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Szerzaca si¢ obecnie lekoopornos¢ gronkowcow wywolujacych infekceje za-
réwno u ludzi jak i zwierzat oraz mozliwos¢ ich transmisji stanowi $wia-
towy problem zdrowia publicznego. Trwaja poszukiwania alternatywnych
zwiazkéw przeciwbakteryjnych, dobrym kandydatem wydaja si¢ by¢ pep-
tydy przeciwdrobnoustrojowe. Niniejsza praca miala na celu okreslenie ak-
tywnosci przeciwbakteryjnej protegryny-1 wobec szczepéw Staphylococcus
pseudintermedius i Staphylococcus aureus pochodzacych od zwierzat.

Stowa kluczowe: protegryna-1, PG-1, peptydy przeciwdrobnoustrojowe, AMPs, S. pseu-
dintermedius, S. aureus

ABSTRACT

Introduction: The bacterial resistance to the most clinically available antimicrobial agents has
increased significantly. Frequent use of antibiotics in treatment and prevention of staphylococ-
cal infections results in emerging antibiotic resistance of human and animal isolates. The resist-
ance threat demands an increased effort to search for alternative chemotherapeutic compounds
with new mechanisms of action. A good candidate for alternatice to classical antibiotics seems
to be naturally produced in all living organisms antimicrobial peptides (AMPs). The aim of the
study was to analyze the in vitro activity of antimicrobial peptide protegrin-1 (PG-1) against
S. aureus and S. pseudintermedius strains isolated from animal infections.

Materials and methods: The susceptibility of staphylococci strains to antibiotics was
tested with the disk diffusion method in line with the EUCAST standards. Protegrin-1 was
synthesized by Fmoc method, purified by SPE (Solid-Phase Extraction) or HPLC (High-
Performance Liquid Chromatography) and analyzed by mass spectrometry MALDI-TOF
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(Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization-Time of Flight Mass Spectrometry). The ac-
tivity of protegrin-1 was examined using the broth dilution method in line with the Clinical
Laboratory Standards Insitute (CLSI) guidelines to designated MIC (Minimal inhibitory
concentrations) and MBC (Minimal Bactericidal Concentration) values.

Results: Investigated S. aureus and S. pseudintermedius isolates were susceptible to prote-
grin-1. MIC, and MIC, for S. pseudintermedius equaled respectively 2 pg/mL and 4 pg/
mL, while for S. aureus equaled 8 pg/mL and 32 pg/mL. All investigated strains S. aureus
had MBC values the same as MICs. Whereas S. pseudintermedius strains had MBC values
higher by one rank of MICs measure.

Conclusions: Investigated animal staphylococci strains were susceptible to natural antimi-
crobial peptide protegrin-1. The activity of PG-1 was irrespective of staphylococcal anti-
biotic resistance.

Key words: protegrin-1, PG-1, antimicrobial peptides, AMPs, Staphylococcus pseudinter-
medius, Staphylococcus aureus

WSTEP

Transmisja patogendéw pomiedzy ludzmi i zwierzetami jest zjawiskiem powszechnym.
Jedynie okoto 3% drobnoustrojow ma rezerwuary wytacznie ludzkie. Gronkowce sa bak-
teriami, ktdre w toku ewolucji nabyty zdolno$¢ przelamywania barier migdzygatunkowych
i zakazania zaré6wno ludzi jak i zwierzat (8). Dlatego jednoznaczne rozgraniczenie gron-
kowcow na gatunki zakazajace wytacznie ludzi lub zwierzeta moze by¢ niekiedy utrudnio-
ne. Staphylococcus aureus jest gatunkiem patogennym gtownie dla ludzi, ale moze zaka-
za¢ rdwniez psy, koty oraz wiele innych zwierzat. Uwaza si¢, ze kolonizacja psow przez
S. aureus ma miejsce poprzez kontakt z czlowiekiem. Staphylococcus pseudintermedius
(niegdy$ S. intermedius) kolonizuje gtownie psy, ale rowniez ich wtascicieli (8, 14). No-
sicielstwo zwierzgcych gronkowcow jest szczegdlnie niebezpieczne dla oséb z obnizong
odpornoscia. S. pseudintermedius byt izolowany od ludzi z przypadkoéw infekcyjnego za-
palenia wsierdzia, opon mézgowo rdzeniowych, ptuc oraz zatok przynosowych (14).

Istotny problem w medycynie i weterynarii stanowig gronkowcowe infekcje wywotane
przez szczepy oporne na antybiotyki. Alarmujaco rosngca oporno$¢ zardwno wsrdd S. aureus
jak i S. pseudintermedius niekiedy ogranicza mozliwosci terapeutyczne i niesie ryzyko trans-
feru genéw lekoopornosci pomiedzy gronkowcami bytujacymi u ludzi i zwierzat. Dotyczy
to w szczegdlnosci zakazen szczepami metycylinoopornymi, MRSP (Methicillin Resistant
S. pseudintermedius) i MRSA (Methicillin Resistant S. aureus) (6, 13, 19). Sktania to do poszu-
kiwania nowych preparatéw przeciwbakteryjnych. Dobrym kandydatem wydaja si¢ by¢ pepty-
dy przeciwdrobnoustrojowe (ang. AMPs — antimicrobial peptides), wytwarzane powszechnie
przez organizmy zywe jako element odpornosci nieswoistej. Ich zaletg jest szerokie spektrum
dzialania, szybki efekt bakteriobdjczy i niska toksyczno$¢. Ze wzgledu na odmienny mecha-
nizm dziatania w poréwnaniu do klasycznych antybiotykow istnieje tez niewielkie ryzyko wy-
ksztalcenia opornosci. Z tego wzgledu trwaja intensywne badania wielu zespoléw na catym
$wiecie nad mozliwoscig stosowania ich w terapii zakazen gronkowcowych (16).
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Celem pracy byto okreslenie warto$ci MIC i MBC protegryny-1 dla szczepdéw gron-
kowcow S. pseudintermedius 1 S. aureus wyizolowanych z zakazen u zwierzat.

MATERIAL I METODY

Badaniami objeto 47 szczepow S. pseudintermedius 1 6 szczepow S. aureus wyizolo-
wanych ze zmian skérnych od psow i kotéw, leczonych w 12 gabinetach na terenie woje-
wodztwa pomorskiego. Kazdy szczep gronkowca pochodzit od innego zwierzecia. Pobrany
materiat posiewano na podtoze Columbia i Chapman agar (Graso Biotech, Starogard Gdan-
ski, Polska). Genomowe DNA izolowano przy uzyciu zestawu Genomic Mini AX Bacteria
(A&A Biotechnology, Gdynia, Polska). Identyfikacje gronkowcow prowadzono w oparciu
o detekcje genu gatunkowo specyficznej termostabilnej nukleazy (nuc) metoda PCR (4).
Identyfikacje gatunku S. pseudintemedius wykonano w oparciu o polimorfizm fragmentow
restrykcyjnych zmiennego fragmentu genu acetylotransferazy fosforanowej (pfa) metoda
PCR-RFLP, z uzyciem enzymu Mbol (1, 4, 12). Wrazliwo$¢ gronkowcdw na antybiotyki
okreslono metoda dyfuzyjno-krazkowa zgodnie z EUCAST (10). W celu okreslenia mety-
cylinoopornosci wykrywano gen mecA (5). Uzyto nastgpujacych szczepdw wzorcowych:
S. intermedius PCM 2405, S. aureus ATCC 6538 oraz S. aureus ATCC 43300.

Protegryna-1 zostata zsyntezowana na statym no$niku polimerowym z zastosowaniem
metody Fmoc i oczyszczona za pomoca ekstrakeji do fazy statej (SPE) lub wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej (HPLC) metoda gradientowg w ukladzie faz woda-acetonitryl.
Czysto$¢ peptydu potwierdzono analiza HPLC, a tozsamos¢ spektrometrycznie metoda
jonizacyjnej desorpcji laserowej na matrycy (MALDI-TOF) (23).

Aktywnos¢ protegryny-1 byta badana metoda seryjnych rozcienczen w bulionie Mu-
eller-Hinton II Broth (BLT Sp. z o.0., £4dz, Polska) na 96-dotkowych ptytkach mikro-
titracyjnych (SciencePlast Sp. z. o. 0., Gdansk, Polska) zgodnie ze standardem Clinical
Laboratory Standars Institute (CLSI) (9). Dla szczepow S. pseudintermedius uzyto stezen
peptydu od 0,5 pg/ml do 16 pg/ml, a dla szczepow S. aureus - od 1 pg/ml do 64 pg/ml.
Bulion z peptydem zaszczepiano 15 ul inokulum bakterii o gestosci 5 x 10° CFU/ml. Ptytki
inkubowano przez 20h w temperaturze 37°C. Wartos¢ MIC (Minimal Inhibitory Concen-
tration) okres$lono jako najnizsze stezenie peptydu, w ktéorym nie obserwowano wzrostu
bakterii. Wartosci MBC (Mininal Bactericidal Concentration) okreslano wysiewajac ze
studzienek z warto$cig MIC i wyzsza 10 pl proby na podtoze Triptic Soy Broth (TSB, BD
Difco, USA) i inkubujac w 37°C przez 48h.

WYNIKI

Protegryna-1 wykazywata aktywno$¢ bakteriostatyczng i bakteriobdjcza wobec
wszystkich badanych gronkowcow. Wartosci MIC dla S. pseudintermedius miescity si¢
w zakresie 2 pg/ml - 8 pg/ml, a dla S. aureus w zakresie 8 pg/ml - 32 pg/ml. MIC, S. pseu-
dintermedius wynosit 2 ng/ml, MIC 4 pg/ml, podczas gdy dla S. aureus byly to odpo-
wiednio wartosci 8 pg/ml i 32 pg/ml. Efekt bakteriobdjczy zostat osiggnigty w stezeniach:
4 pg/ml (MBC,, 8 pg/ml (MBC,) dla S. pseudintermedius oraz 8 pg/ml i 32 pg/ml dla
S. aureus. Wszystkie szczepy S. aureus miaty jednakowe wartosci MIC i MBC, natomiast
u S. pseudintermedius wartosci MBC byty o jeden rzad wyzsze niz MIC (Tabela I).
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Tabela I. Wartosci MIC i MCB (ug/ml) protegryny-1 dla szczepdw S. aureus i
S. pseudintermedius.

Gatunek MIC, = | MIC, | MIC, | MBC,_ | MBC, | MBC
S. pseudintermedius 2-8 2 4 2-8 4 8
S. aureus 832 8 32 8§—-32 8 32

Badane szczepy obu gatunkow gronkowcow byly oporne na klindamycyng (42%),
erytromycyne (40%), penicyling (31%), tetracykling (28%), chloramfenikol (28%), netyl-
mycyn¢ (25%), kotrimoksazol (23%), streptomycyne (21%), gentamycyne (10%), cipro-
floksacyne (6%), doksycykling (6%), kwas fusydowy (6%). W badanej puli nie wystepo-
waly szczepy oporne na metycyling. Dominowaly szczepy wielolekooporne (oporne na 3
1 wigcej antybiotykow z roznych grup), ktore stanowity az 45%. Nie zauwazono istotnych
roéznic w wartosciach MIC 1 MBC pomigdzy szczepami opornymi na mniejsza i wigksza
liczbe antybiotykow (Tabela II).

Tabela II. Srednie wartosci MIC i MBC (ug/ml) protegryny-1 w odniesieniu do
antybiotykoopornosci obu badanych gatunkéw gronkowcow.

Wrazliwos¢ na antybiotyki HOSC, MIC_ . MBC,_ .
SZCZepOW sredni sredni

wrazliwe 23% 4,5 4,7
oporne na | antybiotyk 21% 6,1 6,1
oporne na 2 antybiotyki 11% 3 3,7
oporne na 3 i wigcej antybiotykow 45% 383 495
(wielolekooporne), w tym na: ’ ’

L antybiotyki 15% . 425 | TS

m Aantybiotyki 8% | RS I S

L. 3antybiotykOw 9% 24 e 32 .
= 61 wigcej antybiotykow 13% 54 5,71

DYSKUSJA

Dotychczas odkryto okoto 2900 peptydéw przeciwdrobnoustrojowych pochodzacych
zr6znych zrédet (20). W ostatnich latach duzo uwagi poswigca si¢ protegrynom nalezacym
do katelicydyn wytwarzanych przez neutrofile. Naturalne protegryny wystepuja w pieciu
wariantach od PG-1 do PG-5. S3 zbudowane z 16-18 aminokwaséw, a obecnos¢ dwoch
mostkéw di-siarczkowych nadaje im budowe cykliczng. Najlepiej poznana jest protegry-
na-1 (RGGRLCYCRRRFCVCVGR-NH,) zbudowana z 18 aminokwasow, ktora przyj-
muje strukture przeciwrownoleglej B-kartki ustabilizowanej dwoma wigzaniami disiarcz-
kowymi pomiedzy cysteinami (pozycje: 6 i 15 oraz 8 i 13). Jej amfipatyczny charakter
wynika z hydrofobowosci czg$ci centralnej i hydrofilowego charakteru czg¢sci dystalnych.
Protegryna-1 ma szerokie spektrum przeciwbakteryjne, dlatego trwaja intensywne badania
nad jej potencjalnym zastosowaniem zaréwno w wersji naturalnej jak i zmodyfikowane;j
(7,22).
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Zbudowany z 17 aminokwasow (RGGLCYCRGRFCVCVGRHH,) IB-367, nazywa-
my isegananem, jest syntetycznym analogiem protegryny-1. Ro6znica pomigedzy protegry-
ng-1 a isegananem dotyczy delecji argininy w pozycji 4 od C-konca oraz zamianie argininy
w pozycji 10 na glicyng¢ (18). Dobra aktywno$¢ przeciwbakteryjna IB-367 doprowadzita
do prob klinicznych na pacjentach. Badano skuteczno$¢ IB-367 w formie wodnego roz-
tworu u chorych sztucznie wentylowanych z zapaleniem ptuc. Wyniki byly czesciowo
zadowalajace, ale wymagaly przebadania innych aspektéw potencjalnej terapii (15). Ise-
ganan jest rowniez aktualnie w III fazie badan klinicznych jako preparat zapobiegajacy
zapaleniom btony $§luzowej jamy ustnej. Badania sg prowadzone z udzialem pacjentow
onkologicznych z nowotworem szyi lub gtowy, u ktorych stosuje si¢ radioterapi¢ (21).
Innym analogiem protegryny-1 jest BM-1, zlozony z 15 aminokwaséow (RGLCYCRGR-
FCVCVG-NH,), majacy dobrg aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowg i szerokie spektrum
dziatania. W badaniach in vitro wykazywat najwyzsza skuteczno$¢ wobec bakterii gram-
-dodatnich (18).

Najczestsza przyczyng stosowania antybiotykoterapii u psow sa gronkowcowe, gle-
bokie ropne zapalenia skory i tkanki podskornej (pyodermatitis). Zakazenia te majg ten-
dencje¢ do nawracania, co powoduje przedtuzanie i powtarzanie leczenia antybiotykami,
ktére trwa zwykle od 8 do 12 tygodni. Niepowodzenia w leczeniu ropnych zapalen skory
u ps6w wynikajg ze ztozonej patogenezy choroby, w ktdérej dochodzi do powstania nad-
wrazliwosci, indukowanej gronkowcowym peptydoglikanem. Powstate w odpowiedzi IgE
lacza si¢ z receptorami komorek tucznych, co prowadzi do ich aktywacji i egzocytozy ziar-
nisto$ci oraz uwalniania mediatoréw reakcji anafilaktycznej. Przedluzona i powtarzajaca
si¢ terapia antybiotykami przyczynia si¢ do indukcji opornosci u gronkowcéw i dotyczy
najczesciej oporno$ci na makrolidy, linkozamidy, kwas fusydowy, tetracykliny i aminogli-
kozydy. Dlatego trwaja intensywne poszukiwania alternatywnych metod terapii zakazen
gronkowcowych u zwierzat (11).

W odniesieniu do szczepdw S. pseudintermedius wywolujacych pyodermie u pséw
okreslano aktywnos$¢ réznych peptydow m.in. RRIKA, RR, WR-12, IK8 (izomer D), pe-
netratinu, (KFF),K oraz melityny (17). Zgodnie z najlepsza wiedzg autorow protegryna-1
nie byta dotychczas badana. Z prezentowanej pracy wynika, ze protegryna wykazuje ak-
tywnos$¢ przeciwbakteryjng wobec gronkowcow izolowanych od zwierzat. Co nalezy pod-
kresli¢, jej aktywno$¢ jest wigcksza wobec szczepdw z gatunku S. pseudintermedius niz
S. aureus. Zwierzece szczepy S. aureus, ktore byty przedmiotem prezentowanych badan,
miaty podobng wrazliwos¢ do szczepdéw izolowanych od ludzi cierpiagcych na erytroder-
mig, a uzyskany efekt bakteriostatyczny (MIC) i bakteriobdjczy (MBC) byt zblizony, od-
powiednio zakresy 1 — 16 pg/ml oraz 2 — 32 pg/ml (2, 3).

Niewatpliwa zaleta dziatania protegryny-1 jest rownie dobra aktywnos$¢ wobec szcze-
péw gronkowcoéw wysoko i nisko opornych na antybiotyki. Badane szczepy posiadaty
zrdznicowang antybiotykoopornos¢, jednak zdecydowanie najwigcej z nich (45%) wyka-
zywalo opornos¢ na 3 i wigcej antybiotykow (szczepy MDR). Wielolekooporne szcze-
py byly podatne na dzialanie peptydu w analogicznych st¢zeniach jak szczepy wrazliwe.
Jednakowa aktywnos$¢ protegryny-1, bez wzgledu na antybiotykooporno$¢ gronkowcow
moze wynika¢ z odmiennego mechanizmu dziatania AMPs. Podobng zalezno$¢ w aktyw-
nosci przeciwgronkowcowej AMPs zauwazali inni autorzy (2, 17).
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WNIOSKI

Wstepne wyniki aktywno$ci protegryny-1 wobec zwierzecych gronkowcow sa zache-
cajace 1 wynika z nich, ze zarowno zwierzece gronkowce z gatunku S. pseudintermedius
jak 1 S. aureus sa wrazliwe na protegryne-1. Aktywno$¢ peptydu nie zalezy od opornosci
gronkowcOw na antybiotyki.
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