Warszawa, dn.29.10.2013 r.

Recenzja rozprawy doktorskie] mgr Klaudii Polakowskiej

pt.” Badania genetycznych i fenotypowych determinant specyficznej wobec gospodarza

wirulencji szczepdw Staphylococcus aureus ¢ wykorzystaniem modeli In vivo ,,.

Gronkowce nalezg do najbardzie] rozpowszechnionych gatunkdéw bakterii wykazujac
niezwykle ,wszechstronne” umiejetnosci interakcji z organizmem gospodarza, poczawszy
od komensalizmu poprzez fagodne zakazenia miejscowe do uogdlnionych infekeji
o piorunujgcym czesto przebiegu potfaczonych z wysokg $miertelnoscig. Nie wszystkie
gatunki gronkowcéw wywotuja zakazenia. Na szczegdlna uwageg zastuguje Staphylococcus
aureus, ktoéry jest jednym z najwazniejszych czynnikdéw etiologicznych zakazen cztowieka,
bedac jednoczeénie waznym sktadnikiem tzw. ,normalnej” flory zasiedlajac bezobjawowo
btony $luzowe np. nosogardto, przewdd pokarmowy. Pomimo ponad stu lat prowadzonych
badar nad biologig gronkowca ztocistego i poznania ogromnej liczby wytwarzanych przez
niego czynnikdw biologicznie czynnych ciagle brak odpowiedzi, na pytanie ktére z nich
odgrywaja kluczowa role w zakazeniu, nie tylko w poszczegdlnych jego etapach ale takie w

postaciach zakazen.

W zwigzku z powyiszym przedstawiona mi do oceny Rozprawa wpisuje sie w wazng

tematyke badawecza.

Praca ma uktad klasyczny aczkolwiek w dotychczas recenzowanych przeze mnie pracach
streszczenia zazwyczaj znajdowaty sie na koncu rozprawy. Umieszczenie ich na poczatku
(polsko — angielskojezyczna wersja) wydaje sig korzystniejsze pokazujac w catosci poruszane
problemy. Bardzo przydatnym jest zatgczenie przed wstepem bardzo szczegdiowego

stowniczka skrotow zastosowanych w Rozprawie.

Wstep zawarty jest na 18-u stronach i podzielony jest na 5 gtéwnych podrozdziatow, z

ktérych w dwoch wydzielono bardziej szczegdtowe podpunkty.

W tematyke gatunku Staphylococcus aureus wprowadza pierwszy z podrozdziatéw podajac
pewne dane historyczne oraz taksonomiczne a takie dane na temat czynnikéw ryzyka,
poszezegdlnych postaci zakazen u ludzi, w tym zespotdw chorobowych, za ktore

odpowiedzialne sg toksyny gronkowca ztocistego. Jest tez krétkie odniesienie do zakaien
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u drobiu powodowanych przez S. aureus, w tym wspomniany jest nowy zespot chorobowy,

bakteryjna martwica chrzastki z zapaleniem szpiku kosthego.

Trudno mi zaakceptowaé pewne sformutowania. Co oznacza chroniczna choroba wirusowa?
Zakazenia szpitalne to takze zakazenie miejsca operowanego. Rozumiem, ze chodzi o osoby
przyjmujgce dozylnie $rodki odurzajace. Trudno zgodzi¢ sie z informacja, ze jeczmien jest
stanem zagrazajacym zyciu. Powinno byé zespdt skory oparzonej (nb w dalszej czgsci pracy
tak wladnie jest sformutowany). Ta cze$¢ o charakterze medycznym wymaga niewielkiego

uporzadkowana.

W dalszej czesci tego podrozdziatu wspomniano o gléwnych fenotypach opornosci
u szczepdw pochodzenia ludzkiego i wskazano na niewielka liczbe rozproszonych danych
dotyczacych izolatéw zwierzecych. Nie jest juz prawda, ze MRSA oznacza opornos¢ na

wszystkie antybiotyki beta-laktamowe. A ceftobiprol? | ceftarolina?

Ostatnia partia poéwiecona jest pokazaniu zmiennoséci i réznorodnoéci szczepdw S. aureus
dzieki zdolnoici pozyskiwania droga horyzontalna (plazmidy, transpozony, fagi} gendw
zaréwno warunkujacych opornoéé na antybiotyki jak i zjadliwos¢. Podkreslona jest ogromna
rola ruchomych elementéw genetycznych w , kreowaniu” nowych cech gronkowca
ztocistego. Zwrdécono uwage na ogromna rolg fagéw (transdukcja) w przenoszeniu
fragmentéw DNA miedzy komérkami gronkowca kodujacych zaréwno opornosé na
antybiotyki, sole metali jak i czynniki wirulencji. Jest wiele dowoddw wskazujgcych na
przenoszenie kaset genowych miedzy gatunkami rodzaju Staphylococcus warunkujacych‘
opornoéé na metycyling, natomiast nie znam prac mowigcych o przenoszeniu opornosci na

wankomycyne ze szczepdéw odzwierzecych do 5. aureus izolowanych od ludzi.

W podrozdziale o czynnikach wirulencji syntetycznie przedstawiono najwazniejsze z nich i
poddano szczegétowemu oméwieniu systemy regulacji ich ekspresji, ze szczegdlnym
naciskiem na agr. Szeroko oméwiono proteazy i ich role w patogennosci gronkowca
ztocistego. lest to od lat jeden z najwazniejszych obszaréw badarn naukowych zespotu

Wydziatu UJ, w ktérym wykonana zostata recenzowana przeze mnie Rozprawa.

Ciekawie przedstawiono epidemiologie 2zakazen szczegdlnie metody typowania

molekularnego i ich role i to nie tylko w dochodzeniu epidemiologicznym. Wskazano, ze



wybér metod zalezny jest od stawianych pytan. Jest kilka niefortunnych sformutowan jak
bakterie MRSA (?), Hospital —acquired, Community —acquired (powinno by¢ associated) ,..” z

obnizona wrazliwoscig glikopeptydu” (s.24/25). Nalezatoby wspomnieé takze o genie mecC.

Ostatni podrozdziat opisuje modele biologiczne stosowane w badaniach patogennosci

gronkowcdw. Szczegdtowo opisuje modele zastosowane w Rozprawie.
Cel pracy jest szeroki i jasno sformutowany.

W kolejnej czeéciach nastgpuje szczegétowy opis materiatow i metod (33 s). Na podkreélenie
zastuguje ich bogactwo i réznorodnos¢. Nie jest do kofica dla mnie zrozumiata zastosowana
metoda oznaczania lekowrazliwoéci i stosowane podioza zaréwno do hodowli jak i
wykonania antybiogramu gronkowcéw. Wg jakich zalecen zostata ona wykonana? Czy nie

zaszto przy opracowywaniu Rozprawy zamienienie podtozy. (MH vs TSA)

Czedé Wyniki jest bardzo bogata (36s). Na podkreélenie zastuguje identyfikacja wybranych do
dotwiadczen szczepdw zaréwno za pomocg metod fenotypowych jak i weryfikacja jej przez
zastosowanie metod genetycznych (gen gap) co pozwolito mie¢ pewnos¢ co do poprawnosci

przynaleznosci ich do okreslonego gatunku.

Ciekawa i starannie opracowana jest cze$¢ dotyczaca badan na modelach doéwiadczalnych in
vivo. Stusznie wybrano model zarodka kurzego G. gallus do badania wifasciwosci
biologicznych szczepbéw pochodzenia drobiowego i skontrastowano z badaniem na modelu
C. elegans celem ustalenia specyficznosci gatunkowe; dziatania szczepow. Wykazano, re
wybér do badan zarodka kurzego byt stuszny i wskazywat na zréznicowanie w aktywnosci
biologicznej poszczegdlnych szczepow w zaleznoéci od ich cech zjadliwosci. Udato sig
wyselekcjonowaé 8 szczepdw gronkowca o wysokiej wirulencji. Ciekawym wynikiem jest
takze wykazanie niskiej zjadliwosci szczepdw S. xylosus, stanowigcych naturalng flore
bakteryjna skéry drobiu. Zachowanie szczepdw réznych gatunkéw gronkowca w modelu
C. elegans nie korespondowato z wynikami uzyskanymi na zarodkach kurzych a szczepy

S. xylosus wykazywaty wirulencjg wyzsza niz pozostate.

W kolejnej czesci dokonano oceny fenotypowej aktywnosci proteolitycznej i hemolityczne;
szczepdw Staphylococcus pochodzenia drobiowego a takze ich wrazliwosci na wybrane

antybiotyki i podjgto prébe skorelowania ich z wiaéciwoéciami biologicznymi. Wytwarzanie
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proteaz byto czestsze niz hemolizyny a ze wzgledu na szeroka wrazliwo$¢ na antybiotyki nie
byto mozliwe ustalenie korelacji migdzy tymi cechami. Antybiotykoopornos¢ jednak nie jest

uwazana za ceche zjadliwoéci utrudnia ona jedynie prowadzenie terapii.

Bardzo szeroko opisano wyniki typowania molekularnego wskazujac zaréwno klonalny
charakter rozprzestrzeniania sig gronkowcéw jak i pozyskiwanie nowych cech genetycznych
droga horyzontalnego przekazywania genéw (MGE). Wazna role w tym procesie stanowi

transdukcja i koniugacja.

W koricowej czeéci tego rozdziatu podjgto probe skorelowania cech szczepow gronkowcow z
ich dziataniem biologicznym przede wszystkim w badaniach na modelu zarodka kurzego,
ktéry uznano za lepszy model badawczy i bardziej specyficzny dla szczepéw pochodzenia
drobiowego niz C. elegans. Wykazano, ze wszystkie wirulentne szczepy posiadaja plazmid
pAvX kodujacy proteaze cysteinowa. Nalezg one do grupy agr Il i zazwyczaj do typu ST5 i
jednego z czterech typéw spa (t002, t062, t0127 , t3478). Inne metody typowania

molekularnego wskazaty takze na ich podobienstwa.

Szczegdlng uwage poswigcono badaniom przy uzyciu szczepu charakteryzujacego sie wysoka
produkcja stafopainy C (ch24) i dodatkowo jg wzmachiajgc poprzez wprowadzenie
konstruktu plazmidowego zawierajgcego sekwencjg kodujaca stafopaing C (pALC/P2/stp).
Wprowadzano go takze do szczepoéw Newman i laboratoryjnego szczepuRN4220 oraz kilku
wybranych szczepéw S. aureus i dla poréwnania szczepdw S. xylosus. Wykazano nizsza
przezywalnosé¢ zarodkéw po wprowadzeniu do nich szczepdw S. aureus transformowanych
plazmidem pALC/P2/stp wskazujac na rolg stafopainy C w wirulencji. Fakt niskiej wirulencji S.
xylosus mimo wprowadzenia do nich plazmidu noszacego gen stafopainy $wiadczy, ze do
uzyskania przez nie zjadliwosci potrzeba wigcej czynnikdw, inne genetyczne tto. Wyniki sa

bogato ilustrowane wykresami, zdjeciami i tabelami co zwieksza ich czytelnos¢.

Po rozdziale Wyniki nastepuje obszerna dyskusja wynikéw badan wtasnych na tle dokonan
innych uczonych (literatura $wiatowa). Podkreélono znaczenie czynnikéw wirulencji w
zaleznoéci od postaci i etapu zakazenia gronkowcowego. Odniesiono sie krytycznie do
réznych modeli dodwiadczalnych wskazujgc na istotnoéé zastosowania wtasciwego modelu
do #rédta (gospodarza) pochodzenia szczepu. Szeroko przedyskutowano metody typowania

molekularnego i ich przydatnos¢. Trudno sig zgodzié, ze kasety typu IV nie niosg innych
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gendw opornoéci  niz mecA i ze sa jedynie u szczepéw powodujgcych zakazenia
pozaszpitalne. Coraz czesciej sa obecne wérdd S. aureus odpowiedzialnych za zakazenia
szpitalne. Niefortunnie uzyto sformutowania .. kasety te odpowiedzialne s3 za zakazenia
pozaszpitalne”.. . To nie kasety ale S. aureus jest odpowiedzialny za zakazenia. W dalszej
czesci takie nieszczesliwe sformutowania ..”wywotywania infekcji w réznych
gospodarzach”......” niektére linie nie sa ograniczone.”, ...”ST1 jest czgstym klonem infekeji u

ludzi..”...” w ludzkiej a nie w ptasiej patogenezie..”..unikania gronkowcowego biatka ,,

W sposéb interesujacy i kompetentny przedyskutowano czynniki wirulencji i ich
wspétdziatanie w procesie patogenezy zakazeri gronkowcowych odnoszac sig zaréwno do
wynikéw uzyskanych w przedstawionej Rozprawie jak i danych dostgpnych w literaturze

Swiatowej.

Rozprawa korczy sie podsumowaniem i 7-ma wnioskami. Niektére z nich majg charakter
wynikéw a nie wnioskdw i powinny by¢ zmodyfikowane. Prace zamyka czes¢ Pismiennictwo

zawierajgca 262 pozycje.

W podsumowaniu pragne podkresli¢, ze wybér tematu byt bardzo trafny a cele badawcze
postawione przejrzyscie. Doktorantka wykazata sig szeroka znajomoscia tematu i
nowoczesnych metod, ktére pozwolity jej na zrealizowanie postawionego celu. Dyskusja
pokazata jej znaczne oczytanie‘i umiejetno$é prezentacji wynikéw wtasnych w kontekscie
wynikéw pochodzacych z wiodacych grup badawczych na $wiecie. Uchybienia jezykowe

wymagajg poprawy ale nie zmniejszaja jakosci merytorycznej Rozprawy.

Rozprawa doktorska mgr Klaudii Polakowskiej pt.” Badania genetycznych i fenotypowych
determinant specyficznej wobec gospodarza wirulencji szczepdw Staphylococcus aureus z
wykorzystaniem modeli in vivo, spethia wymogi stawiane tego typu rozprawom i dlatego
wnosze, do Wysokiej Rady Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu
Jagiellonskiego o dopuszczenie mgr Klaudii Polakowskiej do dalszych etapdéw przewodu

doktorskiego.
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