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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Agaty Biatuchy pt.: ,,Wplyw wybranych czynnikéw na
tworzenie biofilmu przez szczepy Salmonella spp.”

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska zostala wykonana przez mgr Agate
Biatuch¢ w Katedrze i Zaktadzie Mikrobiologii Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera
w Bydgoszczy pod kierunkiem Prof. dr hab. n. med. Eugenii Gospodarek-Komkowskiej.

Zlozone pod wzgledem morfologicznym i funkcjonalnym, struktury drobnoustrojow
zwane biofilmami, nalezy uzna¢ za jedna z dwdch podstawowych (obok planktonicznej) form
zycia mikroorganizméw. W¢érod najwazniejszych cech populacji  biofilmowych
rozpatrywanych w kontekscie klinicznym miesci si¢ obnizona wrazliwo$é na $rodki
biostatyczne/biobdjcze oraz stabsza podatno$¢ na dziatanie humoralnych i komérkowych
mechanizméw obronnych uktadu odpornosciowego. W zwigzku z powyzszym biofilmy
odgrywajg glowna role w infekcjach o charakterze przewleklym i nawracajagcym, jak
zakazenia  towarzyszace  stosowaniu  biomaterialtbw = medycznych,  zakazenia
otolaryngologiczne, przewlekle zapalenia ptuc i oskrzeli, chroniczne zakazenia ran i
owrzodzen. Tworzenie przez drobnoustroje struktur biofilmu moze warunkowaé ich
przetrwanie w organizmie gospodarza i przyczyniaé¢ si¢ do rozwoju stanu nosicielstwa
patogenow, jak w przypadku wybranych serotypow pateczek z gatunku Salmonella enterica,
ktore byly obiektem badan w ocenianej rozprawie doktorskiej. Tematyka poruszana w
niniejszej pracy tym samym dobrze wpisuje si¢ w nurt intensywnie prowadzonych w
ostatnich latach badan nad poznaniem mechanizméw tworzenia biofilmu drobnoustrojow i
czynnikami pozwalajacymi na modulacje tego procesu w kontekscie rozwoju nowych
strategii zapobiegawczych oraz terapeutycznych.



Praca mgr Agaty Bialuchy obejmuje 109 stron wydruku podzielonego na rozdziaty, o
ukladzie typowym dla prac doswiadczalnych, w tym 28 tabel (lacznie z obliczeniami
statystycznymi), 6 rycin oraz 4 fotografie.

We Wstepie, przygotowanym w oparciu o dobrze dobrang literature, Doktorantka
zawarla zagadnienia dotyczace klasyfikacji i ogdlnej charakterystyki pateczek Salmonella
spp-, ich wystepowania i sposobéw transmisji oraz patogenezy i znaczenia klinicznego.
Omawiajgc rezerwuary srodowiskowe tych drobnoustrojéw (Podrozdziaty 1.3 i 1.4, str. 10-
11) zabraklo mi podkreslenia faktu, iz jedynym nosicielem i tym samym zrédiem
najwazniejszych pod wzgledem klinicznym serowaréw Salmonella Typhi i S. Paratyphi jest
cztowiek. Zostalo to uwzglgdnione dopiero w Tabeli II umieszczonej na str. 12. Moim
zdaniem nie powinno si¢ rowniez mowi¢ o nosicielstwie ogoélnie pateczek Salmonella spp. w
pecherzyku zo6lciowym (Podrozdziat 1.6, str. 12). Zjawisko to dotyczy bowiem tylko
wybranych, wyzej wymienionych serotypow inwazyjnych. Odnoszac si¢ do Podrozdziatu 1.7
(str. 13), w ktérym opisano przebieg zakazen z udziatem paleczek Salmonella spp., z cala
stanowczoscig pragng podkresli¢, iz proces fagocytozy nie jest realizowany przez limfocyty,
co zapewne wynikneto z niefortunnego skrotu myslowego. Tym samym prosze¢ Doktorantke o
krotkie przedstawienie procesu fagocytozy i dalszych etapéw aktywacji odpowiedzi
immunologicznej na zakazenia bakteryjne. Nie moge sie réwniez zgodzi¢ z zaliczeniem
enterocytow do komorek wychwytujacych pateczki Salmonella (str. 14). Sa to bowiem
komorki, ktore ulegajg biernej inwazji przez te drobnoustroje. Proszg¢ o wyjasnienie zjawiska
czynnej i biernej inwazji komoérek gospodarza przez mikroorganizmy. W sposéb szczegotowy
we Wstepie zostaly nastgpnie oméwione najwazniejsze czynniki wirulencji Salmonella wraz
ze zdolno$cig tych drobnoustrojow do przezywania i namnazania sie we wnetrzu makrofagow
oraz mechanizmami ich lekoopornosci. W zwigzku z zakresem tematycznym pracy, w
rozdziale tym opisano rowniez zjawisko tworzenia biofilmu bakteryjnego, stusznie zwracajac
szczegblng uwage na czynniki srodowiskowe, ktére moga mie¢ wplyw na formowanie tych
struktur przez paleczki z rodziny Enterobacteriaceae. Zwracam uwage tylko pewna
niespdjnos$¢ w opisie warstw biofilmu (Podrozdziat 1.8.7.1, str. 23) — warstwa wewnetrzna,
Jak wynika cho¢by z samej nazwy, nie moze bezposrednio kontaktowaé si¢ z powierzchnig
srodowiska. Proszg¢ Doktorantke o krotkie wyjasnienie tej kwestii.

W rozdziale drugim pt. Cel pracy mgr Agata Bialucha wskazuje na biofilm tworzony
przez paleczki Salmonella spp. na powierzchni kamieni zolciowych jako czynnik
odgrywajacy szczegélng role w rozwoju stanu przewleklego nosicielstwa tych
drobnoustrojow. Zjawisko to stalo sie wiec podstawg sformutowania problemu
mikrobiologicznego zawartego w temacie rozprawy oraz celu pracy, ktérym byla analiza
wybranych cech/wlasciwosci pateczek S. enterica, w tym ich podobiefistwa genetycznego,
lekowrazliwosci i zdolnosci tworzenia biofilmu w réznych warunkach srodowiskowych.
Biorgc pod uwage charakter epidemiologiczny ocenianej rozprawy warto byloby w tym
miejscu nadmieni¢, iz badaniom zostanie poddana szeroka grupa izolatéw klinicznych
Salmonella spp., pochodzacych zaréwno od bezobjawowych nosicieli, jak i 0s6b chorych.

Rozdzial Material i metody zostal przygotowany w sposéb wywazony, z
pominigciem nieistotnych szczegélow, ale czytelny, pozwalajacy na odtworzenie
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przeprowadzonych do$wiadczen. Na szczegélne podkreslenie zastuguje bardzo przejrzyste
opracowanie danych dotyczacych pochodzenia szczepoéw (Tab. IV, str. 37, Ryc. 1, str. 38).
Warto natomiast uscisli¢, iz po barwieniu biofilmu fioletem krystalicznym (str. 43) lub TTC
(str. 46) w alkoholu etylowym rozpuszcza si¢ nie biofilm, a powstale i akumulowane
krysztatki, odpowiednio, fioletu lub formazanu. Jak wynika z opisu metody oceny wplywu
subinhibicyjnych stezen ampicyliny na tworzenie biofilmu S. enterica (Podrozdziat 3.6, str.
45-46), najpierw w studzienkach plytek titracyjnych przez 18 godz. tworzono biofilm
drobnoustrojéw, a nastepnie (przez kolejne 18 godz.) dzialano na niego antybiotykiem.
Wydaje si¢ wigc, iz badano nie tyle wplyw ampicyliny na tworzenie, co eradykacje i
dojrzewanie biofilmu. Czy Doktorantka moze wyttumaczy¢ jakie byty przestanki do zmiany
zastosowanej metodyki oceny wplywu na biofilm obecnosci glukozy i zolci (barwienie
fioletem krystalicznym) oraz ampicyliny (metoda redukcji TTC). Prosze réwniez o
odpowiedz na pytanie czy wybrane do badan stezenia glukozy (0,5, 1 i 2%) oraz zokci (3%)
maja jakies$ przetozenie na warunki in vivo?

Rozdzial Wyniki, ktory stanowi kluczowy fragment rozprawy, zostal przygotowany
ze szczegOlng starannoscig. Na uwage zastuguja oryginalne tabele wynikowe pozwalajace
przesledzi¢ uzyskane dane pod réznym katem epidemiologicznym. Tym samym zmiennosé
danej cechy (przyktadowo tworzenia biofilmu w obecnosci lub bez dodatku dekstrozy w
podiozu) rozpatrywano zaréwno w zaleznosci od badanego serotypu drobnoustroju, jak i od
jego pochodzenia (izolacja od chorych lub nosicieli, z krwi lub katu). Ciekawym wynikiem
jest ponad 90% podobienstwo genetyczne izolatéw oznaczonych numerami 25 i 27, ktére
zostaty zaklasyfikowane do odmiennych serowaréw, odpowiednio S. Infantis i S. Enteritidis.
Prosz¢ Doktorantk¢ o komentarz w tej sprawie. Zdecydowana wigkszos¢ izolatow (59 z 69
badanych) stanowily pateczki z serotypu S. Enteritidis, zdolne do tworzenia w warunkach
optymalnych (bakteriologiczne podioze hodowlane) stabego lub sredniego biofilmu (Tab.
VIII). Wiadomo, iz szczepy S. Enteritidis odpowiedzialne sg za rozwéj gléwnie miejscowych
zakazeni ukladu pokarmowego (tzw. salmonelloz). Czy zdaniem Doktorantki wykazana
zdolno$¢ tworzenia biofilmu przez te drobnoustroje moze mie¢ znaczenie kliniczne?

Zastanawiajgce jest polaczenie w obliczeniach statystycznych wynikéw tworzenia
biofilmu (Srednie wartosci absorbancji) uzyskanych dla wszystkich serowaréw S. enterica
(Obliczenie 1, str. 106). Z doswiadczen wlasnych wiem, iz kazdy szczep, w obrebie nawet
tego samego gatunku drobnoustrojéw, moze wykazywaé inng zdolno$¢ tworzenia biofilmu.
Brak wgladu w uzyskane czgstkowe wyniki absorbancji uniemozliwia mi ocene
prawidlowosci  przyjetego rozwigzania. By¢é moze jednak korzystniejszym byloby
rozpatrywanie wszystkich serogrup osobno. Ponadto, poréwnanie tworzenia biofilméw w
zaleznosci od pochodzenia szczepow wymaga oceny réznic w dwoch uktadach: Chory/TSB
versus Nosiciel/TSB oraz Chory/TSB BD versus Nosiciel/TSB BD, za$ w zaleznosci od
podioza w kolejnych dwéch uktadach: Chory/TSB versus Chory/TSB BD oraz Nosiciel/TSB
versus Nosiciel/TSB BD. Tym samym ocenie statystycznej mogly podlegaé tylko 4 uklady, a
niekoniecznie 6 wykonanych na zasadzie poréwnania kazdej grupy z kazda.

Kolejnym ciekawym, choé¢ juz udokumentowanym w literaturze, wynikiem jest zanik
zdolnosci tworzenia biofilmu przez paleczki Salmonella w obecnosci dodatku 3% zolci
wolowej. Badane w pracy izolaty kliniczne nalezaly co prawda gléwnie do serowaru S.
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Enteritidis i wyniki te nie musza mie¢ bezposredniego przelozenia na przebieg zakazenia z ich
udziatem. Czy znane s3 doniesienia dotyczgce wpltywu obecnosci z6kci na tworzenie biofilmu
przez serowary inwazyjne S. Typhi lub S. Paratyphi i jak w przypadku podobnych zaleznosci
thumaczy¢ powigzanie zjawiska nosicielstwa tych drobnoustrojéw w woreczku zélciowym z
formowaniem biofilmu na powierzchni kamieni zétciowych.

Za korzystne z praktycznego punktu widzenia nalezy uzna¢ wykazanie wrazliwosci
niemal wszystkich badanych szczepow na szeroki panel antybiotykéw (n=29) zaliczanych do
roznych klas. Wyjatek stanowilo 6 szczepow opornych na tikarcyling oraz 1 szczep oporny na
tikarcyling i tikarcyling z kwasem klawulanowym, przy jednoczesnym zachowaniu
wrazliwosci na pozostale antybiotyki. Nie stwierdzono réwniez wéréd badanych izolatow
zdolnosci do produkcji B-laktamaz o rozszerzonym spektrum substratowym typu ESBL,
charakterystycznych dla wielu innych rodzajéw pateczek Gram-ujemnych z rodziny
Enterobacteriaceae. Wskazuje to na duzg stabilno$¢ genomu pateczek Salmonella i
gwarantuje, w przypadku wigkszosci zakazen ostrych, przebiegajacych z udzialem form
planktonicznych tych drobnoustrojow, pozytywny efekt zastosowanej antybiotykoterapii.
Problemem mogg by¢ natomiast zakazenia o charakterze przewleklym, jak juz wspomniano
zwigzane z tworzeniem wielokrotnie bardziej opornych form biofilmu. W tym kontekscie,
podjete przez mgr Agate Biatuche, badania nad mozliwoscig ingerencji cztowieka w proces
powstawania biofilmu Sa/monella nalezy uznaé za istotne i posiadajace potencjat aplikacyjny.

W Dyskusji mgr Agata Biatucha dokonata ostroznej analizy uzyskanych wynikéw na
tle dostgpnych danych literaturowych. Prezentacja prac innych autoréw o wynikach zaréwno
zbieznych, jak i przeczacych obserwacjom dokonanym w recenzowanej dysertacji, $wiadczy
o dojrzalosci naukowej Doktorantki i dobrej znajomosci literatury z tego zakresu
tematycznego. Nie do konca podzielam przekonanie Autorki, iz tworzony przez pateczki
Salmonella spp. biofilm ,ulatwia im rozprzestrzenianie” (str. 74). Z samego zalozenia
bowiem jest to mniej inwazyjna i wirulentna forma drobnoustrojéw, nastawiona na
dlugotrwale przetrwanie, w tym wypadku w organizmie gospodarza. Warto by wiec
doprecyzowac ten fragment dyskusji, tym bardziej, iz moim zadaniem rozdziat ten moze staé
si¢ podstawa do opracowania interesujacej publikacji o charakterze epidemiologicznym.

Rozdzial Wnioski zawiera 8 punktéw, w ktérych Autorka przedstawia swoje
spostrzezenia dotyczace przeprowadzonych badan, zwlaszcza nad czynnikami, ktore
wplywaja na tworzenie biofilmu przez paleczki S. enterica. Wydaje sig, iz tego typu opis
bylby dobrym syntetycznym podsumowaniem czgsci wynikowej. Natomiast wnioski powinny
mie¢ nieco bardziej ogolny charakter i w przypadku tej pracy wskazywaé na mozliwosé
praktycznego wykorzystania uzyskanych danych.

W dysertacji wykorzystano 164 pozycje literatury, w wigkszosci opublikowane w
latach 2000-2015. Wsrod danych bibliograficznych znalazly si¢ réwniez odnosniki do stron
internetowych, w tym strony Pafstwowego Zakladu Higieny (pozycja 22) i The European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (pozycja 143) oraz do Rozporzadzenia
Ministra Zdrowia z 2006 r. (pozycja 119) i Ustawy o zapobieganiu i zwalczaniu zakazen i



chor6b zakaznych u ludzi z 2008 r. (pozycja 148). Wszystkie publikacje sa zwigzane z
tematykg pracy, zostaly prawidlowo dobrane i zacytowane.

Praca zostala napisana tadnym, przyjaznym czytelnikowi jezykiem, jednak z
obowigzku recenzenta musz¢ zwrocié uwage na kilka naukowo niepoprawnych lub
watpliwych sformutowan, ktore zaznaczylam w otrzymanym egzemplarzu, np.: osad
drobnoustrojow si¢ zawiesza, a nie ,rozcieficza” w podlozu (str. 43), warunki $rodowiska
mogg mie¢ wplyw na wihasciwosci powierzchni drobnoustrojéw, a nie ,,wlasciwosci
powierzchniowe” (str. 76), powierzchnia moze by¢ hydrofilowa, a nie ,hydrofilna” (str. 82).
Niezrozumialym jest rowniez zdanie: ,,Wytwarzanie przez bakterie réznych mechanizméw
opornosci na antybiotyki jednoczesnie przejawia si¢ powstaniem  wysokiego
poziomuopornosci na fluorochinolony” (str.33). Za niewlasciwe uwazam tez zastosowanie
przez Doktorantke okreslenia ,mutanty” w stosunku do enzyméw produkowanych przez
drobnoustroje (B-laktamaz ESBL, str. 30), ktére stanowig raczej inng forme/odmiane/typ
enzymow podstawowych. Mam pewne zastrzezenia, co do czytelno$ci dendrogramu, a
dokiadnie wynikéw rozdziatu elektroforetycznego chromosomalnego DNA przedstawionych
na Ryc. 2 (str. 48). By¢ moze powigkszenie ryciny pozwoliloby na wigksza przejrzystosé
zdj¢¢ wzoréw restrykcyjnych uzyskanych dla poszczegolnych izolatow.

Pragne podkresli¢, iz wszelkie uwagi edytorskie nie majg jednak istotnego wpltywu na
ostateczng pozytywng ocene pracy.

Whiosek koncowy

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska mgr Agaty Biatuchy spelnia wszystkie wymogi
formalne i merytoryczne stawiane rozprawom na stopien naukowy doktora nauk medycznych
w dyscyplinie biologia medyczna. Z pelnym przekonaniem wnioskuje do Rady Wydziatu
Farmaceutycznego Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Toruniu o dopuszczenie mgr Agaty Bialuchy do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.
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