
Warszawa, dn. L5.05.2017 r.

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

,,Fenotypowe i genetyczne typowanie bakteryjnych szczep6w Staphylococcus

oureus wyizolowanych z nadkaief ran oraz nosicielstwa pacjent6w z atopowym

zapaleniem sk6ry"

Staphylococcus oureus (gronkowiec ztocisty) jest gatunkiem, kt6ry szczeg6lnie czqsto

towarzyszy cztowiekowi zar6wno w nosicielstwie, jak i w chorobie. Kolonizuje na state a2 do

30% zdrowej populacji ludzi na Swiecie, a drugie tyle jest jego przej6ciowymi nosicielami.

lstnieje wiqc ogromny rezerwuar tego drobnoustroju. Pomimo wielu bada6, nie udato siq

ustalii czynnik6w warunkujqcych zdolnoS6 do trwatej kolonizacji, ani po stronie gospodarza,

ani po stronie drobnoustroju. Dzigki bogactwu zar6wno kom6rkowych,

jak i pozakom6rkowych czynnik6w zjadliwo6ci, gronkowiec ztocisty posiada zdolno56

wywotywania r62norodnych zakalen, poczAwszy od miejscowych, do czqsto ciq2ko

przebiegajqcych infekcji inwazyjnych, z kt6rych sepsa koficzy siq w ponad 20% przypadk6w

zejSciem Smiertelnym.

Gronkowiec ztocisty dziqki obecnoSci na swojej powierzchni adhezyn nale2qcych do grupy

MSCRAMM ma szczeg6lnq tatwo66 wiqzania siq z tzw. biatkami macierzy pozakom6rkowej

co powoduje wybitna zdolno(6 do kolonizowania uszkodzonych tkanek i dalszej inwazji.

Dlatego stanowi ogromne zagro2enie dla pacjent6w z atopowym zapaleniem sk6ry. Choroba

ta, o niewyja6nionym do korica patomechanizmie, stanowi powa2ne zagro2enie dla zdrowia

pacjent6w niq dotknigtych, do czego znaczaco przyczynia siq tatwo56 kolonizacji zmian

atopowych przez gronkowce. To wtaSnie one powodujq najwiqcej powiktari zakalnych

prowadzqc do pogtqbienia choroby podstawowej, a niekiedy do uog6lnienia siq zaka2enia

wraz ze wszystkimi powa2nymi konsekwencja mi.

W zwiqzku z powyiszym, dob6r tematu Rozprawy wpisuje siq w wa2ny tor badawczy i to

zar6wno ze wzglqdu na drobnoustr6j, jak i na chorobq, kt6rq czqsto wikta,
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Rozprawa ma charakter klasyczny. Wprowadzenie zawiera siq na L3 stronach. Rozpoczyna

je kr6tki opis rodzaju Staphylococctrs, po kt6rym nastgpuje zwiqzla, o96lna charakterystyka

gatunku S. aureus.l tu mam kilka uwag. Przede wszystkim zabrakto mi informacji dotyczqcej

taksonomii rodzaju, ale przede wszystkim charakterystyki gatunku 5. aureus. Zabrakto mi

tak2e opisu konsekwencji kolonizacji, nie tylko negatywnych, ale i pozytywnych, o kt6rych

m6wiq cytowane przez Doktorantkq publikacje. Zbyt lakonicznie potraktowany zostat opis

oporno6ci na antybiotyki 5. oureus. Ponadto, znalazto sig w nim kilka btqd6w i nieicisto6ci.

Pierwsza nieScistoS6 to stwierdzenie, 2e ..."HA-MRSA sq wielolekooporne, w tym coraz

czqSciej na antybiotyki ostatniej szansy - glikopeptydy, linezolid czy daptomycynq.."

To jest ciqgle zjawisko sporadyczne i na przyktad w Polsce nie stwierdzono dotqd 2adnego

szczepu S. aureus opornego na glikopeptydy, linezolid czy daptomycynq. Ponadto, kilka lat

temu wprowadzono nowe leki przeciwko MRSA takie jak ceftaroina, ceftobiprol

(wspomniane poni2ej) oraz dalbawancynq. lnformacja na temat CA-MRSA nie jest tak2e

precyzyjna, bowiem CA-MRSA nie sprawiajq trudnoSci diagnostycznych i nie sq z zasady

heterogenne. Nie stosuje siq ju2 okre6lenia ,,FA-MRSA" tylko ,,LA-MRSA" (Livestock-

Associated MRSA). Szkoda, 2e Doktorantka nie przedstawita cech pozwalajqcych na

r62nicowanie tych trzech populacji MRSA.

Stwierdzam tak2e nieScistoSci w terminach medycznych dotyczqcych postaci klinicznych

zaka2eri gronkowcowych, jak np. nieznany mi termin .. ,,przyczyna etiologiczna...", a tak2e

,,gronkowcowe zaka2enie uktadu krq2enia"; z pewnoSciq chodzi tu o zaka2enie to2yska krwi

albo zaka2enia w obrqbie uktadu sercowo-naczyniowego. Trudno tak2e zgodzit, siq

z zaliczeniem zaka2ei uktadu pokarmowego, moczowo-ptciowego, czy o6rodkowego uktadu

nerwowego o etiologii S. aureus do najwiqkszych problem6w medycznych. Gronkowiec

ztocisty w ich etiologii jest na odlegtym miejscu. Natomiast jest wiodqcym czynnikiem

etiologicznym infekcji sk6ry i tkanki podsk6rnej oraz koSci i staw6w. O tych ostatnich

Doktorantka nawet nie wspomina. Nie ma stowa o chorobach wynikajqcych z wytwarzania

toksyn.

W dalszej czqSci Wstqpu, Doktorantka omawia w ogromnym skr6cie czynniki wirulencji

gronkowca ztocistego, wskazujqc na r62ne strategie uruchamiane przez ten drobnoustr6j

w celu adhezjido kom6rek gospodarza iwywotywania zmian patologicznych.
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W tym samym podrozdziale umieszczone zostato zagadnienie oporno6ci na antybiotyki, kt6ra

nie stanowi cechy wirulencji. Wydaje siq, 2e ten temat powinien by6 umieszczony w

odrqbnym podrozdziale. Zgodzq siq z Doktorantkq, 2e najbardziej rozpowszechnionq

oporno6ciq w5r6d gronkowc6w jest oporno66 na penicylinq, ale z pewno6ciq nie wynika ona

jak podaje Doktorantkz z ,,.. obecno6ci na powierzchni kom6rki biatka wiq2qcego penicylinq

zwanego P8P...", ale wynika ona przede wszystkim z wytwarzania przez gronkowce

penicylinaz (beta-laktamazy o wqskim spektrum dziatania). Biatka PBP (162na liczba w

zale2noici od gatunku), to zesp6t enzym6w biorqcych udziat w procesie syntezy Sciany

kom6rkowej, do kt6rych wia2a siq antybiotyki beta-laktamowe (z162nicowane

powinowactwo beta-laktam6w do poszczeg6lnych PBP) i w ten spos6b hamujq biosyntezq

Sciany kom6rkowej, co jest istotq ich dziatania jako antybiotyk6w. Jest to bardzo powa2na

luka w wiedzy na temat mechanizmu dziatania beta-laktam6w, opornoSci gronkowc6w na

penicylinq i inne beta-laktamy, a tak2e znajomo6ci biosyntezy 6ciany kom6rkowej bakterii,

NieScisto6ci sq tak2e w okreilaniu oporno5ci gronkowc6w na metycylinq (MRSA). PBP2a i

PBP2'to sq r62ne nazwy tego samego biatka, kt6re jest nowym biatkiem, dodatkowym w

stosunku do PBP typowych dla gatunku. Zbyt powierzchowny jest opis oporno3ci na

metycylinq i Doktorantka nie wspomina o nowym genie mecC, tak2e warunkujqcym tq

oporno66 i mogqcym sprawia6 trudnoSci w jej identyfikacji, a tym samym braku rozpoznania

szczepu jako MRSA.

Szkoda, 2e Doktorantka nie opisata innych, czqstych u gronkowc6w mechanizm6w opornoSci,

zwtaszcza, 2e Wstqp jest bardzo krotki.

Kolejny podrozdziat Wprowadzenia dotyczy atopowego zapalenia sk6ry, jego og6lnej

charakterystyki i epidemiologii oraz drobnoustroj6w rezydujqcych na zdrowej sk6rze

i zaka2ajqcych zmiany atopowe. Powotuje siq na kryteria kliniczne z 1980 r. Byty one ju2

kilkakrotnie uaktualniane, co oczywiScie nale2ato wziq6 pod uwagq. Mam kolejny niedosyt

informacji, tym razem dotyczqcych ekologii sk6ry zdrowej i atopowej i zale2no6ci miedzy

drobnoustrojami w tych sytuacjach. Doktorantka m6wi o ,,bakteriach koagulazo-ujemnych",

a winna napisa6 ,,gronkowce koagulazo-ujemne", podaje rozwiniqcie skr6tu HPV jako

,,human parvovirus" a winno by6 ,,human papilloma virus". W Tabeli 1 nie podaie irodla

cytowanych informacji, a jedynie jej Autor6w.
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Kolejny podrozdziat Wprowadzenia m6wi o metodach typowania szczep6w 5. oureus.

Przedstawiono metody typowania fenotypowego, podkreSlajqc ich ograniczenia. Nie do

korica jasno wyja6niono cel takiego postqpowania. Typowanie nie stu2y zastosowaniu terapii

celowanej. Czq6i o typowaniu molekularnym potraktowana zostata tak2e w spos6b bardzo

skromny. Wprawdzie Doktorantka wymienita szereg metod ale opisata jedynie dwie z nich,

zupetnie pomijajqc MLST, a nawet nie wymieniajqc WGS. Nie ma stowa o kasetach SCCmec,

kt6re tak2e sq istotnym elementem typowania icharakterystyki molekularnej MRSA.

Cel pracy poprzedzony jest wa2nym wstqpem, kt6ry uzasadnia podjqcie pracy.

Sformutowano a2 7 szczeg6towych cel6w. Zaplanowano badanie cech fenotypowych

z nadwaie6, a przecie2 badano tak2e szczepy z nosicielstwa od zdrowych os6b.

Materiat i Metody sq zawarte na 20 stronach. Mam kilka uwag. Szczepy referencyjne nie

wyczerpujq potrzeb prezentowanej pracy. Uzyskanie ich z WBBiB UJ nic nie m6wi o ich

wiarygodno6ci (kt6ry pasa2). Nie jest dla mnie do korica zrozumiaty wyb6r miejsc do oceny

nosicielstwa. Badano tylko te miejsca, kt6re manifestowaty siq zmianami atopowymi.

Wydaje mi siq, 2e warto byto tak2e wziqi wymazy z miejsc ,,standardowo" pobieranych w

celu ustalenia kolonizac ji S. aureus .

Grupa kontrolna sktadata siq jedynie z t0 szczep6w. To bardzo niewiele, a przecie2

pozyskiwanie ich nie jest trudne.

Nie umiem znalei(, wyttumaczenia, jakie przestanki kierowaty Doktorantkq w wyborze

krq2k6w z antybiotykami. Po co badano wra2liwo(6 na penicylinq, ampicylinq i amoksycylinq.

To nie jest zgodne ani z EUCAST, ani z CLSI, ani z rekomendacjami KORLD (zte cytowanie i

niewtaSciwy rok). Zawarto6d kra2ka z penicylinq nie jest zgodna z rekomendacjami ani

EUCAST, ani CLSI. Ponadto, warto byto nastawi6 inne leki stosowane w terapii zaka2ei 5.

aureus, a zwtaszcza glikopeptydy, lipopeptydy, oksazolidinony i rifampicynq. Jakq metodq

oznaczano wra2liwo66 na makrolidy i linkozamidy? Dlaczego nie zastosowano metody

rozcieficzeniowej oznaczania antybiotykooporno6ci, kt6ra jest referencyjna? Szczep USA 300

nie jest szczepem referencyjnym do oznaczania lekowra2liwo3ci.
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Metody genetyczne sa starannie opisane wtaz ze szczeg6towym przedstawieniem

odczynnik6w, warunk6w prowadzenia do6wiadczei i zastosowanych metod. Przedstawiono

tak2e metody analizy statystycznej.

Rozdziat Wyniki zawiera siq na 40 stronach i szeroko przedstawia w pierwszej czqSci dane na

temat nosicielstwa ifenotypowq analizq szczep6w w oparciu o ich cechy.

Badania aktywnoSci hemolitycznej i proteolitycznej, a tak2e wzory opornoSci na antybiotyki

nie pozwalaty na r62nicowanie szczep6w z nosicielstwa i zmian atopowych. Grupa kontrolna

byta bardzo nieliczna, a wiqc nie mo2na do niej siq odnosii celem por6wnania.

Badane cechy biochemicznie w niewielkim stopniu 162nicowaty szczepy izolowane z

przedsionka nosa i zaka2ef zmian atopowych. Szkoda, 2e dopiero w tabeli zbiorczej

por6wnano aktywnoSci szczep6w od jednego pacjenta, a izolowanych z r62nych lokalizacji.

Podobnie przedstawia siq sprawa wzor6w lekowra2liwo6ci. Oczywi6cie to nie jest zarzut, ale

czytatoby siq te wyniki lepiej. Nie podano rozszerzenia skr6tu ,,CFX" a nie jest on rutynowo

stosowany.

Najciekawszq i najszerzej opisanq czqSciq Rozprawy jest typowanie molekularne. Typowanie

spo pozwolito na ujawnienie nowych, dotychczas nieopisywanych typ6w. Wykazano, 2e

dominujqcym typem jest t091. Typ spa 1015 obejmowat zar6wno szczepy MSSA, jak i MRSA,

natomiast t223 grupowato jedynie szczepy MRSA. Ciekawy wynik typowania spo uzyskano

dla szczep6w grupy kontrolnej. Charakteryzowaty siq znacznym zr62nicowaniem i ciekawe,

2e w wiqkszo6ci przypadk6w obejmowaty typy spq niewykryte w grupie szczep6w

izolowanych od pacjent6w z AZS. Szkoda, 2e do badania wtqczono tak matq ich liczbq.

Starannie przedstawiono analizq BURP, kt6ra pozwolita na przypisanie typ6w spa do

kompleks6w klona lnych. Okre6lono 9 kompleks6w klona lnych.

Zastosowana analiza MLVF, czqsto stosowana w typowaniu S. aureus, pozwolita na

skonstruowanie drzewa filogenetycznego. Otrzymano a2 32 klastery, z kt6rych dominujqcy

obejmowat 24%o szczep6w. Czy to sq jakieS specjalne szczepy?, o szczeg6lnej lokalizacji?,

powodujqce ciq2sze?, czy l2ejsze zaka2enia? Czy istniejq powiqzania miqdzy pacjentami co do

pokrewie6stwa, miejsca zamieszkania, pracy?
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Cennym elementem analizy wynik6w typowania molekularnego jest por6wnanie zgodnoSci

por5wnywanych metod i sity dyskryminacyjnej. Rozdziat Wyniki zamyka tabela zbiorcza,

starannie przygotowana i czytelna.

Dyskusja zawiera siq na 12 stronach i niepotrzebnie powtarza do56 szczeg6towo i w wielu jej

miejscach cele pracy, materiat i metody oraz wyniki. Prawdziwa dyskusja zawiera sig na

nieomal kilku stronach. Doktorantka podaje, 2e nosicielstwo w badanej grupie byto wy2sze,

ni2 wdotychczas opisywanych badaniach. Nie odnosisiq dotyp6w nosicielstwa, co mogtoby

wyja6ni6 te r62nice. Poza tym, w Rozprawie zajmowano siq niewielkq grupa pacjent6w, wiqc

nie jest wtaiciwe por6wnywa6 wyniki wtasne z meta analizq, obejmujqcq kilka tysiqcy

pacjent6w. Dyskusja dotyczqca analizy aktywno6ci proteolitycznej i hemolitycznej jest bardzo

skqpa i Doktorantka niewystarczajqco p16buje wyjaSni6 przyczyny 162nic w wynikach

otrzymanych w badaniach wtasnych i w literaturze iwiatowej. Zresztq zastosowane w

Rozprawie metody oparte o arbitralna ocenq wynik6w nie utatwiajq tego zadania, Czq56

dotyczqca oporno6ci tak2e powtarza ju2 wczeSniej przedstawione wyniki. Nie odnosi siq

jednak i nie komentuje uzyskanych wynik6w, np. wysokiej oporno6ci na chloramfenikol, czy

erytromycyne, znacznie przewy2szajqcq poziom w innych zaka2eniach i innych grupach

pacjent6w. Nie wiem po co rozdziela sie Wyniki dla szczep6w uzyskanych od kobiet i

mq2czyzn przy tak matej pr6bie badawczej, zwtaszcza,2e nie dyskutuje siq obserwowanych

r62nic np. w oporno6ci.

Typowanie molekularne ujawnito czqstq identyczno66 szczep6w izolowanych z r62nych

miejsc u jednego pacjenta. Jest to fakt znany od dawna. Najczqstsze typy spo odpowiadajq

tym, kt6re byty ju2 opublikowane wczeSniej jako najczgstsze (np.Rolo J et al., 2072;

Grundman H. et al., 20L4). Szkoda, 2e nie zostaty one przytoczone w dyskusji.

Doktorantka stusznie stwierdza, 2e liczebno66 badanej grupy byta niewielka, przez co dlatego

wyciqganie wniosk6w jest trudne, a zwtaszcza ich uog6lnianie. Trudno siq wiqc zgodzit ze

stwierdzeniem Doktorantki, 2e przedstawiona Rozprawa wnosi powa2nq warto56, pozwalajqc

lepiej zrozumie6 etiologiq choroby. Etiologia dotyczy zaka2enia, natomiast aby zrozumie6

chorobq, trzeba lepiej pozna6 jej patogeneze.

Rozprawa kofczy siq podsumowaniem i wnioskami. Niestety, tylko dwa z nich mo2na uznai

za wnioski, bowiem pozostale sq wynikami.
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PiSmiennictwo zawiera siq na 10. stronach. Nale2y je uporzqdkowa6 i tak np, pozycja

,,Zabicka D..." znajduje siq pod ,,D" a nie ,,2", nazwisko Brook napisano w catoSci wielkimi

literami BROOK. Nale2y odnosi6 siq do aktualnych zalece6 KORLD i podawa6 skqd siq je

pozyskalo. Na stronie 97 2-ga od dotu pozycja pi6miennictwa jest niedokofczona. O braku

staranno(ci Swiadczy tak2e cytowanie publikacji Bogdali A.M i wsp6tautor6w , w kt6rej to

wsp6tautorzy podani sq z imienia a nie nazwiska np. Anna BM, Grazyna A itp. Taki spos6b

cytowania powinien wzbudzii czujno6i. Do tej publikacji umieszczono Corrigendum , kt6rego

Doktorantka nie zauwa2yta.

W podsumowaniu pragne podkre6li6, 2e przedstawiona mi do oceny Rozprawa dotyczy

wa2nego problemu medycznego i mikrobiologicznego. Jednak w zwiqzku z licznymi

nie(cisto6ciami, btgdami przedstawionymi powy2ej proponujq jej uzupetnienie i

przeredagowanie biorqc pod uwagg powy2ej wymienione uwagi. Taki tryb dopuszcza

Rozporzqdzenie Ministra Nauki i Szkolnictwa Wy2szego z dnia 22wrzeinia 20!t (5 O p.e1.

Ze wzglqdu na fakt, 2e Rozprawa zawiera tak2e szereg warto6ciowych wynik6w, zwtaszcza w

czqSci dotyczqcej typowania molekularnego, rekomendujq Wysokiej Radzie Wydziatu

Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagieloriskiego zwr6cenie Rozprawy Mgr

Anecie Budy celem dokonania zasugerowanych prueze mnie poprawek i ponownego

przedstawienia.

Warszawa dn. 15.05.2017 Prof.dr hab. n. Wale Hryniewicz
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Wa rszawa, dn.15.05.2017 r

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

,,Fenotypowe i genetyczne typowanie bakteryjnych szczep6w Staphyloccrccus

qureus wyizolowanych z nadkaier( ran oraz nosicielstwa pacjent6w z atopowym

zapaleniem sk6ry"

Staphylococcus aureus (gronkowiec ztocisty) jest gatunkiem, kt6ry szczeg6lnie czgsto

towarzyszy czlowiekowi zar6wno w nosicielstwie, jak i w chorobie. Kolonizuje na state ai do

30% zdrowej populacji ludzi na Swiecie, a drugie tyle jest jego przej3ciowymi nosicielami.

lstnieje wiqc ogromny rezerwuar tego drobnoustroju. Pomimo wielu bada6, nie udalo siq

ustali6 czynnik6w warunkujqcych zdolnoS6 do trwatej kolonizacji, ani po stronie gospodarza,

ani po stronie drobnoustroju. Dziqki bogactwu zar6wno kom6rkowych,

jak i pozakom6rkowych czynnik6w zjadliwbici, gronkowiec ztocisty posiada zdolno6i

wywotywania r62norodnych zakaiefi, poczewszy od miejscowych, do czqsto ciq2ko

przebiegajqcych infekcji inwazyjnych, z kt6rych sepsa kofczy sig w ponad 20% przypadk6w

zejSciem Smiertelnym.

Gronkowiec ztocisty dziqki obecnoici na swojej powiezchni adhezyn nale2qcych do grupy

MSCRAMM ma szczeg6lnq tatwo56 wiEzania siq z tzw. biatkami maciezy pozakom6rkowej

co powoduje wybitnq zdolno66 do kolonizowania uszkodzonych tkanek i dalszej inwazji.

Dlatego stanowi ogromne zagroienie dla pacjent6w z atopowyrn zapaleniem sk6ry. Choroba

ta, o niewyja6nionym do korica patomechanizm[e, stanowi powaine zagro2enie dla zdrowia

pacjent6w ni4 dotkniqtych, do czego znaczaco przyczynia sig latwo66 kolonizacji zmian

atopowych przez gronkowce. To wta5nie one powoduje najwiecej powiklari zakafnych

prowadzqc do pogtqbienia choroby podstawowej, a niekiedy do uog6lnienia siq zakaienia

wraz ze wszystkimi powainymi konsekwencjami.

W zwiazku z powyiszym, dob6r tematu Rozprawy wpisuje siq w wainy tor badawczy I to

zar6wno ze wzglqdu na drobnoustr6j, jak i na chorobq, kt6rq czesto wikta.

Zalqcznik nr 1
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Rozprawa ma charakter klasyc4ny. Wprowadzenie zawiera siq na 13 stronach. Rozpoczyna

je kr6tki opis rodzaju Staphylococcus, po kt6rym nastqpuje zwiqzta, og6lna charakterystyka

gatunku S. aureus.ltu mam kilka uwag. Przede wszystkim zabrakto mi informacjidotyczqcej

taksonomii rodzaju, ale przede wszystkim charakterystyki gatunku 5. oureus. Zabraklo mi

tak2e opisu konsekwencji kolonizacji, nie tylko negatywnych, ale i pozytywnych, o kt6rych

m6wiq cytowane przez Doktorantkq publikacje. Zbyt lakonicznie potraktowany zostal opis

oporno6ci na antybiotyki S. aureus. Ponadto, znalazto siq w nim kilka btqd6w i nieScistoici.

Pierwsza nie6cistoii to stwierdzenie, 2e ,.."HA-MRSA sq wielolekooporne, w tym coraz

czqiciej na antybiotyki ostatniej szansy - glikopeptydy, linezolid czy daptomycynq.."

To jest ciqgle zjawisko sporadyczne i na przyktad w Polsce nie stwierdzono dotqd 2adnego

szczepu S. oureus opornego na glikopeptydy, linezolid czy daptomycynq. Ponadto, kilka lat

temu wprowadzono nowe leki przeciwko MRSA takie jak ceftaroina, ceftobiprol

(wspomniane poniiej) oraz dalbawancynQ. lnformacja na temat CA-MRSA nie jest takie

precyzyjna, bowiem CA-MRSA nie sprawiajq trudno6ci diagnostycznych i nie sq z zasady

heterogenne. Nie stosuje siq ju2 okreSlenia ,,FA-MRSA" tylko ,,LA-MRSA" (Livestock-

Associated MRSA). Szkoda, 2e Doktorantka nie przedstawita cech pozwalajEcych na

r62nicowanie tych trzech populacji MRSA.

Stwierdzarn takie nie6cisto6ci w terminach medycznych dotyczqcych postaci klinicznych

zaka2ed gronkowcowych, jak np. nieznany mi termin .. ,,przyczyna etiologiczna...", a takie

,,gronkowcowe zakaienie uktadu krq2enia"; z pewnoSciq chodzi tu o zaka2enie toiyska krwi

albo zakaienia w obrqbie uktadu sercowo-naczyniowego. Trudno takie zgodzie sie

z zaliczeniem zakaief uktadu pokarmowego, moczowo-pfciowego, czy o5rodkowego ukladu

nerwowego o etiologii S. aureus do najwiqkszych problem6w medycznych, Gronkowiec

ztocisty w ich etiologii jest na odlegtym rniejscu. Natomiast jest wiodqcym czynnikiem

etiologicznym infekcji sk6ry i tkanki podsk6rnej oraz koSci i staw6w. O tych ostatnich

Doktorantka nawet nie wspornina. Nie ma stowa o chorobach wynikajqcych z wytwarzania

toksyn,

W dalszej czq6ci Wstqpu, Doktorantka omawia w ogromnym skr6cie czynniki wirulencji

gronkowca zfocistego, wskazujqc na r62ne strategie uruchamiane przez ten drobnoustr6j

w celu adhezji do kom6rek gospodar3a i wywotywania zmian patologicznych.
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Wtym samym podrozdziale umjeszczone zostalo zagadnienie opornoSci na antybiotyki, kt6ra

nie stanowi cechy wirulencji. Wydaje siq, 2e ten temat powinien by6 umieszczony w

odrqbnym podrozdziale. Zgodzq sie z Doktorantkq, ie najbardziej rozpowszechnionq

opornoSciq wSr6d gronkowc6w jest oporno3d na penicylinq, ale z pewnoicil nie wynika ona

jak podaje Doktorantkdz n.. obecnoSci na powierzchni kom6rki biatka wiqiqcego penicylinq

zwanego PBP.,.", ale wynika ona pzede wszystkim z wytwarzania przez gronkowce

penicylinaz (beta-laktamazy o wqskim spektrum dziatania). Biatka PBP (r62na liczba w

zale2no6ci od gatunku), to zesp6t enzyrn6w biorqcych udziat w procesie syntezy Sciany

korn6rkowej, do kt6rych wia2a sie antybiotyki beta-laktamowe (zr6inicowane

powinowactwo beta-laktam6w do poszczeg6lnych PBP) i w ten spos6b hamujl biosyntezq

Sciany kom6rkowej, co jest istotq ich dziatania jako antybiotyk6w. Jest to bardzo powaina

luka w wiedzy na temat mechanizrnu dziatania beta-laktam6w, oporno6ci gronkowc6w na

penicylinq i inne beta-laktamy, a takie znajomo6ci biosyntezy Sciany kom6rkowej bakterii.

Nie$cisto$ci sq tak2e w okreilaniu oporno6ci gronkowc6w na metycylinq (MRSA). PBP2a i

?BP2'to sq r6ine nazwy tego samego biatka, kt6re jest nowym biatkiem, dodatkowym w

stosunku do PBP typowych dla gatunku. Zbyt powiezchowny jest opis oporno5ci na

metycylinq i Doktorantka nie wspomina o nowym genie mecC takie warunkujqcym te

oporno5d imogqcym sprawiad trudnoSci w jej identyfikacji, a tym samym braku rozpoznania

szczepu jako MRSA.

Szkoda, ie Doktorantka nie opisata innych, czQstych u gronkowc6w mechanizm6w oporno6ci,

zwlaszcza, 2e Wstqp jest bardzo kr6tki.

Kolejny podrozdziat Wprowadzenia dotyczy atopowego zapalenia sk6ry, jego og6lnei

charakterystyki i epidemiologii oraz drobnoustroj6w rezydujqcych na zdrowej sk6rze

i zakaiajqcych zmiany atopowe. Powotuje siq na kryteria kliniczne z 1980 r. Byty one jui

kilkakrotnie uaktualniane, co oczywi6cie naleialo wziq6 pod uwagg. Mam kolejny niedosyt

informacji, tym razem dotyczqcych ekologii sk6ry zdrowej i atopowej i zale2no3ci miedzy

drobnoustrojami w tych sytuacjach. Doktorantka m6wi o ,,bakteriach koagulazo-ujemnych",

a winna napisa6 ,,gronkowce koagulazo-ujemne", podaje rozwiniqcie skr6tu HPV jako

,,human parvovirus" a winno byi ,,human papilloma virus". W Tabeli 1 nie podaje ir6dta

cytowanych informacji, a jedynie jej Autor6w.
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Kolejny podrozdziat Wprowa{3enia m6wi o metodach typowania szczep6w S. aureus.

Przedstawiono metody typowania fenotypowego, podkreSlajqc ich ograniczenia. Nie do

ko6ca jasno wyja6niono cel takiego postqpowania. Typowanie nie stuiy zastosowaniu terapii

celowanej. Czqii o typowaniu molekularnym potraktowana zostala tak2e w spos6b bardzo

skromny. Wprawdzie Doktorantka wymienila szereg metod ale opisala jedynie dwie z nich,

zupelnie pomijajac MLST, a nawet nie wymieniaj4c WGS. Nie ma stowa o kasetach SCCmec,

kt6re takie sq istotnym elementem typowania icharakterystyki molekularnej MRSA.

Cel pracy poprzedzony jest wa2nym wstepem, kt6ry uzasadnia podjqcie pracy.

Sformutowano ai 7 szczeg6towych cel6w. Zaplanowano badanie cech fenotypowych

z nadwaied, a przeciei badano takie szczepy z nosicielstwa od zdrowych os6b.

Materiat i Metody sq zawarte na 20 stronach. Mam kilka uwag. Szczepy referencyjne nie

wyczerpujq potzeb prezentowanej pracy. Uzyskanie ich z WBB|B UJ nic nie m6wi o ich

wiarygodnoici (kt6ry pasa2). Nie jest dla mnie do kodca zrozumiaty wyb6r miejsc do oceny

nosicielstwa. Badano tylko te miejsca, kt6re manifestowaty siq zmianami atopowymi.

Wydaje mi siq, ie warto byto tak2e wziqd wymazy z miejsc ,,standardowo" pobieranych w

celu ustalenia kolonizacji S. aureus .

Grupa kontrolna sktadata siq jedynie z L0 szczep6w. To bardzo niewiele, a pzecie2

pozyskiwanie ich nie jest trudne.

Nie umiem znalei6, wyttumaczenia, jakie pzestanki kierowaty Doktorantkq w wyboze

kraik6w z antybiotykami. Po co badano wrailiwoS6 na penicylinq, ampicylinq i amoksycyling.

To nie jest zgodne ani z EUCAST, ani z CLSI, ani z rekomendacjami KORLD (zte cytowanie i

niewta6ciwy rok). Zawarto$6 kra2ka z penicylinq nie jest zgodna z rekomendacjami ani

EUCASI ani CLSI. Ponadto, warto byto nastawi6 inne leki stosowane w terapii zaka2eri 5.

o.treus, a zwtaszcza glikopeptydy, lipopeptydy, oksazolidinony i rifampicyne. JakE metodq

oznaczano wrailiwo66 na rnakrolidy i linkozamidy? Dlaczego nie zastosowano metody

rozcie6czeniowej oznaczania antybiotykoopornoSci, kt6ra jest referencyjna? Szczep USA 300

nie jest szczepem referencyjnym do oznaczania lekowra2liwo6ci.
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Metody genetyczne sE starannie opisane wraz ze szczeg6towym przedstawieniem

odczynnik6w, warunk6w prowadzenia doSwiadczef i zastosowanych metod. Przedstawiono

takie metody analizy statystycznej.

Rozdziat Wyniki zawiera siq na 40 stronach i szeroko przedstawia w pierwszej czq6ci dane na

temat nosicielstwa i fenotypowq analizq szczep6w w oparciu o ich cechy.

Badania aktywnoSci hemolitycznej i proteolitycznej, a tak2e wzory opornoSci na antybiotyki ..

nie pozwalaty na r6inicowanie szczep6w z nosicielstwa i zmian atopowych. Grupa kontrolna

byta bardzo nieliczna, a wiqc nie moina do niej siq odnosi6 celem por6wnania.

Badane cechy biochemicznie w niewielkim stopniu r62nicowaty szczepy izolowane z

przedsionka nosa i zaka2e6 zmian atopowych. Szkoda, ie dopiero w tabeli zbiorczej

por6wnano aktywno3ci szczep6w od jednego pacjenta, a izolowanych z r62nych lokalizacji.

Podobnie pzedstawia siq sprawa wzor6w lekowrailiwoSci. OczywiScie to nie jest zazut, ale

czytaloby siq te wyniki lepiej. Nie podano rozszerzenia skr6tu ,,CFX" a nie jest on rutynowo

stosowany.

Najciekawszq i najszerzej opisanq czgiciq Rozprawy jest typowanie molekularne. Typowanie

spo pozwolito na ujawnienie nowych, dotychczas nieopisywanych typ6w. Wykazano, 2e

dominujqcym typem jest t091. Typ spo t015 obejmowat zar6wno szczepy MSSA, jak i MRSA,

natomiast t223 grupowato jedynie szczepy MRSA. Ciekawy wynik typowania spo uzyskano

dla szczep6w grupy kontrolnej. Charakteryzowaty siq znacznym zr62nicowaniem i ciekawe,

ie w wiekszo5ci przypadk6w obejmowaty typy spo niewykryte w grupie szczep6w

izolowanych od pacjent6w z AZS. Szkoda, 2e do badania wtqczono tak malq ich liczbq.

Starannie pzedstawiono analize BURP, kt6ra pozwolita na przypisanie typ6w spo do

kompleks6w klonalnych. okreilono 9 kompleks6w klonalnych.

Zastosowana analiza MLVF, czqsto stosowana w typowaniu 5. oureus, pozwolita na

skonstruowanie drzewa filogenetycznego. Otrzymano ai 32 klasteN, z kt6rych dorninujecy

obejmowat 24Yo szczep6w. Czy to sq jakie6 specjalne szczepy?, o szczeg6lnej lokalizacji?,

powodujqce ciqisze?, czy l2ejsze zaka2enia? Czy istniejq powiqzania miedzy pacjentamico do

pokrewiefistwa, miejsca zamieszkania, pracy?
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Cennym elementem analizy wynik6w typowania molekularnego jest por6wnanie zgodno6ci

por6wnywanych metod i sity dyskryminacyjnej. Rozdzial Wyniki zamyka tabela zbiorcza,

starannie przygotowana i czytelna.

Dyskusja zawiera siq na 12 stronach i niepotrzebnie powtarza do36 szczeg6lowo i w wielu jej

miejscach cele pracy, materiat i metody oraz wyniki. Prawdziwa dyskusja zawiera slg na

nieomal kilku stronach. Doktorantka podaje, ie nosicielstwo w badanej grupie byto wy2sze,

ni2 w dotychczas opisywanych badaniach. Nie odnosi siq do typ6w nosicielstwa, co mogtoby

wyjaSnid te r6inice. Poza tym, w Rozprawie zajmowano siq niewielkq grupa pacjent6w, wiqc

nie jest wtaiciwe por6wnywa6 wyniki wlasne z meta analizq, obejmujqcq kilka tysigcy

pacjent6w. Dyskusja dotyczqca analizy aktywnoSci proteolitycznej i hemolitycznej jest bardzo

skqpa i Doktorantka niewystarczajqco pr6buje wyjaSni6 przyczyny 162nic w wynikach

otrzymanych w badaniach wtasnych i w literaturze Swiatowej. ZresztE zastosowane w

Rozprawie metody oparte o arbitralna ocenq wynik6w nie utatwiajE tego zadania. Czg56

dotyczqca opornoici tak2e powtana lui wcze5niej przedstawione wyniki. Nie odnosi siq

jednak i nie kornentuje uzyskanych wynik6w, np. wysokiej opornoici na chloramfenikol, czy

erytromycynq, znacznie przewy2szajqcq poziom w innych zakaieniach i innych grupach

pacjent6w, Nie wiem po co rozdziela siq Wyniki dla szczep6w uzyskanych od kobiet i

mqiczyzn przy tak matej pr6bie badawczej, zwlaszcza, 2e nie dyskutuje siq obserwowanych

r6inic np. w oporno3ci.

Typowanie molekularne ujawnito czestq identycznoi6 szczep6w izolowanych z r62nych

miejsc u jednego pacjenta. Jest to fakt znany od dawna. Najczqstsze typy spo odpowiadajq

tym, kt6re byty ju2 opublikowane wczeiniej jako najczgstsze (np.Rolo J et al., 2OL2;

Grundman H. et al., 20L4). Szkoda, 2e nie zostaty one przytoczone w dyskusji.

Doktorantka slusznie stwierdza, ie liczebno36 badanej grupy byta niewielka, pzez co dlatego

wyciqganie wniosk6w jest trudne, a zwtaszcza ich uog6lnianie. Trudno siq wiqc zgodzie, ze

stwierdzeniem Doktorantki,2e przedstawiona Rozprawa wnosi powainq warto56, pozwalajqc

lepiej zrozumie6 etiologiq choroby. Etiologia dotyczy zakaienia, natomiast aby zrozumie6

chorobq, trzeba lepiej pozna6 jej patogenezq.

Rozprawa ko6czy siq podsumowaniem i wnioskami. Niestety, tylko dwa z nich moina uznad

za wnioski, bowiern pozostate sq wynikami.
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Pi6miennictwo zawiera siq na. 10. stronach. Naleiy je uporzqdkowa6 i tak np. pozycja

,,Zabicka D..." znajduje siq pod ,,D" a nie ,,2", nazwisko Brook napisano w cato6ci wielkimi

literami BROOK. Naleiy odnosii sig do aktualnych zalecei KORLD i podawai skad sie je

pozyskato. Na stronie 97 2-ga od dotu pozycja pi6miennictwa jest niedokoriczona. O braku

staranno6ci Swiadczy tak2e cytowanie publikacji Bogdali A.M i wsp6lautor6w , w kt6rej to

wsp6tautorzy podani sq z imienia a nie nazwiska np. Anna BM, Grazyna A itp. Taki spos6b

cytowania powinien wzbudzid czujno36. Do tej publikacji umieszczono Corrigendum , kt6rego .

Doktorantka nie zauwa2yta.

W podsumowaniu pragne podkre6lii, ie pzedstawiona mi do oceny Rozprawa dotyczy

wainego problemu medycznego i mikrobiologicznego. Jednak w zwiqzku z licznymi

nie6cisloSciami, btedami przedstawionymi powyiej proponujq jej uzupetnienie i

przeredagowanie biorqc pod uwagg powy2ej wymienione uwagi. Taki tryb dopuszcza

Rozporzqdzenie Ministra Nauki iszkolnictwa Wyiszego z dnia 22wrzeinia 2011(9 6 p.6).

Ze wzglqdu na fakt, ie Rozprawa zawiera tak2e szereg warto6ciowych wynik6w, zwlaszcza w

czqSci dotyczqcej typowania molekularnego, rekomendujq Wysokiej Radzie Wydzialu

Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagieloriskiego zwr6cenie Rozprawy Mgr

Anecie Budy celem dokonania zasugerowanych przeze mnie poprawek i ponownego

przedstawienia.

Warszawa dn. 15.05.2017 Prof.dr hab. n Wale Hryniewicz
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Warszawa dn. 5.06.2018 r

Prof. dr hab. med. Waleria Hryniewicz

Recenzja nr 2 Rozprawy doktorskiej mgr Anety Buda na stopieri dr n. biol. pt:

,,Fenotypowe i genetyczne typowanie bakteryjnych szczep6w Staphylococcus aureus

wyizolowanych z nadkahenranoraz nosicielstwa pacjent6w z atopowym zapaleniem sk6ry"

Nadeslana Rozprawa uwzglgdnila wigkszoSd uwag zawartych w pierwotnej rccenzji

Rozprawy (Zal4cnik nr I ).

Wstgp zostal poszerzony i uporz4dkowany a takZe rozszerzone zostaly podrozdzialy

dotyczqce czynnik6w wirulencji S. aureus i definicji oraz opisu atopowego zapalenia sk6ry.

Niemniej nie zostaty w pelni poprawione zapisy dotycz4ce antybiotykoopornoSci i to stanowi

najslabsz4 czg\t, Wstgpu. Trudno uwierzy6, 2e Doktorantka nie jest w stanie prawidlowo

opisai mechanizmu opornoSci na antybiotyki beta-laktamowe wynikaj4cego z wytwarzania

nowego bialka PBP, nieobecnego we wra:Zliwych kom6rkach gronkowca. Mechanizm nie

wynika jak podaje Doktorantka z: ,,obecnoSci powierzchniowych bialek wiqZEcych

(i inaktywuj4cych) penicyliny", ale z pozyskania kasety genowej od koagulazo-ujemnego

gronkowca grupy Sciuri nios4cej gen mecA, kt6ry warunkuje wltwarzanie nowego bialka

PBP2a o niskim powinowactwie do beta-laktam6w. Kalda kom6rka gronkowca ztrocistego

zawiera 4 bialka PBP, kt6re s4 niezbgdne w procesie biosyntezy Sciany kom6rkowej.

To do nich maj4 powinowactwo (lqcz4 sig) antybiotyki beta-laktamowe i w ten spos6b

dochodzi do zatrrymania syntezy Sciany kom6rkowej. Wprawdzie Doktorantka wspomina

o opornoSci S. aureus na wankomycyng ale nie wyja6nia fihnic migdzy hVISA, VISA

i pozyskania genu VanA. Sk6t ESKAPE jest niewlaSciwie rozwinigty przez Doktorantkg

i ostatnie,,E" obejmuje Enterobacter sp.

Poszerzona takle zostala czg!;6 Wstgpu, dotycz1ca typowania molekularnego kt6ra objgla

praktycznie wszystkie istotne metody typowania molekularnego. To stanowi istotn4 zaletg

Rozprawy.

W pozostalych czgsciach nie dostrzeglam istotnych zmiart w zwi4zku z tym uwagi zawarte

w pierwotnej recenzji zostajq utrzymane.
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Wnioski zostaly przedstawione tak jak to powinno by(, z wyj4tkiem Wniosku tr 5,

kt6ry w dalszym ci4gu pozostal wynikiem.

PiSmiennictwo zostalo uporz4dkowane.

W podsumowaniu pragng podkreSlid wa2no56 i aktualnoSd wybranego tematu i to zar6wno

z punktu widzenia medycyny jak i mikrobiologii. Cele badawcze zostaly jasno sformulowane

i zrealizowane. Doktorantka wykazala sig szerok4 wiedz4 na temat nowoczesnych metod

badawczych w epidemiologii. Niestety zabrald.o konsultacji specjalisty lekarza

dermatologa/mikrobiologa przez co doszlo do wielu nieScislych a nawet niefortunnych

sformulowari. Dyskusja pokazala dobr4 znajomoSd literatury. Zabraklo mi wigkszego

l<ryycyzmu zar6wno w stosunku do wlasnych wynik6w jak i tych z literatrxy Swiatowej.

Wnioski wskazujq, ze postawione w Rozprawie cele zostaly zrealizowane. Najwu2niejsze

niedoci4gnigcia pokazane w pierwotnej wersji Rozprawy zostaly uzupelnione.

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

,,Fenotypowe i genetyczne typowanie bakteryjnych szczepow Staphylococcus aureus

wyizolowanych z nadkahef ran oraz nosicielstwa pacjent6w z atopowym zapaleniem sk6ry"

spelnia wymogi stawiane tego typu rozprawom i dlatego wnoszg, do Wysokiej Rady

Wydzialu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagielloriskiego

o dopuszczenie mgr Anety Buda do dalszych etap6w przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. med. aleria
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