Warszawa, dn.15.05.2017 r.

Recenzja Rozprawy doktorskiej mgr Anety Buda na stopien dr n. biol. pt:

,Fenotypowe i genetyczne typowanie bakteryjnych szczepéw Staphylococcus
aureus wyizolowanych z nadkazen ran oraz nosicielstwa pacjentéw z atopowym

zapaleniem skoéry”

Staphylococcus aureus (gronkowiec ztocisty) jest gatunkiem, ktéry szczegdlnie czesto
towarzyszy cztowiekowi zaréwno w nosicielstwie, jak i w chorobie. Kolonizuje na state az do
30% zdrowej populacji ludzi na $wiecie, a drugie tyle jest jego przejsciowymi nosicielami.
Istnieje wiec ogromny rezerwuar tego drobnoustroju. Pomimo wielu badan, nie udato sie
ustali¢ czynnikdw warunkujacych zdolno$é do trwatej kolonizacji, ani po stronie gospodarza,
ani po stronie drobnoustroju. Dzigki bogactwu zaréwno  komérkowych,
jak i pozakomérkowych czynnikéw zjadliwosci, gronkowiec ztocisty posiada zdolnos¢
wywotywania réznorodnych zakazer, poczawszy od miejscowych, do czesto cigezko
przebiegajacych infekcji inwazyjnych, z ktérych sepsa konczy sie w ponad 20% przypadkéw

zejsciem Smiertelnym.

Gronkowiec ztocisty dzieki obecnosci na swojej powierzchni adhezyn nalezacych do grupy
MSCRAMM ma szczegdlng tatwosé wigzania sie z tzw. biatkami macierzy pozakomérkowej
co powoduje wybitng zdolno$¢ do kolonizowania uszkodzonych tkanek i dalszej inwazji.
Dlatego stanowi ogromne zagrozenie dla pacjentéw z atopowym zapaleniem skéry. Choroba
ta, o niewyjasnionym do korica patomechanizmie, stanowi powazne zagrozenie dla zdrowia
pacjentdw nig dotknietych, do czego znaczaco przyczynia sie tatwos¢ kolonizacji zmian
atopowych przez gronkowce. To wifasnie one powoduja najwigcej powiktan zakaznych
prowadzac do pogtebienia choroby podstawowej, a niekiedy do uogdlnienia sie zakazenia

wraz ze wszystkimi powaznymi konsekwencjami.

W zwiazku z powyzszym, dobdr tematu Rozprawy wpisuje sie¢ w wazny tor badawczy i to

zaréwno ze wzgledu na drobnoustrdj, jak i na chorobe, ktéra czesto wikta.



Rozprawa ma charakter klasyczny. Wprowadzenie zawiera sie na 13 stronach. Rozpoczyna
je krétki opis rodzaju Staphylococcus, po ktérym nastepuje zwiezta, ogdlna charakterystyka
gatunku S. aureus. | tu mam kilka uwag. Przede wszystkim zabrakto mi informacji dotyczacej
taksonomii rodzaju, ale przede wszystkim charakterystyki gatunku S. aureus. Zabrakto mi
takze opisu konsekwencji kolonizacji, nie tylko negatywnych, ale i pozytywnych, o ktérych
modwiag cytowane przez Doktorantke publikacje. Zbyt lakonicznie potraktowany zostat opis
opornosci na antybiotyki S. aureus. Ponadto, znalazto sie w nim kilka btedéw i niescistosci.
Pierwsza niescisto$é to stwierdzenie, ze ..”HA-MRSA s3g wielolekooporne, w tym coraz
czeéciej na antybiotyki ostatniej szansy — glikopeptydy, linezolid czy daptomycyne..”
To jest ciggle zjawisko sporadyczne i na przyktad w Polsce nie stwierdzono dotad zadnego
szczepu S. aureus opornego na glikopeptydy, linezolid czy daptomycyne. Ponadto, kilka lat
temu wprowadzono nowe leki przeciwko MRSA takie jak ceftaroina, ceftobiprol
(wspomniane ponizej) oraz dalbawancyne. Informacja na temat CA-MRSA nie jest takze
precyzyjna, bowiem CA-MRSA nie sprawiajg trudnosci diagnostycznych i nie sg z zasady
heterogenne. Nie stosuje sie juz okreslenia ,FA-MRSA” tylko ,LA-MRSA” (Livestock-
Associated MRSA). Szkoda, ze Doktorantka nie przedstawita cech pozwalajagcych na

réznicowanie tych trzech populacji MRSA.

Stwierdzam takze niescistosci w terminach medycznych dotyczacych postaci klinicznych
zakazen gronkowcowych, jak np. nieznany mi termin .. ,przyczyna etiologiczna...”, a takze
,gronkowcowe zakazenie uktadu krazenia”; z pewnoscig chodzi tu o zakazenie fozyska krwi
albo zakazenia w obrebie uktadu sercowo-naczyniowego. Trudno takie zgodzi¢ sie
z zaliczeniem zakazen uktadu pokarmowego, moczowo-ptciowego, czy osrodkowego uktadu
nerwowego o etiologii S. aureus do najwigkszych problemdéw medycznych. Gronkowiec
ztocisty w ich etiologii jest na odlegtym miejscu. Natomiast jest wiodgcym czynnikiem
etiologicznym infekcji skéry i tkanki podskdrnej oraz kosci i stawdéw. O tych ostatnich
Doktorantka nawet nie wspomina. Nie ma stowa o chorobach wynikajacych z wytwarzania

toksyn.

W dalszej czesci Wstepu, Doktorantka omawia w ogromnym skrdcie czynniki wirulencji
gronkowca ztocistego, wskazujac na rézne strategie uruchamiane przez ten drobnoustrdj

w celu adhezji do komdrek gospodarza i wywotywania zmian patologicznych.



W tym samym podrozdziale umieszczone zostato zagadnienie opornosci na antybiotyki, ktora
nie stanowi cechy wirulencji. Wydaje sig, ze ten temat powinien by¢ umieszczony w
odrebnym podrozdziale. Zgodze sie z Doktorantky, ze najbardziej rozpowszechniona
opornoscia wérdd gronkowcédw jest opornoéé na penicyling, ale z pewnoscig nie wynika ona
jak podaje Doktorantka z ,,.. obecnosci na powierzchni komérki biatka wigzacego penicyling
zwanego PBP..”, ale wynika ona przede wszystkim z wytwarzania przez gronkowce
penicylinaz (beta-laktamazy o waskim spektrum dziatania). Biatka PBP (rézna liczba w
zaleznoéci od gatunku), to zespdétenzymodw bioracych udziat w procesie syntezy sciany
komérkowej, do ktérych wigzg sie antybiotyki beta-laktamowe (zréznicowane
powinowactwo beta-laktaméw do poszczegdlnych PBP) i w ten sposéb hamuja biosynteze
ciany komérkowej, co jest istotg ich dziatania jako antybiotykéw. Jest to bardzo powazna
luka w wiedzy na temat mechanizmu dziatania beta-laktaméw, opornosci gronkowcéw na
penicyline i inne beta-laktamy, a takze znajomosci biosyntezy Sciany komérkowej bakterii.
Niescistosci sa takze w okreélaniu opornosci gronkowcdéw na metycyling (MRSA). PBP2a i
PBP2’ to sg rézne nazwy tego samego biatka, ktére jest nowym biatkiem, dodatkowym w
stosunku do PBP typowych dla gatunku. Zbyt powierzchowny jest opis opornosci na
metycyline i Doktorantka nie wspomina o nowym genie mecC, takze warunkujacym te
oporno$é i mogacym sprawiaé trudnosci w jej identyfikacji, a tym samym braku rozpoznania

szczepu jako MRSA.

Szkoda, ze Doktorantka nie opisata innych, czestych u gronkowcéw mechanizméw opornosci,

zwtaszcza, ze Wstep jest bardzo krétki.

Kolejny podrozdziat Wprowadzenia dotyczy atopowego zapalenia skéry, jego ogdlnej
charakterystyki i epidemiologii oraz drobnoustrojow rezydujacych na zdrowej skoérze
i zakazajacych zmiany atopowe. Powotuje sie na kryteria kliniczne z 1980 r. Byly one juz
kilkakrotnie uaktualniane, co oczywiscie nalezato wzig¢ pod uwage. Mam kolejny niedosyt
informacji, tym razem dotyczacych ekologii skéry zdrowej i atopowej i zaleznosci miedzy
drobnoustrojami w tych sytuacjach. Doktorantka méwi o ,bakteriach koagulazo-ujemnych”,
a winna napisa¢ ,gronkowce koagulazo-ujemne”, podaje rozwinigecie skrétu HPV jako
,human parvovirus” a winno byé ,human papilloma virus”. W Tabeli 1 nie podaje Zrédta

cytowanych informacji, a jedynie jej Autorow.



Kolejny podrozdziat Wprowadzenia méwi o metodach typowania szczepdéw S. aqureus.
Przedstawiono metody typowania fenotypowego, podkreslajac ich ograniczenia. Nie do
korca jasno wyjasniono cel takiego postepowania. Typowanie nie stuzy zastosowaniu terapii
celowanej. Czeé¢ o typowaniu molekularnym potraktowana zostata takze w sposéb bardzo
skromny. Wprawdzie Doktorantka wymienita szereg metod ale opisata jedynie dwie z nich,
zupetnie pomijajac MLST, a nawet nie wymieniajac WGS. Nie ma stowa o kasetach SCCmec,

ktére takze s3 istotnym elementem typowania i charakterystyki molekularnej MRSA.

Cel pracy poprzedzony jest waznym wstgpem, ktéry uzasadnia podjecie pracy.
Sformutowano az 7 szczegdétowych celéw. Zaplanowano badanie cech fenotypowych

z nadwazen, a przeciez badano takze szczepy z nosicielstwa od zdrowych oséb.

Materiat i Metody sg zawarte na 20 stronach. Mam kilka uwag. Szczepy referencyjne nie
wyczerpuja potrzeb prezentowanej pracy. Uzyskanie ich z WBBiB UJ nic nie méwi o ich
wiarygodnoéci (ktéry pasaz). Nie jest dla mnie do korca zrozumiaty wybdr miejsc do oceny
nosicielstwa. Badano tylko te miejsca, ktére manifestowaty sie zmianami atopowymi.
Wydaje mi sie, ze warto byto takze wzigé wymazy z miejsc ,standardowo” pobieranych w

celu ustalenia kolonizacji S. aureus .

Grupa kontrolna sktadata sie jedynie z 10 szczepdw. To bardzo niewiele, a przeciez

pozyskiwanie ich nie jest trudne.

Nie umiem znaleZé wyttumaczenia, jakie przestanki kierowaty Doktorantka w wyborze
krazkéw z antybiotykami. Po co badano wrazliwos¢ na penicyling, ampicyling i amoksycyline.
To nie jest zgodne ani z EUCAST, ani z CLSI, ani z rekomendacjami KORLD (zte cytowanie i
niewtasciwy rok). Zawartosé¢ krazka z penicyling nie jest zgodna z rekomendacjami ani
EUCAST, ani CLSI. Ponadto, warto byto nastawi¢ inne leki stosowane w terapii zakazen S.
aureus, a zwtaszcza glikopeptydy, lipopeptydy, oksazolidinony i rifampicyne. Jakg metoda
oznhaczano wrazliwo$é¢ na makrolidy i linkozamidy? Dlaczego nie zastosowano metody
rozcienczeniowej oznaczania antybiotykoopornosci, ktéra jest referencyjna? Szczep USA 300

nie jest szczepem referencyjnym do oznaczania lekowrazliwosci.



Metody genetyczne sa starannie opisane wraz ze szczegéfowym przedstawieniem
odczynnikéw, warunkéw prowadzenia doswiadczen i zastosowanych metod. Przedstawiono

takze metody analizy statystyczne;j.

Rozdziat Wyniki zawiera sie na 40 stronach i szeroko przedstawia w pierwszej czeéci dane na

temat nosicielstwa i fenotypowa analize szczepdw w oparciu o ich cechy.

Badania aktywnosci hemolitycznej i proteolitycznej, a takze wzory opornosci na antybiotyki
nie pozwalaty na réznicowanie szczepéw z nosicielstwa i zmian atopowych. Grupa kontrolna

byta bardzo nieliczna, a wigc nie mozna do niej sige odnosi¢ celem poréwnania.

Badane cechy biochemicznie w niewielkim stopniu réznicowaty szczepy izolowane z
przedsionka nosa i zakazen zmian atopowych. Szkoda, ze dopiero w tabeli zbiorczej
poréwnano aktywnosci szczepédw od jednego pacjenta, a izolowanych z réznych lokalizacji.
Podobnie przedstawia sie sprawa wzoréw lekowrazliwosci. Oczywiscie to nie jest zarzut, ale
czytatoby sie te wyniki lepiej. Nie podano rozszerzenia skrétu ,,CFX” a nie jest on rutynowo

stosowany.

Najciekawszg i najszerzej opisang czesciag Rozprawy jest typowanie molekularne. Typowanie
spa pozwolito na ujawnienie nowych, dotychczas nieopisywanych typéw. Wykazano, ze
dominujacym typem jest t091. Typ spa t015 obejmowat zaréwno szczepy MSSA, jak i MRSA,
natomiast t223 grupowato jedynie szczepy MRSA. Ciekawy wynik typowania spa uzyskano
dla szczepdw grupy kontrolnej. Charakteryzowaty sie¢ znacznym zréznicowaniem i ciekawe,
7e w wiekszoéci przypadkéw obejmowaty typy spa niewykryte w grupie szczepéw

izolowanych od pacjentéw z AZS. Szkoda, ze do badania wtaczono tak matj ich liczbe.

Starannie przedstawiono analize BURP, ktéra pozwolita na przypisanie typéw spa do

komplekséw klonalnych. Okreslono 9 komplekséw klonalnych.

Zastosowana analiza MLVF, czesto stosowana w typowaniu S. aureus, pozwolifa na
skonstruowanie drzewa filogenetycznego. Otrzymano az 32 klastery, z ktérych dominujacy
obejmowat 24% szczepdw. Czy to s3g jakie$ specjalne szczepy?, o szczegdlnej lokalizacji?,
powodujace ciezsze?, czy lzejsze zakazenia? Czy istnieja powigzania migdzy pacjentami co do

pokrewieristwa, miejsca zamieszkania, pracy?



Cennym elementem analizy wynikéw typowania molekularnego jest poréwnanie zgodnosci
poréwnywanych metod i sity dyskryminacyjnej. Rozdziat Wyniki zamyka tabela zbiorcza,

starannie przygotowana i czytelna.

Dyskusja zawiera sie na 12 stronach i niepotrzebnie powtarza dos¢ szczegétowo i w wielu jej
miejscach cele pracy, materiat i metody oraz wyniki. Prawdziwa dyskusja zawiera si¢ na
nieomal kilku stronach. Doktorantka podaje, ze nosicielstwo w badanej grupie byto wyzsze,
niz w dotychczas opisywanych badaniach. Nie odnosi sig do typéw nosicielstwa, co mogtoby
wyjasnié te rdznice. Poza tym, w Rozprawie zajmowano sie niewielkg grupa pacjentéw, wiec
nie jest wtasciwe poréwnywaé wyniki wtasne z meta analiza, obejmujgcg kilka tysigcy
pacjentdw. Dyskusja dotyczgca analizy aktywnosci proteolitycznej i hemolitycznej jest bardzo
skapa i Doktorantka niewystarczajgco prébuje wyjasni¢ przyczyny réznic w wynikach
otrzymanych w badaniach wtasnych i w literaturze Swiatowej. Zresztg zastosowane w
Rozprawie metody oparte o arbitralng ocene wynikéw nie utatwiaja tego zadania. Czgsé¢
dotyczaca opornosci takze powtarza juz wczesniej przedstawione wyniki. Nie odnosi sig
jednak i nie komentuje uzyskanych wynikéw, np. wysokiej opornosci na chloramfenikol, czy
erytromycyne, znacznie przewyzszajacg poziom w innych zakazeniach i innych grupach
pacjentéw. Nie wiem po co rozdziela sie Wyniki dla szczepéw uzyskanych od kobiet i
mezczyzn przy tak matej probie badawczej, zwtaszcza, ze nie dyskutuje sie obserwowanych

réznic np. w opornosci.

Typowanie molekularne ujawnito czesty identycznos¢ szczepdw izolowanych z réznych
miejsc u jednego pacjenta. Jest to fakt znany od dawna. Najczestsze typy spa odpowiadajg
tym, ktére byty juz opublikowane wczesniej jako najczestsze (np.Rolo J et al., 2012,

Grundman H. et al., 2014 ). Szkoda, ze nie zostaty one przytoczone w dyskusji.

Doktorantka stusznie stwierdza, ze liczebnos¢ badanej grupy byta niewielka, przez co dlatego
wycigganie wnioskdéw jest trudne, a zwtaszcza ich uogélnianie. Trudno sie wigc zgodzic¢ ze
stwierdzeniem Doktorantki, ze przedstawiona Rozprawa wnosi powazng wartos¢, pozwalajac
lepiej zrozumieé etiologie choroby. Etiologia dotyczy zakazenia, natomiast aby zrozumie¢

chorobe, trzeba lepiej poznac jej patogeneze.

Rozprawa konczy sie podsumowaniem i wnioskami. Niestety, tylko dwa z nich mozna uznaé

za wnioski, bowiem pozostate s3 wynikami.



Piémiennictwo zawiera sie na 10. stronach. Nalezy je uporzadkowac¢ i tak np. pozycja
,Zabicka D...” znajduje sie pod ,D” a nie ,Z”, nazwisko Brook napisano w catosci wielkimi
literami BROOK. Nalezy odnosié sie do aktualnych zalecern KORLD i podawa¢ skad sie je
pozyskato. Na stronie 97 2-ga od dotu pozycja pismiennictwa jest niedokoriczona. O braku
starannosci $wiadczy takze cytowanie publikacji Bogdali A.M i wspétautoréw , w ktérej to
wspotautorzy podani sg z imienia a nie nazwiska np. Anna BM, Grazyna A itp. Taki sposdb
cytowania powinien wzbudzié czujnosé. Do tej publikacji umieszczono Corrigendum , ktérego

Doktorantka nie zauwazyta.

W podsumowaniu pragne podkreslié, ze przedstawiona mi do oceny Rozprawa dotyczy
waznego problemu medycznego i mikrobiologicznego. Jednak w zwigzku z licznymi
nieécistoéciami, btedami przedstawionymi powyzej proponuje jej uzupetnienie i
przeredagowanie biorac pod uwage powyzej wymienione uwagi. Taki tryb dopuszcza

Rozporzadzenie Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 22 wrzesnia 2011 (§ 6 p.6).

Ze wzgledu na fakt , ze Rozprawa zawiera takze szereg wartosciowych wynikéw, zwtaszcza w
czeéci dotyczacej typowania molekularnego, rekomenduje Wysokiej Radzie Wydziatu
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagieloriskiego zwrdécenie Rozprawy Mgr

Anecie Budy celem dokonania zasugerowanych przeze mnie poprawek i ponownego

/ﬂ/z

Warszawa dn. 15.05.2017 Prof.dr hab. n.med. Waleria Hryniewicz

przedstawienia.
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Recenzja Rozprawy doktorskiej mgr Anety Buda na stopieri dr n. biol. pt:

,Fenotypowe i genetyczne typowanie bakteryjnych szczepéw Staphylococcus
aureus wyizolowanych z nadkazen ran oraz nosicielstwa pacjentéw z atopowym

zapaleniem skoéry”

Staphylococcus aureus (gronkowiec ztocisty) jest gatunkiem, ktéry szczegdlnie czgsto
towarzyszy cztowiekowi zaréwno w nosicielstwie, jak i w chorobie. Kolonizuje na state az do
30% zdrowej populacji ludzi na $wiecie, a drugie tyle jest jego przejsciowymi nosicielami.
Istnieje wiec ogromny rezerwuar tego drobnoustroju. Pomimo wielu badan, nie udato sig
ustali¢ czynnikéw warunkujacych zdolnoéé do trwatej kolonizacji, ani po stronie gospodarza,
ani po stronie drobnoustroju. Dzigki bogactwu zaréwno  komérkowych,
jak i pozakomérkowych czynnikéw zjadliwosci, gronkowiec zfocisty posiada zdolnosé
wywolywania réznorodnych zakazer, poczawszy od miejscowych, do czesto cigzko
przebiegajacych infekcji inwazyjnych, z ktérych sepsa koriczy sig w ponad 20% przypadkow

zejéciem sSmiertelnym.

Gronkowiec ztocisty dzieki obecnosci na swojej powierzchni adhezyn nalezacych do grupy
MSCRAMM ma szczegdlng tatwosé wigzania sie z tzw. biatkami macierzy pozakomérkowej
co powoduje wybitng zdolnoéé do kolonizowania uszkodzonych tkanek i dalszej inwazji.
Dlatego stanowi ogromne zagrozenie dla pacjentéw z atopowym zapaleniem skéry. Choroba
ta, o niewyjasnionym do kofica patomechanizmie, stanowi powazne zagrozenie dla zdrowia
pacjentéw nig dotknigtych, do czego znaczaco przyczynia si¢ tatwoi¢ kolonizacji zmian
atopowych przez gronkowce. To wtaénie one powoduja najwigcej powiktan zakaznych
prowadzac do pogtebienia choroby podstawowej, a niekiedy do uogdinienia sig zakazenia

wraz ze wszystkimi powaznymi konsekwencjami.

W zwiazku z powyiszym, dobér tematu Rozprawy wpisuje sie w wazny tor badawczy i to

zaréwno ze wzgledu na drobnoustrdj, jak i na chorobe, ktérg czesto wikta.



Rozprawa ma charakter klasyczny. Wprowadzenie zawiera sie na 13 stronach. Rozpoczyna
je kroétki opis rodzaju Staphylé:coccus, po ktérym nastepuje zwiezta, ogdlna charakterystyka
gatunku S. gureus. | tu mam kilka uwag. Przede wszystkim zabrakto mi informacji dotyczacej
taksonomii rodzaju, ale przede wszystkim charakterystyki gatunku S. aureus. Zabrakto mi
takze opisu konsekwencji kolonizacji, nie tylko negatywnych, ale i pozytywnych, o ktérych
mowia cytowane przez Doktorantke publikacje. Zbyt lakonicznie potraktowany zostat opis
opornosci na antybiotyki S. aureus. Ponadto, znalazto sie w nim kilka bteddw i niescistosci.
Pierwsza niescistos¢ to stwierdzenie, ze ...”HA-MRSA s3 wielolekooporne, w tym coraz
czgéciej na antybiotyki ostatniej szansy — glikopeptydy, linezolid czy daptomycyne..”
To jest ciggle zjawisko sporadyczne i na przykfad w Polsce nie stwierdzono dotad zadnego
szczepu S. aureus opornego na glikopeptydy, linezolid czy daptomycyne. Ponadto, kilka lat
temu wprowadzono nowe leki przeciwko MRSA takie jak ceftaroina, ceftobiprol
(wspomniane ponizej) oraz dalbawancyne. Informacja na temat CA-MRSA nie jest takie
precyzyjna, bowiem CA-MRSA nie sprawiajg trudnosci diagnostycznych i nie sg z zasady
heterogenne. Nie stosuje sig juz okreslenia ,FA-MRSA” tylko ,LA-MRSA” (Livestock-
Associated MRSA). Szkoda, ze Doktorantka nie przedstawita cech pozwalajacych na

réznicowanie tych trzech populacji MRSA.

Stwierdzam takze niescistosci w terminach medycznych dotyczgcych postaci klinicznych
zakazen gronkowcowych, jak np. nieznany mi termin .. ,przyczyna etiologiczna...”, a takze
»gronkowcowe zakazenie uktadu krazenia”; z pewnoscig chodzi tu o zakazenie tozyska krwi
albo zakazenia w obrebie ukfadu sercowo-naczyniowego. Trudno takie zgodzi¢ sie
z zaliczeniem zakazen uktadu pokarmowego, moczowo-ptciowego, czy osrodkowego ukfadu
nerwowego o etiologii S. aureus do najwiekszych probleméw medycznych. Gronkowiec
ztocisty w ich etiologii jest na odlegtym miejscu. Natomiast jest wiodacym czynnikiem
etiologicznym infekcji skéry i tkanki podskdrnej oraz kosci i stawdw. O tych ostatnich
Doktorantka nawet nie wspomina. Nie ma stowa o chorobach wynikajgcych z wytwarzania

toksyn.

W dalszej czesci Wstepu, Doktorantka omawia w ogromnym skrécie czynniki wirulencji
gronkowca ztocistego, wskazujac na rdzne strategie uruchamiane przez ten drobnoustrdj

w celu adhezji do komérek gospodarza i wywotywania zmian patologicznych.



W tym samym podrozdziale umjeszczone zostato zagadnienie opornosci na antybiotyki, ktéra
nie stanowi cechy ,wirulencj‘i. Wydaje sie, ze ten temat powinien by¢ umieszczony w
odrebnym podrozdziale. Zgodze sig z Doktorantka, ze najbardziej rozpowszechniong
opornoscig wéréd gronkowcdw jest opornosé na penicyling, ale z pewnoscia nie wynika ona
jak podaje Doktorantka z ,,.. obecnosci na powierzchni komérki biatka wigzacego penicyling
zwanego PBP..”, ale wynika ona przede wszystkim z wytwarzania przez gronkowce
penicylinaz (beta-laktamazy o waskim spektrum dziatania). Biatka PBP (rézna liczba w -
zaleznoéci od gatunku), to zespdtenzymédw bioracych udziat w procesie syntezy Sciany
komérkowej, do ktérych wiazg sie antybiotyki beta-laktamowe (zréznicowane
powinowactwo beta-laktaméw do poszczegdlnych PBP) i w ten sposéb hamuja biosynteze
éciany komdrkowej, co jest istotg ich dziatania jako antybiotykéw. Jest to bardzo powazna
luka w wiedzy na temat mechanizmu dziatania beta-laktaméw, opornosci gronkowcéw na
penicyline i inne beta-laktamy, a takze znajomosci biosyntezy Sciany komérkowej bakterii.
Niescistoéci sa takze w okreslaniu opornoéci gronkowcdw na metycyling (MRSA). PBP2a i
PBP2’ to sa réine nazwy tego samego biatka, ktére jest nowym biatkiem, dodatkowym w
stosunku do PBP typowych dla gatunku. Zbyt powierzchowny jest opis opornosci na
metycyline i Doktorantka nie wspomina o nowym genie mecC, takze warunkujgcym te
opornoéé i mogacym sprawiaé trudnosci w jej identyfikacji, a tym samym braku rozpoznania

szczepu jako MRSA.

Szkoda, ze Doktorantka nie opisata innych, czegstych u gronkowcéw mechanizmdéw opornosci,

zwtaszcza, ze Wstep jest bardzo krétki.

Kolejny podrozdziat Wprowadzenia dotyczy atopowego zapalenia skéry, jego ogodlne;
charakterystyki i epidemiologii oraz drobnoustrojéw rezydujacych na zdrowej skorze
i zakazajgcych zmiany atopowe. Powotuje sig na kryteria kliniczne z 1980 r. Byly one juz
kilkakrotnie uaktualniane, co oczywiscie nalezato wzigé pod uwage. Mam kolejny niedosyt
informacji, tym razem dotyczacych ekologii skéry zdrowej i atopowej i zaleznosci miedzy
drobnoustrojami w tych sytuacjach. Doktorantka méwi o ,bakteriach koagulazo-ujemnych”,
a winna napisa¢ ,gronkowce koagulazo-ujemne”, podaje rozwinigcie skrétu HPV jako
,human parvovirus” a winno byé ,human papilloma virus”. W Tabeli 1 nie podaje Zrédtfa

cytowanych informacji, a jedynie jej Autoréw.



Kolejny podrozdziat Wprowadzenia méwi o metodach typowania szczepéw S. aureus.
Przedstawiono metody typowania fenotypowego, podkreslajac ich ograniczenia. Nie do
koAca jasno wyjasniono cel takiego postepowania. Typowanie nie stuzy zastosowaniu terapii
celowanej. Cze$é o typowaniu molekularnym potraktowana zostata takze w sposéb bardzo
skromny. Wprawdzie Doktorantka wymienita szereg metod ale opisafa jedynie dwie z nich,
zupetnie pomijajagc MLST, a nawet nie wymieniajagc WGS. Nie ma stowa o kasetach SCCmec,

ktdre takze s3 istotnym elementem typowania i charakterystyki molekularnej MRSA.

Cel pracy poprzedzony jest wainym wstepem, ktéry uzasadnia podjecie pracy.
Sformutowano az 7 szczegdtowych celédw. Zaplanowano badanie cech fenotypowych

z nadwazen, a przeciez badano takze szczepy z nosicielstwa od zdrowych oséb.

Materiat i Metody sg zawarte na 20 stronach. Mam kilka uwag. Szczepy referencyjne nie
wyczerpujg potrzeb prezentowanej pracy. Uzyskanie ich z WBBIB UJ nic nie méwi o ich
wiarygodnosci (ktéry pasaz). Nie jest dla mnie do korca zrozumiaty wybor miejsc do oceny
nosicielstwa. Badano tylko te miejsca, ktére manifestowaty sig zmianami atopowymi.
Wydaje mi sig, ze warto byto takze wzigé wymazy z miejsc ,standardowo” pobieranych w

celu ustalenia kolonizacji S. aureus .

Grupa kontrolna sktadata sie jedynie z 10 szczepédw. To bardzo niewiele, a przeciez

pozyskiwanie ich nie jest trudne.

Nie umiem znaleZé wyttumaczenia, jakie przestanki kierowaty Doktorantkg w wyborze
krgzkéw z antybiotykami. Po co badano wrazliwos$¢ na penicyline, ampicyline i amoksycyling.
To nie jest zgodne ani z EUCAST, ani z CLSI, ani z rekomendacjami KORLD (zte cytowanie i
niewtasciwy rok). Zawarto$é krazka z penicyling nie jest zgodna z rekomendacjami ani
EUCAST, ani CLSI. Ponadto, warto byto nastawi¢ inne leki stosowane w terapii zakazen S.
aureus, a zwtaszcza glikopeptydy, lipopeptydy, oksazolidinony i rifampicyne. Jaka metodg
oznaczano wrazliwos¢ na makrolidy i linkozamidy? Dlaczego nie zastosowano metody
rozcienczeniowej oznaczania antybiotykoopornosci, ktéra jest referencyjna? Szczep USA 300

nie jest szczepem referencyjnym do oznaczania lekowrazliwosci.



Metody genetyczne sa starannie opisane wraz ze szczegétowym przedstawieniem
odczynnikéw, warunkéw prowadzenia doswiadczeri i zastosowanych metod. Przedstawiono

takze metody analizy statystycznej.

Rozdziat Wyniki zawiera sie na 40 stronach i szeroko przedstawia w pierwszej czesci dane na

temat nosicielstwa i fenotypowa analize szczepdw w oparciu o ich cechy.

Badania aktywnosci hemolitycznej i proteolitycznej, a takze wzory opornosci na antybiotyki -
nie pozwalaty na réznicowanie szczepéw z nosicielstwa i zmian atopowych. Grupa kontrolna

byta bardzo nieliczna, a wigc nie mozna do niej sig odnosi¢ celem poréwnania.

Badane cechy biochemicznie w niewielkim stopniu réinicowaty szczepy izolowane z
przedsionka nosa i zakazed zmian atopowych. Szkoda, ze dopiero w tabeli zbiorczej
poréwnano aktywnoéci szczepéw od jednego pacjenta, a izolowanych z réznych lokalizacji.
Podobnie przedstawia sie sprawa wzoréw lekowrazliwoéci. Oczywiscie to nie jest zarzut, ale
czytatoby sie te wyniki lepiej. Nie podano rozszerzenia skrétu ,,CFX” a nie jest on rutynowo

stosowany.

Najciekawsza i najszerzej opisana czgécig Rozprawy jest typowanie molekularne. Typowanie
spa pozwolito na ujawnienie nowych, dotychczas nieopisywanych typéw. Wykazano, ze
dominujacym typem jest t091. Typ spa t015 obejmowat zaréwno szczepy MSSA, jak i MRSA,
natomiast t223 grupowato jedynie szczepy MRSA. Ciekawy wynik typowania spa uzyskano
dla szczepéw grupy kontrolnej. Charakteryzowaty si¢ znacznym zréznicowaniem i ciekawe,
7e w wiekszoéci przypadkéw obejmowaty typy spa niewykryte w grupie szczepéw

izolowanych od pacjentéw z AZS. Szkoda, ze do badania wtaczono tak matg ich liczbe.

Starannie przedstawiono analize BURP, ktéra pozwolita na przypisanie typéw spa do

komplekséw klonalnych. Okreélono 9 komplekséw klonalnych.

Zastosowana analiza MLVF, czesto stosowana w typowaniu S. aureus, pozwolita na
skonstruowanie drzewa filogenetycznego. Otrzymano az 32 klastery, z ktérych dominujacy
obejmowat 24% szczepéw. Czy to s3 jakie$ specjalne szczepy?, o szczegdlnej lokalizacji?,
powodujace ciezsze?, czy lzejsze zakazenia? Czy istniejg powigzania migdzy pacjentami co do

pokrewiefistwa, miejsca zamieszkania, pracy?



Cennym elementem analizy wynikéw typowania molekularnego jest poréwnanie zgodnosci
poréwnywanych metod i sity dyskryminacyjnej. Rozdziat Wyniki zamyka tabela zbiorcza,

starannie przygotowana i czytelna.

Dyskusja zawiera sig na 12 stronach i niepotrzebnie powtarza dosé szczegétowo i w wielu jej
miejscach cele pracy, materiat i metody oraz wyniki. Prawdziwa dyskusja zawiera sie na
nieomal kilku stronach. Doktorantka podaje, ze nosicielstwo w badanej grupie byto wyzsze,
niz w dotychczas opisywanych badaniach. Nie odnosi sig¢ do typéw nosicielstwa, co mogtoby
wyjasnié te réznice. Poza tym, w Rozprawie zajmowano sig niewielkg grupg pacjentéw, wiec
nie jest wtasciwe porownywaé wyniki wtasne z meta analiza, obejmujaca kilka tysiecy
pacjentéw. Dyskusja dotyczaca analizy aktywnosci proteolitycznej i hemolitycznej jest bardzo
skapa i Doktorantka niewystarczajgco prébuje wyjasni¢ przyczyny réznic w wynikach
otrzymanych w badaniach wiasnych i w literaturze swiatowej. Zresztg zastosowane w
Rozprawie metody oparte o arbitralng ocene wynikéw nie utatwiajg tego zadania. Czesé
dotyczaca opornosci takze powtarza juz wczesniej przedstawione wyniki. Nie odnosi sie
jednak i nie komentuje uzyskanych wynikéw, np. wysokiej opornosci na chloramfenikol, czy
erytromycyne, znacznie przewyiszajacg poziom w innych zakazeniach i innych grupach
pacjentow. Nie wiem po co rozdziela sie Wyniki dla szczepéw uzyskanych od kobiet i
mezczyzn przy tak matej prébie badawczej, zwtaszcza, ze nie dyskutuje sie obserwowanych

réznic np. W opornosci.

Typowanie molekularne ujawnito czgstg identyczno$é szczepdw izolowanych z rdinych
miejsc u jednego pacjenta. Jest to fakt znany od dawna. Najczestsze typy spa odpowiadajg
tym, ktdére byly juz opublikowane wczesniej jako najczestsze (np.Rolo J et al., 2012;

Grundman H. et al., 2014 ). Szkoda, ze nie zostaty one przytoczone w dyskusji.

Doktorantka stusznie stwierdza, ze liczebnos¢ badanej grupy byta niewielka, przez co dlatego
wycigganie wnioskéw jest trudne, a zwtaszcza ich uogélnianie. Trudno sig wiec zgodzi¢ ze
stwierdzeniem Doktorantki, ze przedstawiona Rozprawa wnosi powazng warto$é, pozwalajac
lepiej zrozumie¢ etiologie choroby. Etiologia dotyczy zakazenia, natomiast aby zrozumieé

chorobe, trzeba lepiej poznaé jej patogeneze.

Rozprawa koriczy si¢ podsumowaniem i wnioskami. Niestety, tylko dwa z nich mozna uznaé

za wnioski, bowiem pozostate sg wynikami.



Piémiennictwo zawiera sie na 10. stronach. Nalezy je uporzadkowaé i tak np. pozycja
,Zabicka D...” znajduje sie pc;d ,D” a nie ,2”, nazwisko Brook napisano w catosci wielkimi
literami BROOK. Nalezy odnosi¢ sie do aktualnych zalecen KORLD i podawa¢ skad sig je
pozyskato. Na stronie 97 2-ga od dotu pozycja pismiennictwa jest niedokorficzona. O braku
starannosci $wiadczy takze cytowanie publikacji Bogdali A.M i wspétautoréw , w ktérej to
wspotautorzy podani s z imienia a nie nazwiska np. Anna BM, Grazyna A itp. Taki sposéb
cytowania powinien wzbudzié czujno$éé. Do tej publikacji umieszczono Corrigendum , ktérego -

Doktorantka nie zauwazyta.

W podsumowaniu pragne podkreslié, ze przedstawiona mi do oceny Rozprawa dotyczy
waiznego problemu medycznego i mikrobiologicznego. Jednak w zwigzku z licznymi
nieécistodciami, btedami przedstawionymi powyzej proponuje jej uzupetnienie i
przeredagowanie biorac pod uwage powyzej wymienione uwagi. Taki tryb dopuszcza

Rozporzadzenie Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 22 wrze$nia 2011 (§ 6 p.6).

Ze wzgledu na fakt , ze Rozprawa zawiera takze szereg wartosciowych wynikéw, zwtaszcza w
czesci dotyczacej typowania molekularnego, rekomenduje Wysokiej Radzie Wydziatu
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagieloriskiego zwrécenie Rozprawy Mgr
Anecie Budy celem dokonania zasugerowanych przeze mnie poprawek i ponownego

przedstawienia.

Warszawa dn. 15.05.2017 Prof.dr hab. n.med. Waleria Hryniewicz



Warszawa dn. 5.06.2018 r.

Prof. dr hab. med. Waleria Hryniewicz

Recenzja nr 2 Rozprawy doktorskiej mgr Anety Buda na stopien dr n. biol. pt:
LFenotypowe i genetyczne typowanie bakteryjnych szczepdw Staphylococcus aureus

wyizolowanych z nadkazen ran oraz nosicielstwa pacjentéw z atopowym zapaleniem skory™

Nadestana Rozprawa uwzglednita wigkszos¢ uwag zawartych w pierwotnej recenzji
Rozprawy (Zatacznik nr 1).

Wstep zostat poszerzony i uporzadkowany a takze rozszerzone zostaly podrozdziaty
dotyczace czynnikow wirulencji S. aureus i definicji oraz opisu atopowego zapalenia skory.
Niemniej nie zostaty w pelni poprawione zapisy dotyczace antybiotykoopornosci i to stanowi
najstabsza cze$¢ Wstepu. Trudno uwierzy¢, ze Doktorantka nie jest w stanie prawidlowo
opisa¢ mechanizmu opornosci na antybiotyki beta-laktamowe wynikajacego z wytwarzania
nowego biatka PBP, nieobecnego we wrazliwych komoérkach gronkowca. Mechanizm nie
wynika jak podaje Doktorantka z: ,obecnosci powierzchniowych bialek wigzacych
(i inaktywujgcych) penicyliny™, ale z pozyskania kasety genowej od koagulazo-ujemnego
gronkowca grupy Sciuri niosgcej gen mecA, ktoéry warunkuje wytwarzanie nowego biatka
PBP2a o niskim powinowactwie do beta-laktaméw. Kazda komorka gronkowca ztocistego
zawiera 4 bialka PBP, ktore sg niezbedne w procesie biosyntezy $ciany komoérkowej.
To do nich majg powinowactwo (lagcza si¢) antybiotyki beta-laktamowe i w ten sposéb
dochodzi do zatrzymania syntezy $ciany komorkowej. Wprawdzie Doktorantka wspomina
o opornosci S. aureus na wankomycyne ale nie wyjasnia réznic miedzy hVISA, VISA
i pozyskania genu VanA. Skrot ESKAPE jest niewlasciwie rozwinigty przez Doktorantke
i ostatnie ,,E” obejmuje Enterobacter sp.

Poszerzona takze zostala czes¢ Wstepu, dotyczaca typowania molekularnego ktéra objela
praktycznie wszystkie istotne metody typowania molekularnego. To stanowi istotng zalete
Rozprawy.

W pozostatych czesciach nie dostrzegltam istotnych zmian w zwigzku z tym uwagi zawarte

W pierwotnej recenzji zostajg utrzymane.



Whnioski zostaly przedstawione tak jak to powinno by¢ z wyjatkiem Wniosku nr 35,
ktéry w dalszym ciggu pozostat wynikiem.

Pismiennictwo zostalo uporzadkowane.

W podsumowaniu pragne podkresli¢ waznos¢ i aktualno$¢ wybranego tematu i to zarowno
z punktu widzenia medycyny jak i mikrobiologii. Cele badawcze zostaty jasno sformutowane
i zrealizowane. Doktorantka wykazata si¢ szerokg wiedza na temat nowoczesnych metod
badawczych w epidemiologii. Niestety zabraklo konsultacji specjalisty lekarza
dermatologa/mikrobiologa przez co doszto do wielu niescistych a nawet niefortunnych
sformutowan. Dyskusja pokazata dobra znajomo$¢ literatury. Zabraklo mi wigkszego
krytycyzmu zaréwno w stosunku do wiasnych wynikow jak i tych z literatury $wiatowe;.
Whnioski wskazujg, ze postawione w Rozprawie cele zostaly zrealizowane. Najwazniejsze
niedociggniecia pokazane w pierwotnej wersji Rozprawy zostaty uzupetnione.

Rozprawa doktorska mgr mgr Anety Buda na stopien dr n. biol. pt.:

,Fenotypowe 1 genetyczne typowanie bakteryjnych szczepdw Staphylococcus aureus
wyizolowanych z nadkazen ran oraz nosicielstwa pacjentow z atopowym zapaleniem skory”
spelnia wymogi stawiane tego typu rozprawom i dlatego wnosze, do Wysokiej Rady
Wydzialu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego

o dopuszczenie mgr Anety Buda do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. med. Waleria Hryniewicz



