»,Badania genetycznych i fenotypowych determinant specyficznej wobec gospodarza

wirulencji szczepow Staphylococcus aureus z wykorzystaniem modeli in vivo.”

Bakterie gronkowca zlocistego (Staphylococcus aureus) nalezg do oportunistycznych
patogendw kolonizujgcych ludzi i zwierzat. Najnowsze doniesienia literaturowe potwierdzajg
genetyczng odrgbnodé¢ szezepdw S. aureus ludzkich i zwierzgeych oraz sugeruja, ze za
kolonizacje i wirulencj¢ szczepéw wobec konkretnego gatunku gospodarza odpowiadaja
specyficzne czynniki wirulencji, ktore ulatwiajg im efektywna kolonizacj¢ gospodarza oraz
wywolanie infekcji. Do tej grupy zaliczy¢ nalezy zewnatrzkomdrkowe proteazy, m.in.:
metaloproteaze (aureolizyng), proteazy serynowe (V8, grupa szesciu proteaz Spl, toksyny
epidermolityczne) oraz proteazy cysteinowe (stafopainy A, B i C). W badaniach in vitro
zostata udokumentowana rola proteaz w wirulencji bakterii S. aureus. Jednak w badaniach
in vivo rola proteaz gronkowcowych podczas zakazenia pozostaje wigz niewyjasniona,
a zwlaszcza rola stafopainy C wyizolowanej ze szczepu Ch-91 powodujgcego atopowe
zapalenie skdory u kur. Z drugiej strony, réznorodnos¢ zwierzgcych modeli dotyczacych
infekcji S. aureus pozwala identyfikowa¢ i charakteryzowaé poszczegélne czynniki wirulencji
odpowiedzialne za udana kolonizacj¢ gospodarza i rozwdj choroby. Niestety, ta spotykana
w specjalistycznym pismiennictwie réznorodnos$é zwierzgcych modeli wirulencji przyczynia
sie do otrzymywania sprzecznych wynikow eksperymentalnych, i czgsto mylacych wnioskow,
poniewaz wplyw poszczegolnych czynnikéw wirulencji rézni si¢ migdzy modelami. Zatem
odpowiedni wybér modelu badawczego ma diametralnie rozne znaczenie na wynik
doswiadczenia biorge pod uwage fakt, ze czynniki wirulencji sa specyficzne wobec
konkretnego gospodarza, a niekoniecznie uniwersalne.

W oparciu o powyzsze doniesienia w niniejszej rozprawie doktorskiej podstawe badan
stanowily szczepy S. aureus pochodzenia drobiowego oraz od innych gospodarzy.
Uruchomiono dwa modele in vivo: model zarodka kurzego Gallus gallus oraz model nicienia
Caenorhabditis elegans. Model zarodka kurzego G. gallus stanowit model dedykowany dla
szczepOw izolowanych od drobiu. Natomiast model nicienia C. elegans byt modelem
referencyjnym pozwalajacym zweryfikowaé czy obserwowane réznice w  wirulencji
w modelu zarodka kurzego wynikaja rzeczywiscie z dziatania specyficznych czynnikow
wirulencji. Dyskryminujaca sita powszechnie stosowanego uniwersalnego modelu nicienia
C. elegans byla niska, podkreslajac jego ograniczong przydatnos¢ do badania wirulencji

wirdd szezepow S. aureus. Z kolei model zarodka kurzego G. gallus konsekwentnie podzielit



analizowane szczepy pochodzenia drobiowego w grupy wirulentne, niewirulentne
i o posrednim poziomie wirulencji. Jednakze nie bylo jasne, czy grupowanie
to odzwierciedlito nicodlaczne réznice miedzy szczepami czy bylo moze losowym efektem
grupy doswiadczalnej. Aby to oceni¢ szukano korelacji migdzy profilem fenotypowym
oraz genotypowym analizowanych szczepéw i ich wirulencja w modelu zarodka kurzego
G. gallus. W tym celu szereg uznanych metod typowania uzyto do scharakteryzowania
analizowanych szczepéw. Wyniki zastosowanych metod genotypowych potwierdzity,
ze korelacja wirulencji szczepéw S. aureus pochodzenia drobiowego z ich genotypem
wykluczyla mozliwosé przypadkowego efektu eksperymentalnego ukfadu w stosowanych
modelach, i tym samym odzwierciedlita nicodtaczne réznice migdzy szczepami, wskazujae
tym samym na potencjalne uzycie tego modelu w badaniach szczepéw ludzkich i ich
kolonizacji oraz wirulencji. Dodatkowo okazalo sig, ze wiele fenotypowych i genetycznych
cech bylo zwigzanych z wysokim poziomem wirulencji w modelu zarodka kurzego G. gallus.
Miedzy innymi, wszystkie wirulentne szczepy cechowaly si¢ wysokg aktywnoscia
proteolityczna i posiadaty plazmid pAvX, ktéry koduje proteazg cysteinowa odpowiedzialng
za wysoce proteolityczny fenotyp. Stad w kolejnych badaniach skupiono si¢ na wptywie
wybranego czynnika — stafopainy C poprzez suplementacj¢ szczepow laboratoryjnych
i szczepéw pochodzenia drobiowego konstruktami plazmidowymi pozwalajagcymi na ich
ekspresje. Wykazano, ze zachowany byt trend spadkowy przezywalnosci zarodka kurzego
szczepow z uzyskang aktywnodcig proteolityczng w stosunku do kontrolnych szczepow
transformowanych samym plazmidem, ale nie byly to statystycznie istotne roznice. Z kolei
w przypadku szczepu pierwotnie wykazujacego aktywno$¢ proteolityczng zwigkszenie
stopnia aktywnosci proteolitycznej spowodowato wzrost przezywalnosci w poréwnaniu do
szczepu transformowanego samym plazmidem.

Multidyscyplinarny charakter przeprowadzonych badan pozwolil na zgromadzenie
podstawowych informacji na temat specyficznej wobec gospodarza wirulencji szczepow
S. aureus z wykorzystaniem modeli in vivo. Przeprowadzono charakterystykg fenotypowa,
genetyczng szezepdw S. aureus oraz szczegdlowa analizg wirulencji tych szezepéw w dwoch
modelach in vivo. Okre§lono przydatnoé¢ modelu zarodka kurzego G. gallus i modelu
nicienia C. elegans w badaniach patogenezy gronkowcowej oraz wykazano, ze odpowiedni
wybor modelu doswiadczalnego moze znaczaco wplywaé na wyniki doswiadczenia. Ponadto
pokazano, ze stafopaina C stanowi specyficzny wobec gospodarza drobiowego czynnik
wirulencji co przyczyni sic w przysziosci do poznania mechanizméw determinujacych

specyficzna kolonizacjg i wirulencjg¢ szczepow S. aureus.
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