow.
Brak konkretnego celu molekularnego w komorce bakteryjnej pozwala domniemywaé iz
ryzyko rozwoju szczepéw opornych na tg grupe zwigzkow bedzie minimalne, stad tez AMPs

staty si¢ przedmiotem intensywnych badan naukowych.



CELE PRACY

1. Analiza epidemiologiczna szczepdéw S. aureus i MRSA (CA-MRSA, HA-MRSA)

kolonizujacych chorych z atopowym zapaleniem skory.

2. Analiza szczepow S. aureus pod katem wrazliwosci na antybiotyki konwencjonalne
(ampicylina, ciprofloksacyna, daptomycyna, erytromycyna, kwas fusydowy, linezolid,
linkomycyna, mupirocyna, tetracyklina, ~wankomycyna) oraz wybrane peptydy

przeciwdrobnoustrojowe (CAMEL, Citropina 1.1, LL 37, Temporyna A).

3. Okreslenie potencjalu chorobotworczego szczepdw S. aureus poprzez oznaczenie genow

toksyn gronkowcowych.



METODYKA I MATERIAL BADAN

W okresie od 08.2014 — 08.2015 od 100 pacjentdéw z rozpoznaniem atopowego zapalenia
skory hospitalizowanych w Klinice Dermatologii, Wenerologii i Alergologii Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego lub bedacego pod opieka Przyklinicznej Poradni Alergicznych
Choréb Skory Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego oraz od 50 zdrowych oséb pobrano
wymazy ze skory (zgigcie tokciowe) i z przedsionka nosa celem wyizolowania szczepow S.
aureus. Grupe kontrolng stanowili pacjenci bez osobniczego lub rodzinnego wywiadu w
kierunku chorob dermatologicznych lub alergicznych, ktorzy zgtosili si¢ do Przykliniczne;j
Poradni Dermatologicznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego celem dermatoskopowe;j
oceny znamion barwnikowych. Identyfikacji szczepéw dokonano przy zastosowaniu
dwudzielnego podtoza do przesiewowego badania w kierunku kolonizacji MRSA-chromID
MRSA/ chromID S.aureus. Oznaczono st¢zenia hamujacego wzrost (MIC) badanych
szczepoOw metoda seryjnych rozcienczen na 96-dotkowych polistyrenowych plytkach
mikrotitracyjnych w bulionie Mueller Hinton II dla antybiotykéw konwencjonalnych
(ampicylina, ciprofloksacyna, erytromycyna, kwas fusydowy, linezolid, linkomycyna,
mupirocyna, tetracyklina, wankomycyna) oraz wybranych peptydow
przeciwdrobnoustrojowych (CAMEL, Citropina 1.1, Daptomycyna, LL 37, Temporyna A).
Peptydy zostaty zsyntezowane w laboratorium Katedry 1 Zaktadu Chemii Nieorganicznej,
Wydzialu Farmaceutycznego Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Metode multiplex PCR
zastosowano w celu oznaczenia gendéw toksyn gronkowcowych odpowiedzialnych za
produkcie eksfoliatyny A (eta), i B (eth), toksyny wstrzasu toksycznego TSST-1 (¢s7),
enterotoksyn: A, B, C, D (sea, seb, sec, sed) oraz leukocydyny Panton-Valentina (/ukS-
PV/IukF-PYV).

Badanie zostato zatwierdzone przez Komisje Bioetyczng (numer zgody NKBBN / 242-477 /
2014).



OMOWIENIE PUBLIKACJI WCHODZACYCH W SKELAD ROZPRAWY
Na rozprawe doktorska sktadaja sie 4 prace.

Praca pogladowa ,, Pozaszpitalne zakazenia szczepami gronkowca zlocistego opornego na
metycyling — ewolucja szczepow czy dzialanie jatrogenne?”, opublikowana w Przegladzie
Dermatologicznym, stanowi przeglad dotychczasowej wiedzy na temat mechanizméow
powstawania antybiotykoodporno$ci szczepow S. aureus oraz przedstawia charakterystyke
szczepow szpitalnych i1 pozaszpitalnych MRSA. Gronkowiec ztocisty oporny na metycyling
zostal po raz pierwszy opisany w 1961 roku [5]. Szczep MRSA rozprzestrzenit si¢ w krotkim
czasie na calym $§wiecie 1 jest obecnie powszechnie izolowany w wickszosci szpitali i
placowek opieki zdrowotnej krajow uprzemystowionych. Infekcje wywotane przez MRSA
tradycyjnie omawiane s3 w kontek$cie zakazen wewnatrzszpitalnych i dotyczg w gldwnej
mierze chorych po zabiegach chirurgicznych, dializowanych, przebywajacych na oddziatach
intensywnej terapii. Szczepy S. aureus oporne na metycyling izolowane od pacjentow
szpitalnych (HA-MRSA) sa z definicji wielooporne, najczesciej niewrazliwe na tetracykliny,
aminoglikozydy, makrolidy, linkozamidy, fluorochinolony, chloramfenikol, kwas fusydowy,
rifampicyng. Opisano szczepy oporne na wankomycyng, linezolid i daptomycyne. Pod koniec
lat 90 ubiegltego wieku wyizolowano rdéwniez nowe szczepy bakterii u o0séb bez
wczesniejszego kontaktu ze stuzbg zdrowia - pozaszpitalne szczepy MRSA (CA-MRSA). W
pracy przedstawiono réwniez doniesienia na temat spektrum chorob wywotywanych przez
szczepy CA-MRSA. Do najczestszych naleza zakazenia skory i tkanek migkkich, stanowigce
okoto 90% przypadkow. Wsrod nich przewazaja ropnie i zapalenie tkanki podskérnej [6].
Pozaszpitalne szczepy MRSA sg oporne nie tylko na antybiotyki B-laktamowe, lecz takze na
tetracykliny 1 niekiedy makrolidy. Wigze si¢ to z obecnoscig gendéw warunkujacych
zwigkszong zjadliwo$¢ tej populacji gronkowca ztocistego. Do unikalnych cech szczepow
CA-MRSA nalezg dwa elementy genetyczne: kompleks genéw kasety chromosomalnej mec
(SCCmec) zawierajacy gen opornosci na metycyling 1 gen wirulencji kodujacy toksyne
zabijania leukocytow — leukocydyne Pantona-Valentina [7]. W drugiej cz¢sci pracy zwrdcono
uwage na watpliwg role dekolonizacji w eliminacji pozaszpitalnych szczepow gronkowca
ztocistego. Podkreslono, ze donosowe stosowanie mupirocyny nie zmniejszylo kolonizacji
btony sluzowej nosa i czestosci wystepowania zakazen wywotanych przez CA-MRSA [8].
Ponadto jej diugotrwate stosowanie powodowato powstawanie szczepdéw opornych [9].

Przedstawiono rowniez przeglad pismiennictwa dotyczacy skutecznosci antybiotykow
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stosowanych w przypadku infekcji CA-MRSA oraz wskazania do ich stosowania. Omdwiono
szereg nowych zwigzkow terapeutycznych, bedacych w fazie badan klinicznych i
obserwacyjnych, do ktorych naleza: glikopeptydy (telawancyna, dalbawancyna i
oritawancyna), B-laktamy nowej generacji nalezace do V grupy cefalosporyn (ceftarolina i

ceftobiprol), przeciwciata przeciwko toksynom gronkowcowym (PVL, a-hemolizynom).

W pracy pogladowej pod tytutem ,, Rola peptydow przeciwdrobnoustrojowych w wybranych
dermatozach”, opublikowane] w Przegladzie Dermatologicznym, przedstawiono budowe,
mechanizm dzialania, podziat i rol¢ peptydow drobnoustrojowych w patogenezie licznych
chorob skory, m.in. atopowego zapalenia skory, tuszczycy, tradziku rozowatego. Zwrocono
uwage, 1z w skorze chorych na AZS stwierdza si¢ zwigkszong liczbe limfocytow Th2, co
prowadzi do wzmozonej ekspresji uwalnianych przez nie cytokin: 1L-4, IL-10 oraz IL-13, i
niskich pozioméw cytokin prozapalnych (TNF-a, IFN-y, IL-1B) [10]. U pacjentow z
tuszczycg wykazano zwigkszong produkcje limfocytow Thl i neutrofilow [11]. Stwierdzono,
ze IL-4 i IL-13 hamujg indukcje AMPs, gtownie HBD-2 i HBD-3 w keratynocytach [12].
Dodatkowo brak stymulatoréw wydzielania AMPs — IL-1B oraz IL-22 — prowadzi do
zmniejszonej ekspresji AMPs w skorze chorych na AZS i to zar6wno HBD 2 i 3, jak i LL 37
[13]. Pacjenci z AZS maja ponadto obnizong ekspresje dermicydyny, co przyczynia si¢ do
zwiekszonej podatnosci na infekcje skory. Podkreslono, iz narastanie opornosci bakterii na
konwencjonalne antybiotyki stanowi powazny problem wspotczesnej medycyny i sktania do
poszukiwania nowych metod terapeutycznych wykorzystujacych mozliwosci obronne
ludzkiego organizmu. Zaprojektowano szereg syntetycznych analogow AMPs, opracowano
optymalne metody pozyskiwania oraz oczyszczania tych zwigzkéw, przebadano takze ich
aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa. Aby wdrozenie peptydow do lecznictwa bylo mozliwe,
konieczne jest kontynuowanie i rozszerzenie badan. Rozpatrujac je jako potencjalne zwigzki
do stosowania w dermatologii, nalezy przeprowadzi¢ badania aktywno$ci mikrobiologiczne;j
wzgledem szczepow izolowanych od pacjentow z ropnymi chorobami skory czy badania pod
katem nosicielstwa. Niezbedna jest rowniez ocena zjawiska narastania oporno$ci bakterii na
AMPs w celu oszacowania ich wartoéci jako nowych antybiotykow. Kroétkie lipopeptydy
moga znalez¢ zastosowanie w terapii chorob o etiologii gronkowcowej z uwagi na wysoka
aktywnosci 1 stosunkowo niski koszt syntezy. Do leczenia infekcji skory i tkanek migkkich

stosuje si¢ nowy antybiotyk nalezacy do grupy lipopeptydow — daptomycyne, ktoéra
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charakteryzuje si¢ wysokg aktywnoscig w stosunku do bakterii Gram-dodatnich, w tym S.

aureus. [14].

W pracy oryginalnej pod tytutem ,, Decolonization of Staphylococcus aureus in patients with
atopic dermatitis - reason for increasing resistance to antibiotics?”, przyjetej do druku w
czasopismie Advances in Dermatology and Allergology, przedstawiono analize¢
epidemiologiczng szczepow S. aureus kolonizujacych chorych z AZS. W Polsce brak jest
danych epidemiologicznych dotyczacych kolonizacji szczepow S. aureus i MRSA u
pacjentow z AZS. W grupie badanej stwierdzono odpowiednio: 75% (wymaz ze skory) i 73%
(wymaz z nosa) szczepdéw gronkowca ztocistego wrazliwych na metycyling (MSSA). MRSA
zidentyfikowano w 11% isolatow. W kolejnym etapie pracy przedstawiono analize
antybiotykowrazliwo$ci  szczepow dla  nastgpujacych  antybiotykdéw: ampicylina,
ciprofloksacyna, daptomycna, erytromycyna, kwas fusydowy, linezolid, linkomycyna,
mupirocyna, tetracyklina, wankomycyna. Odnotowano stosunkowo duzy odsetek szczepow
opornych na mupirocyn¢ (17,5%) 1 kwas fusydowy (15,5%) - antybiotyki miejscowe szeroko
stosowane w celu dekolonizacji S. aureus u pacjentow z AZS. W pracy przedstawiono
réwniez mechanizmy powstawania opornosci na mupirocyn¢ i kwas fusydowy. Liczne
badania dotyczace efektu leczenia przeciwbakteryjnego w aspekcie nosicielstwa S. aureus w
AZS 1 nasilenia stanu zapalnego daty sprzeczne wyniki. Przytoczone zostalty wyniki prac
eksperymentalnych, w ktorych realizowano zardwno badania otwarte jak i badania z
podwojna Slepa, kontrolowane placebo. Dotyczyly one stosowania miejscowego oraz
doustnych antybiotykow ktore wykazywaly zmniejszenie gestosci kolonizacji 1 czesciowe
zmniejszenie stanu zapalnego [15, 16]. Niektore badania dowiodty braku poprawy_u chorych
z AZS leczonych doustnymi antybiotykami [17, 18]. We wspomnianych pracach, niezaleznie
od proponowanej metody leczeni do rekolonizacji S. aureus dochodzito po 4-8 tygodniach
[19]. W koncowych wnioskach podkreslono, ze miejscowe stosowanie antybiotykéw nie
powinno by¢ zalecane u pacjentow z AZS celem dekolonizacji przede wszystkim z powodu

ryzyka rozwoju szczepow opornych.

W pracy oryginalnej pod tytutem ,, Activity of antimicrobial peptides and conventional

antibiotics against superantigen positive Staphylococcus aureus isolated from the patients
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with atopic dermatitis”, przyjetej do druku w czasopis$mie Advances in Dermatology and
Allergology, podjeto probe analizy szczepoéw gronkowcowych pod katem obecno$ci genow
dla poszczegolnych toksyn gronkowcowych. Aby zbada¢ mozliwosci chorobotworcze
szczepoOw MRSA 1 dokona¢ analizy poréwnawczej w stosunku do szczepéw MSSA, zbadano
obecno$¢ gendw nastepujacych toksyn gronkowcowych, takich jak: eksfoliatyna A (eta) i
eksfoliatyna B (etd), toksyny wstrzasu toksycznego TSST-1(zsf), enterotoksyny A, B, C, D
(sea, seb, sec, sed) oraz geny leukocydyny Panton-Valentine (luks-PV/lukF-PV). Badania
wystepowania genéw toksyn przeprowadzone metodg multiplex PCR wykazato, ze u
szczepow MRSA wystepowaly inne geny toksyn niz wsrod gronkowcow MSSA, z wyjatkiem
genu eksfoliatyny A, PVL i1 genu enterotoksyny B, ktory wykrywano w obu grupach
szczepow. Wsrod gronkowcow MRSA znamiennie cze$ciej wykrywano geny eksfoliatyny B

oraz PVL.

Znaczacg rolg w patogenezie zakazen gronkowcowych majg toksyny o charakterze
superantygenéw, do ktérych naleza enterotoksyny, toksyna wstrzasu toksycznego i
eksfolitatyny, a takze leukocydyna Pantona-Valentine. Superantygeny gronkowcowe maja
zdolno$¢ penetracji naskorka i1 skory wiasciwej, reaguja z ré6znymi komoérkami uktadu
immunologicznego skory stymulujac procesy zapalne, indukuja reakcje zapalng w miejscu
aplikacji na skorze oraz stymulujg produkcje IgE skierowanych przeciwko poszczegdlnym
superantygenom. Wigkszo$¢ szczepdw izolowanych od chorych z AZS wydziela toksyny
pelnigce funkcje superantygenow, co potwierdzono réwniez w prezentowanej pracy (69%
badanych szczepow wydzielalo superantygeny). Badajac wrazliwo$¢ szczepow S. aureus w
stosunku do AMPs nie stwierdzono istotnych roéznic pomiedzy wydzielajgcymi 1 nie
wydzielajacymi superantygendw. Odmienng sytuacje zaobserwowano podczas oznaczania
wrazliwosci na klasyczne antybiotyki. Szczepy S. aureus wydzielajace superantygeny
wykazywaty wyzsze wartosci MIC dla antybiotykow takich jak erytromycyna, kwas

fusydowy i mupirocyna.

W pracy przedstawiono rowniez wyniki badan dotyczace antybiotyku nalezacego do grupy

liopeptydow-daptomycyny. Badania aktywno$ci mikrobiologicznej naturalnych peptydéw

przeciwdrobnoustrojowych potwierdzaja ich wysoka aktywnos$¢ wzgledem szerokiego

spektrum drobnoustrojow, w tym szczepoéw opornych na konwencjonalne antybiotyki takich

jak MRSA. Mechanizm dziatania wigkszosci peptydow przeciwdrobnoustrojowych opiera si¢

na permeabilizacji blony drobnoustrojow. Niebywalymi zaletami wynikajacymi z
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mechanizmu dziatania AMPs sg ich aktywno$¢ bakteriobdjcza oraz niskie ryzyko
wytworzenia przez bakterie opornosci na te zwigzki. Daptomycyna znalazta szerokie
zastosowanie w leczeniu infekcji skory i1 tkanek migkkich. Charakteryzuje si¢ wysoka
aktywnoscig w stosunku do bakterii Gram-dodatnich, w tym §. aureus. W prezentowanej
pracy podjeto probe oceny wrazliwosci szczepow S. aureus na powyzszy antybiotyk.
Odnotowano 54.72% szczepdéw niewrazliwych na daptomycyng, mimo braku wczesniejszej
terapii powyzszym lekiem. W pracy przedstawiono mechanizmy opornosci na daptomycyne,
oraz szereg doniesien literaturowych podkreslajacych niezwykle szybko narastajgcg opornosé

na ten lek.
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STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM
INTRODUCTION

Staphylococcus aureus is the leading cause of bacterial infections of the human population
worldwide. Under favorable conditions, has the unique ability to generate a broad spectrum of
diseases, ranging from skin and soft tissue infections, toxic shock syndrome, sepsis,
endocarditis, osteitis, necrotizing fasciitis and pneumonia. Vast majority of patients (75 to
100%) with atopic dermatitis (AD) present skin colonization by S. aureus within lesions and
30-50% of them within unaffected skin. Bacterial colonization of the skin in AD is supported
by both abnormal humoral and cell-mediated immunity [2]. S. aureus stimulates the
inflammatory response both via direct pro-inflammatory effects and interactions with a
variety of factors (eg. cell wall proteins and exotoxins). Staphylococcal enterotoxins exhibit
superantigen activity resulting in oligoclonal T cell activation. Over the past few decades,
there has been a dynamic evolution of the S. aureus species resulting in the development of
highly pathogenic and antibiotic-resistant strains. It constitutes a significant problem in the
aspect of current therapeutic options [3]. Particularly alarming is an increase of infections
caused by methicillin-resistant S. aureus (MRSA) in an outpatient conditions [4]. In the aspect
of increasing resistance to commonly used antibiotics, antimicrobial peptides (AMPs) appear
to be a promising alternative to conventional antibacterial drugs. The human body is equipped
with more than 100 AMPs, being the integral component of innate immunity. They exhibit
antimicrobial activity and their mechanism of action is related to the destabilization and
disintegration of microorganisms cell membranes. The lack of specific molecular targets in a
bacterial cell can presume that the risk of resistance development might be limited. Therefore

AMPs have become the subject of intense research.
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OBJECTIVES

1. The epidemiological analysis of S. aureus and MRSA (CA-MRSA and HA-MRSA) strains

colonizing patients with atopic dermatitis.

2. The analysis of the susceptibility profile of S. aureus strains to the conventional antibiotics
(ampicillin, ciprofloxacin, daptomycin, erythromycin, fusidic acid, linezolid, lincomycin,
mupirocin, tetracycline, vancomycin) and selected antimicrobial peptides (CAMEL, Citropin

1.1, LL 37 and Temporin A).

3. The analysis of pathogenic potential of S. aureus strains by staphylococcal toxin genes

characterization.

16



METHODS AND MATERIALS

Patients were enrolled in our study during hospitalization in the Department of Dermatology,
Venereology and Allergology in Gdansk and their visits in the Outpatient Clinic from August
2014 to August 2015. Skin and nasal swabs were collected from 100 patients with AD and
from 50 individuals (control group) in order to investigate the presence of S. aureus. The
control group consisted of patients without personal or family history of skin or allergic
diseases that visited Dermatological Outpatient Clinic for the dermatoscopy evaluation of
moles. Preliminary identification and detection of S. aureus and MRSA strains was conducted
using ChromID MRSA/ChromID S. aureus biplate (bioMérieux) for the simultaneous
detection of S. aureus and methicillin-resistant S. aureus (MRSA). Minimum inhibitory
concentration (MIC) was determined by the broth microdilution method in Mueller Hinton II
broth on polypropylene 96-well plates for conventional antibiotics (ampicillin, ciprofloxacin,
daptomycin, erythromycin, fusidic acid, linezolid, lincomycin, mupirocin, tetracycline,
vancomycin) and selected antimicrobial peptides (CAMEL, Citropina 1.1, LL 37, Temporin
A). Peptides were synthesized in the Laboratory of the Department of Inorganic Chemistry,
Faculty of Pharmacy, Medical University in Gdansk. The multiplex PCR was used for
determination of staphylococcal toxins genes responsible for the production of exfoliative
toxin A (eta) and B (etb), toxic shock syndrome toxin-1 (zsf), enterotoxins A, B, C, D (sea-
sed) and Panton Valentine leukocidine (lukS-PV/lukF-PV).

The study was approved by the local Research Ethics Board (approval number NKBBN/242-
477/2014).
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REVIEW OF THE PUBLICATIONS
The dessertation consist of 4 articles.

The review paper “Community-associated methicillin-resistant Staphylococcus aureus —
evolution of the strains or iatrogenic effects?", published in the Dermatology Review,
provides an overview of current knowledge on mechanisms of S. aureus strains resistance,
and presents the characteristics of community-associated MRSA (CA-MRSA) and health
care-associated MRSA (HA-MRSA). S. aureus resistant to methicillin was first described in
1961 [5]. The strain of MRSA has spread quickly around the world, and is now commonly
isolated in most hospitals and health care facilities in industrialized countries. Infections
caused by MRSA are traditionally discussed in the context of hospital infections and are
related primarily to patients after surgery, dialysis, hospitalized in intensive care units. Health
care-associated MRSA strains are, by definition, multi-resistant, mostly to tetracyclines,
aminoglycosides, macrolides, lincosamides, quinolones, chloramphenicol, fusidic acid,
rifampicin. Strains resistant to vancomycin, linezolid and daptomycin were described. In the
late 90s of the last century new strains of bacteria in patients without prior contact with the
health service - community-acquired MRSA- were isolated. This paper also presents reports
about the spectrum of diseases caused by CA-MRSA strains. The most common are skin and
soft tissue infections, representing about 90% of cases. Among them dominate abscesses and
cellulitis [6]. CA-MRSA strains are resistant not only to PB-lactam antibiotics, but also
tetracycline and macrolides. This is related to the presence of genes responsible for the
increased virulence of Staphylococcus aureus population. The unique features of CA-MRSA
strains include two genetic elements: a complex of a chromosomal gene cassette mec
(SCCmec) including methicillin resistance gene and the gene encoding the virulence of toxin
killing leukocytes - Panton-Valentine leukocidine [7]. In the second part of the review the
questionable role of decolonization in the elimination of community-acquired strains of
Staphylococcus aureus was highlighted. It was emphasized, that the use of intranasal
mupirocin did not reduce colonization and the prevalence of infections caused by CA-MRSA
[8]. Moreover, its long-term use resulted in the emergence of resistant strains [9]. The
overview of the literature regarding the efficacy of antibiotics used in the case of CA-MRSA
infections and the indications for their use were presented. A number of new therapeutic
compounds, which are in clinical trials and observational studies, including glycopeptides

(telavancin, dalbavancin and oritavancin), new generation B-lactams belonging to the group V
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of cephalosporin (ceftarolin and ceftobiprol), antibodies against staphylococcal toxins (PVL,

a-hemolizins) were discussed.

In the review paper entitled “The role of antimicrobial peptides in selected dermatoses"
published in the Dermatology Review, the structure, mechanism of action, division and role
of antimicrobial peptides in the pathogenesis of many skin diseases, including atopic
dermatitis, psoriasis and rosacea, were presented. It was noted that in the skin of AD patients
there is an increased number of Th2 cells, which leads to increased expression of cytokines:
IL-4, IL-10 and IL-13 and low level of proinflammatory cytokines (TNF-a, IFN vy, IL-1pB)
[10]. In patients with psoriasis increased production of Thl cells and neutrophils was
demonstrated [11]. It was reported that IL-4 and IL-13 inhibit induction of AMPs, mainly
HBD-2 and HBD-3 in keratinocytes [12]. In addition, the lack of secretion of AMPs
stimulators-IL-13 and IL-22 - leads to decreased expression of AMPs, both HBD 2 ,3 and LL
37 in the skin of AD patients [13]. Patients with AD have decreased dermicidin expression,
which contributes to increased susceptibility to skin infections. It was emphasized that the
increase of bacterial resistance to conventional antibiotics is a serious problem of medicine
and it encourages to the search for new therapeutic options. A series of synthetic analogs of
AMPs were designed, optimal methods of obtaining and purifying these compounds were
developed and their antimicrobial activity were tested. To implement the peptides to the
treatment, it is necessary to continue and extend the research. Considering them as potential
compounds for use in dermatology, microbial activity studies should be performed, related to
the strains isolated from patients with purulent skin diseases or tested for carrier. The
evaluation of increasing resistance of bacteria to AMPs is necessary to estimate their value as
new antibiotics. Short lipopeptides may be useful in the treatment of staphylococcal diseases
due to its high activity and relatively low cost of synthesis. New antibiotic belonging to the
lipopeptides group — daptomycin- characterized by high activity against Gram-positive

bacteria including S. aureus, is used to treat skin and soft tissue infections [14].

In the original paper titled "Decolonization of Staphylococcus aureus in patients with atopic
dermatitis - reason for increasing resistance to antibiotics?", accepted for publication in the
Advances in Dermatology and Allergology, an epidemiological analysis of S. aureus strains
colonized patients with AD was presented. There are no prevalence data for S. aureus and
MRSA colonization among AD patients in Poland. S. aureus strains were isolated from the
majority of our patients, either from the skin (75%) or the anterior nares (73%). In the present
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study of the 100 nasal swabs, 11% were positive for MRSA. In the next part of paper, an
analysis of susceptibility profile for the following antibiotics: ampicillin, ciprofloxacin,
daptomycin, erythromycin, fusidic acid, linezolid, lincomycin, mupirocin, tetracycline,
vancomycin, was reported. There has been a relatively high percentage of mupirocin (17.5%)
and fusidic acid (15.5%) resistant strains - topical antibiotics widely used for the
decolonization of S. aureus in patients with AD. The mechanisms of resistance to mupirocin
and fusidic acid was also described in the paper. Several studies concerning the effect of
antimicrobial treatment on the S. aureus colonization and the severity of inflammation gave
conflicting results. The results of experimental work, which was carried out in both open or
double-blind placebo-controlled trials, were cited. Topical or systemic antibiotics were able to
reduce colonization density and led to a partial improvement of skin lesions [15, 16]. On the
other hand, treatment with oral antibiotics did not lead to a significant improvement of AD in
some studies [17,18]. In the mentioned papers, regardless of the proposed treatment method
benefits last no longer than 4-8 weeks [19]. In the final conclusions it was emphasizes that the
use of topical antibiotics should not be recommended for decolonization in patients with AD,

because of the risk of resistance development.

In the original paper entitled "Activity of antimicrobial peptides and conventional antibiotics
against superantigen positive Staphylococcus aureus isolated from the patients with atopic

'

dermatitis," accepted for publication in the Advances in Dermatology and Allergology, an
attempt was made to analyze the staphylococcal strains for the presence of staphylococcal
toxins genes. To assess the pathogenic potential of MRSA strains and to make a comparative
analysis in relation to the MSSA strains, the presence of staphylococcal toxins genes
responsible for the production of exfoliative toxins A (ETA) and B (ETB), toxic shock
syndrome toxin-1 (TSST-1), enterotoxins A, B, C, D (SEA-SED) and Panton Valentine
leukocidine (PVL) was assessed. MRSA strains secreted other toxin compared to MSSA,
except of the gene of exfoliative toxin A, PVL and enterotoxin B, which was detected in both
groups of strains. Among the MRSA, genes of exfoliative toxins A and PVL was significantly
more frequently detected. A significant role in the pathogenesis of staphylococcal infections
have toxins that possess properties of superantigens, which include enterotoxins, toxic shock
syndrome toxins, exfoliative toxins and Panton-Valentine leukocidine. Staphylococcal

superantigens have the ability to penetrate the epidermis and dermis, react with various cells

of the immune system, stimulate skin inflammation, induce an inflammatory reaction at the
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application site and to stimulate the production of IgE directed against each superantigens.
Most of the strains isolated from patients with AD secretes toxins which acts as a
superantigens, this was also confirmed in this paper (69% of the tested strains secrete
superantigens). Considering susceptibility to antimicrobial peptides, no significant differences
between strains producing tested superantigens and nonproducing strains was noticed. The
opposite situation was noticed in susceptibility to conventional antibiotics. S. aureus strains
that secreted superantigens showed higher MIC values for antibiotics such as erythromycin,
fusidic acid and mupirocin.

The paper presents also the results of susceptibility profile of daptomycin- antibiotic
belonging to the lipopeptides group. Studies of microbiological activity of antimicrobial
peptides have confirmed the high activity against a broad spectrum of microorganisms,
including MRSA strains resistant to conventional antibiotics. The mechanism of action of
most AMPs is based on permeabilization of their membranes. The great advantage of an
AMPs mechanism of action is their bactericidal activity and low risk of resistance
development. Daptomycin is widely used in the treatment of skin and soft tissue infections. It
is characterized by high activity against Gram-positive bacteria, including S. aureus. In the
study attempt was made to assess the sensitivity profile of isolated strains to above mentioned
antibiotic. 54.8% of isolates were non-susceptible to daptomycin, despite the absence of
daptomycin therapy. The paper also describes the resistance mechanism and presents a series

of literature reports emphasizing the extremely fast growing non-susceptibility to the drug.
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