Ocena rozprawy doktorskiej Agaty Bialuchy
zatytulowanej
“Wplyw wybranych czynnikéw na tworzenie biofilmu przez szczepy

Salmonella spp.”

Pateczki ~ Salmonella  enterica nadal, pomimo podjecia wielu $rodkow
zapobiegawczych w skali globalnej, stanowig przyczyne zakazen jelitowych u ponad
93 milionéw osadb rocznie na catym éwiecie, co prowadzi w kazdym kolejnym roku
do okoto 150 tysiecy zgonow. Gatunek Salmonella obejmuje obecnie ponad 2500
typow serologicznych, tj. serowardéw. Podobnie jak inne pateczki Gram-ujemne jest
zdolny do tworzenia biofilmu, zaréwno w S$rodowisku zewnetrznym, jak w
organizimach ssakow i czlowieka. Wazrost w postaci biofilmu stanowi jedng z
najwazniejszych strategii, zapewniajacych pateczkom Salmonella przetrwanie w
niekorzystnych dla nich warunkach, w tym w obecnodci $rodkéw
przeciwbakteryjnych. Skutkuje to trudnosciami w eradykacji pateczek Salmonella z
roznych Srodowisk ich wzrostu, np. ze skazonych powierzchni podczas procesu
produkeji i dystrybucji Zywnosci.

Wiele przestanek wskazuje dzisiaj, ze zjawisko nosicielstwa pateczek
Salmonella u ludzi, w tym nosicielstwa bezobjawowego, zwigzane jest ze zdolnoscia
tych drobnoustrojéw do wzrostu w postaci biofilmu w drogach zoétciowych, a
zwilaszcza na powierzchni kamieni, m. in. w pecherzyku Zélciowym. Jednakze,
podobnie jak u innych pateczek Gram-ujemnych nie wszystkie szczepy Salmonella
przejawiajg zdolno$¢ do tworzenia biofilmu w kazdych warunkach wzrostu.
Zjawisko to zaobserwowa¢ mozna w laboratorium wykonujac podstawowe analizy,
takie jak hodowla biofilmu w ptytkach polistyrenowych lub badanie morfotypéw
pateczek Salmonella na podtozach stalych.

Oceniana rozprawa doktorska poswiecona jest wtagnie analizie zdolnosci do
tworzenia biofilmu przez szczepy S. enterica o okre§lonej lekowrazliwosci i
pokrewienstwie genetycznym. Tworzenie biofilmu przez ten drobnoustroj badane
bylo w zaleznosci od roznych sktadnikow odzywczych oraz w obecnoéci srodkéw

przeciwbakteryjnych. Analizie poddano takze potencjalny zwigzek pomiedzy



zdolnoscia do tworzenia biofilmu a pochodzeniem badanych szczepdw S. enterica -
od chorego lub od nosiciela. Taki postawiony cel badan jest stuszny a jego realizacja
istotna dla ograniczenia szerzenia sie zakazen pateczkami Salmonella. Ze wzgledu
na wysoky zapadalnos¢, wysokie koszty leczenia i absencji zwigzanych z
zakazeniem tym drobnoustrojem, kazde wyniki badan, ktére prowadzy do
ograniczenia nosicielstwa pateczek Salmonella w populacji sa istotne dla zdrowia
publicznego.

Wstep teoretyczny do rozprawy doktorskiej powinien uzasadniaé podjecie
zatozonego celu badan. W ocenianej rozprawie Pani mgr Agata Bialucha w
obszernym rozdziale zatytutlowanym Wstep przedstawia charakterystyke pateczek
S. enterica, w tym opisuje czynniki chorobotwérezosci, biofilm i lekowrazliwosé tego
gatunku. Wstep ten jest bardzo obszerny; mam jednak kilka uwag do jego tresci: 1)
lipopolisacharyd raczej nie jest adhezyna (str. 16); 2) w opisie etapdw rozwoju i
cech biofilmow bakteryjnych Autorka oparta sie w duzej mierze na przekrojowych,
aczkolwiek juz nie najnowszych pogladowych publikacjach autorstwa Profesoréw
Krishnappa i Koltera wraz ze wspotautorami (odpowiednio z 2003 i 2000 roku).
Proponuje zatem przed ewentualng publikacja uwzgledni¢ nowe dane dotyczace
cech charakterystycznych biofilmow, a zwlaszcza ich budowy w warunkach in vivo;
3) komoérki przetrwate (ang. persisters) przejawiaja podwyzszong tolerancje na
srodki przeciwbakteryjne, natomiast nie wykazuja uwarunkowanej genetycznie
opornosci na leki.

Dla realizacji zadan badawczych Pani Mgr Agata Biatucha dobrata poprawne
metody badawcze. Lekowrazliwos$¢ szczepéw S. enterica oznaczata zgodnie z
zaleceniami Europejskiego Komitetu ds. Oznaczania Lekowrazliwosci (EUCAST).
Pokrewienstwo genetyczne pomiedzy szczepami izolowanymi od pacjentow i
nosicieli - za pomocg analizy wielkosci fragmentéw restrykcyjnych DNA pateczek
Salmonella po rozdziale w zmiennym polu elektrycznym (RFLP-PFGE) - metoda ta
jest uwazana jako ,zloty standard” w epidemiologii molekularnej. Ocene tworzenia
biofilmu przez badane szczepy S. enterica prowadzita na powierzchni polistyrenu po
wybarwieniu komorek bakterii i EPS za pomoca fioletu krystalicznego lub zwigzkow

tetrazolowych z odczytem spektrofotometrycznym - jest to obecnie powszechnie
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stosowana metoda przesiewowa w badaniach biofilméw bakteryjnych. Dla oceny
istotnoSci uzyskanych wynikéw Autorka zastosowata poprawne metody analizy
statystycznej. Jednakze, prosze o podanie w trakcie obrony rozprawy nastepujacych
parametréw hierarchicznej analizy skupien, wykonanej dla ustalenia podobienstwa
genetycznego badanych izolatéw pateczek Salmonella: 1) jaka zastosowano metode
do analizy skupien; 2) jaki wspétezynnik korelacji obliczono do oceny podobienstwa
wzorow restrykeyjnych; 3) jaka byla tolerancja wzgledem potozenia prazka (ang.
band position tolerance)?

Przedmiot badan w omawianej rozprawie stanowito 70 szczepéw S. enterica
wyosobnionych w Zaktadzie Mikrobiologii Klinicznej Szpitala Uniwersyteckiego nr.
1 Collegium Medicum w Bydgoszczy od chorych (ponad 66%) i nosicieli z réznych
materiatow klinicznych (z katu i z krwi). Ponad 85% badanych szczepéw stanowity
izolaty S. enterica subsp. enterica serovar Enteritidis. Identycznosé genetyczng
wykazano za pomocg metody RFLP-PFGE tylko dla dwdch izolatéw, pozostate
izolaty w dalszych badaniach traktowano jako indywidualne szczepy pateczek
Salmonella. Dla dziewieciu par szczepdw oznaczono za pomoca zastosowanej
metody statystycznej ponad 90% podobienstwo wzoréw restrykcyjnych. Jednakze
ze wzgledu na niedostateczng jako$¢ wydruku w otrzymanym egzemplarzu
rozprawy, weryfikacja wynikéw analizy podobiefnstwa genetycznego badanych
szczepow byla dla Recenzenta trudna. Dla celow publikacyjnych z cata pewnoscia
nalezy zamie$ci¢ obraz dendrogramu w znacznie wyzszej rozdzielczosci.

Badane izolaty pateczek Salmonella w wysokim odsetku (prawie 90%) byly
wrazliwe na wszystkie badanie antybiotyki i chemioterapeutyki analizowane
zgodnie z zaleceniami EUCAST. Zaden z badanych szczepéw nie wytwarzal ESBL.

Natomiast wszystkie badane szczepy przylegaly w sposéb trwaly do
powierzchni polistyrenu - ponad potowa z nich w podlozu TSB tworzyla jednak
struktury uznane za Autorke jako ,staby biofilm”. Brak dekstrozy w podtozu TSB
stymulowal wydajniejsza adhezje pateczek Salmonella do polistyrenu. Réznice te
jednak nie byty istotne. Pani mgr Agata Biatlucha pokazata, ze na wydajnos¢ adhezji i
powstawania biofilmu nie miato istotnego wplywu pochodzenie badanego szczepu -

czyli jego izolacja od chorego lub nosiciela. Jest to wazna obserwacja wskazujgca na
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podobny potencjal adhezyjny szczepow patogennych w porownaniu do szczepdow
przejsciowych. Ciekawym bytoby tez poréwnanie wydajnosci tworzenia osiadtych
struktur bakteryjnych przez szczepy S. enterica izolowane z krwi wobec szczepow
izolowanych z kalu. Innym waznym stwierdzeniem w omawianej rozprawie jest
pokazanie, ze wysoka dostepnos$¢ substancji odzywczych (obecno$é glukozy w
stezeniu 1%) nie stymuluje wydajniejszej adhezji i tworzenia biofilmu, a wrecz
przeciwnie - moze zahamowa¢ to zjawisko. Podobnie z6t¢ wotowa w stezeniu 3%
catkowicie hamuje adhezje ponad 60% badanych szczepdw S. enterica, natomiast
pozostate szczepy tworza osiadle struktury tylko w bardzo stabym stopniu.
Zjawisko zahamowania wydajnej adhezji i tworzenia biofilmu zaobserwowano takze
w abecnosci ampicyliny w stezeniu odpowiadajacym 0,5 MIC,

Eksperymentalne wyniki uzyskane w trakcie realizacji tej pracy Pani mgr
Agata Bialucha krytycznie analizuje w rozdziale Dyskusja. Rozdziat ten jest dobrze
napisany, Autorka umiejetnie podkresla nowe obserwacje poczynione w trakcie
wiasnych badan na tle wynikdw opisanych w dostepnym pismiennictwie. Na tej
podstawie wysnuwa osiem wnioskow, z ktérych najistotniejszy i o znaczeniu
praktycznym jest wniosek ostatni. Wniosek ten podkresla wage wielkosci dawki
stosowanego w klinice do leczenia zakazen pecherzyka zotciowego antybiotyku -
ampicyliny, ktory powinien by¢ podawany w takich stezeniach, aby ograniczy¢
rozwaj biofilmu pateczek Salmonella w drogach zétciowych.

Podkreslic nalezy tez bogate pismiennictwo przytaczane przez Autorke
(ogétem 164 pozycje) oraz wyjatkowg staranno$¢ w przygotowaniu rozprawy
doktorskiej. Jest ona napisana poprawnie pod wzgledem stylistycznym a takze
praktycznie bezbtednie pod wzgledem jezykowym. W trakcie oceny pracy znalaztam
tylko jeden (!) btad - literowke na str. 42. Podobnie starannie przygotowane jest 25
tabel oraz szes$¢ rycin, przedstawiajacych wyniki pracy.

Podsumowujgc, oceniana rozprawa wnosi istotne informacje do aktualnej
wiedzy o biofilmie pateczek Salmonella. Jest to pierwsza praca w Polsce poSwigcona
temu zagadnieniu, w ktorej przedmiotem badan byty pozyskane od ludzi szczepy
pateczek Salmonella o okreslonej lekowrazliwosci i potencjale epidemicznym.

Uzyskane wyniki majg znaczenie praktyczne - pokazuja, jak w prosty sposdb mozna



laboratoryjnie oceni¢ potencjat chorobotworczy pozyskanych izolatéw pateczek S.
enterica, a takze podatno$¢ tworzonego przez nie biofilmu na antybiotyki i
chemioterapeutyki. Jest to istotne wzbogacenie potencjalu analitycznego zaktadu
naukowego, w ktorym pod kierunkiem Pani Profesor Eugenii Gospodarek-
Komkowskiej pracuje Doktorantka.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Agatu Bialuchy spelnia
zatem wszelkie wymagania stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z artykutem
13 Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65 z dnia 14 marca 2003 r. poz. 595, z poézn. zm.). W
zwigzku z tym wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu Farmaceutycznego Collegium
Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w
Toruniu o dopuszczenie Pani mgr Agaty Bialuchy do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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