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Praca doktorska wykonana zostata w Zakiadzie Molekularnej Mikrobiologii Medycznej
Katedry Mikrobiologii Wydzialu Lekarskiego Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego oraz w Instytucie Katalizy i Fizykochemii Powierzchni im. Jerzego Habera
Polskie Akademii Nauk.

Recenzja zostata przygotowana na wniosek Rady Dyscypliny Nauki medyczne
Uniwersytetu Jagiellonskiego z dnia 16 maja 2023 r.

1. Charakterystyka formalna rozprawy doktorskiej

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Agnieszki Gibaty pt. ,,Ocena wptywu
nanoczastek srebra oraz bakteriofagow na bakterie izolowane od pacjentow z przewlektym stanem
zapalnym zatok przynosowych oraz tworzony przez nie biofilm” przygotowana zostata
w tradycyjny sposéb, tj. stanowi monografie ztozong ze 166 stron tekstu z uwzglednieniem
literatury oraz z 31 stron zalgcznikow. Praca podzielona zostata na typowe czesci skladowe,
a mianowicie: wstep, cel pracy, materiaty, metody, wyniki, dyskusja, wnioski, dwa streszczenia,
w jezyku polskim oraz angielskim oraz literatura. Ponadto, w pracy znalazt sie wykaz skrotow
oraz spis tabel i rycin, ktérych w pracy jest sporo, bo az 56 rycin i 15 tabel. Doktorantka
przygotowata rozprawe w oparciu o 228 pozycji literaturowych, ktére zostaty w prawidtowy
sposOb zacytowane w tekscie. Praca w wiekszosci napisana jest jezykiem poprawnym
i zrozumiatym. Zdarzajg sie jednak btedy stylistyczne czy interpunkcyjne jak np. kropki po
wymienianych cze$ciach rysunku a), czy b). w opisie Ryciny 5. czy ,,Bakteriofagi wydajg sie
posiadaé potencjat uszkadzajacy strukture biofilmu poprzez enzymy naruszajgcych integralno$¢
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jego matrycy (...)” - str. 32 lub ,,(...) zastosowaliSmy alternatywng metode: test studzienkowo-
dyfuzyjny [192, 193], ktéra wyznaczy¢ MIC zgodnie z procedurg Na stronie 18. Doktorantka
dwukrotnie w jednym zdaniu wymienia oddziatywania elektrostatyczne jako mozliwo$¢ adhezji
komorek bakterii do poditoza. Z kolei na stronie 122. Doktorantka pisze ,.Za reprezentatywne
miejsce pobrania probek w celu identyfikacji bakterii wystepujacych w przebiegu PZZP uwaza sie
przewod nowy Srodkowy (...)”. Zaktadam, ze chodzito Doktorantce o przewdd nosowy srodkowy.
Rowniez zastanawiajgce jest nazwanie Ryciny 15 ,przykladowe zdjecia”. Jest to tylko kilka
przyktaddéw uchybien w tekscie, ktorych jest zdecydowanie wiecej, jednakze nie wplywajg one na
merytoryczng warto$¢ pracy. Jako recenzent chciatbym rowniez zwr6ci¢ Doktorantce uwage na
konsekwencje w tworzeniu rycin. Raz Doktorantka przygotowuje jedng rycing ztozong z dwéch
skfadowych, jak np. Rycina 38 a i b dotyczgca masy tworzonego biofilmu traktowanego réznymi
stezeniami TA-AgNP przez 3 i 24 godziny, z kolei w innym miejscu, wyniki podobnego typu
badania, rowniez dotyczacego masy biofilmu bakteryjnego, jednakze traktowanego
bakteriofagiem MSA-6 przez 3 i 24 godziny, przedstawione zostaty na dwdéch rycinach 44. i 45.
Ponadto, w mojej ocenie nie jest konieczne podawanie dwa razy tych samych informacji w opisie
rycin, jak czyni to Doktorantka, tzn. opis nad i pod rycing. Chciatbym réwniez zapyta¢
Doktorantke co oznaczajg gwiazdki na rycinach? Zakladam, ze sg to oznaczenia grup
jednorodnych, skoro wykonywane byty analizy statystyczne, jednak moze jest to wskazanie
z jakim poziomem istotnosci wykonane zostaty te analizy. Nie znalaztem takiej informacji
w opisach rysunkoéw czy w tekscie. Na stronie 40. Doktorantka pisze ,,Wyniki typowania dla tego
bakteriofaga przedstawiono na Rycinie 24”, jednakze Rycina ta jest przedstawiona dopiero duzo
dalej w tek$cie. Moznaby w tym miejscu wstawi¢ odwotanie, na ktérej stronie mozna jg znalez¢,
co znacznie utatwitoby odbiér tego fragmentu. Podobnie sytuacja ma sie z Rycing 16., ktdra
cytowana jest w rozdziale Metody na stronie 50., podczas gdy w tek$cie umieszczono ja dopiero
na stronie 73. Z kolei na stronie 89. Doktorantka cytuje Rycine 29., podczas gdy powinna by¢
cytowana Rycina 28., do ktérej odnosi sie opis w tekscie. Podobna sytuacja ma miejsce na stronie
82., gdzie Doktorantka cytuje Tabele 16. podczas gdy ponizej znajduje sie Tabela 15. Kolejng
mojg sugestig dla Doktorantki jest stosowanie skrétéw nazw mikroorganizméw. W duzej czesci
tekstu, w kolejnych miejscach Doktorantka stosuje ciggle petne nazwy.

Choc¢ nie jest to wymagane i w zaden sposéb nie wpltywa na ocene rozprawy doktorskiej,
zabrakto mi informacji zwigzanych z osiggnieciami Doktorantki, co stanowi zazwyczaj czes¢
dokumentacji w dysertacjach przygotowanych w oparciu o cykl publikacji, jednakze pozwala
zdecydowanie lepiej pozna¢ kandydata do stopnia doktora.

2. Charakterystyka merytoryczna rozprawy doktorskiej

Recenzowana rozprawa doktorska dotyczy przewlektego zapalenia zatok przynosowych, ktéry
dotyka duzej populacji ludzi, gdyz jest to az 16% dorostych w USA i 10,9% populacji dorostych
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w Europie. Cho¢ PZZP traktowane jest jak choroba zapalna, zaktada sie, ze mikroorganizmy
bytujace w jamie nosowej moga ja inicjowaé lub utrwalaé. Za zwigkszenie ryzyka wystapienia
PZZP uwaza sie zaburzenia rownowagi w mikrobiomie zatok jak rowniez interakcje gospodarz-
Srodowisko. U duzego odsetka pacjentéw cierpiacych na te chorobe ws$réd izolowanych
mikroorganizméw znajdujg sie szczepy Staphylococcus aureus. Co wiecej, bakterie bytujace
w jamie nosowej i zatokach, w tym te chorobotwdrcze, potrafig wytwarzac¢ biofilmy, bedace ich
strategig adaptacyjng do warunkow Srodowiskowych, zwiekszajac ich szanse na przetrwanie.
Leczenie zakazen, w ktorych wytworzyt sie biofilm utrudnione jest przede wszystkim ze wzgledu
na obnizong zdolno$¢ antybiotykobw do penetracji w gigb tej struktury i zabijanie
mikroorganizméw znajdujacych sie w nizszych warstwach. Ponadto, antybiotyki skuteczne
w leczeniu zakazen konkretnymi szczepami sg nieskuteczne w leczeniu zakazen zwigzanych
z biofilmem, a dawki tych zwigzkdw w takim przypadku muszg by¢ zdecydowanie wyzsze. Innym
istotnym problemem zwigzanym z leczeniem zakazen bakteryjnych jest coraz powszechniej
wystepujace zjawisko opornosci bakterii na powszechnie stosowane antybiotyki, co powoduje,
ze coraz bardziej kurcza sie mozliwe do zastosowania opcje terapeutyczne.

Wstep do pracy przygotowany zostat z bardzo obszernym przedstawieniem literatury
przedmiotu i doskonale wprowadza w zagadnienia, ktére Doktorantka badata w swojej pracy.
Chciatbym jednak zapyta¢, co Doktorantka miata na mysli piszac na stronie 14. ,,Idealna terapia
przeciwdrobnoustrojowa powinna zatem celowa¢ w gatunki chorobotworcze i pozostawic
nienaruszong komenslng mikrobiote. Po zastosowaniu antybiotykoterapii, proces repopulacji
zatok nie moze by¢ kontrolowany i nie musi prowadzi¢ do przywrdcenia rownowagi
fizjologicznej, ale raczej do ponownej kolonizacji przez oporne na antybiotyki
drobnoustroje.”

W Swietle przedstawionych we wstepie do pracy problemoéw, Doktorantka postawita sobie za
cel swoich badan ocene mozliwosci zwalczania bakterii izolowanych od pacjentow z PZZP
i tworzonego przez nie biofilmu przy pomocy nanoczastek srebra oraz bakteriofagéw. Od dawna
wiadomo, ze wirusy bakteryjne sg skuteczne w zwalczaniu infekcji bakteryjnych, jednakze
dotychczas przegrywaly w konkurencji z antybiotykami. Badania nad ich zastosowaniem
prowadzone byly intensywnie w krajach Europy Wschodniej, w tym w Polsce, jak réwniez
w dawnym Zwigzku Radzieckim, w tym w Gruzji. Co wiecej, wspomniane w celu pracy srebro,
rébwniez znane jest ze swoich przeciwdrobnoustrojowych wiasciwosci, szczegllnie za$ jego
stosowanie w postaci nanoczastek. W zwigzku z tym, sformutowany przez Doktorantke cel pracy
jest w petni uzasadniony. Cel ten podzielony zostat na kilka celow szczegdétowych:

e izolacja, identyfikacja i charakterystyka mikrobiologiczna bakterii wystepujgcych
w zatokach u pacjentow chorych na PZZP;
e ocena zdolnosci wybranych izolatow klinicznych bakterii do tworzenia biofilmu;
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e analiza skutecznosci dziatania biobodjczego AgNP, w zaleznosci od ich charakterystyki
fizykochemicznej, na referencyjne szczepy bakterii Staphylococcus aureus ATCC 29213
i Escherichia coli ATCC 25922;

< ocena wrazliwosci izolatow klinicznych bakterii na AgNP i bakteriofagi;

e ocena cytotoksycznosci AgNP na ludzka linie komorkowa nabtonka nosa HNEpC
(PromoCell);

e opracowanie metodologii badania efektéw oddziatywania czynnikéw biobéjczych na
modelowy biofilm w trakcie jego dojrzewania;

e ocena efektow dziatania AgNP i bakteriofagéw na biofilm.

Cel pracy jak i cele szczeg6towe w petni odpowiadajg tematowi pracy, a zastosowana
metodologia jak i materiat badawczy w opinii recenzenta sg adekwatne do postawionych celéw.
Chciatbym jednak zapyta¢ Doktorantke skad r6zna temperatura inkubacji ptytek z bakteriami?
W jednym eksperymencie stosowano temperature 35°C, w innych 36°C lub 37°C. | druga kwestia,
ktdra jest zastanawiajgca, wjakim celu umieszczono w pracy Rycine 12., bedaca opisem ptytki 24
dotkowej? W mojej ocenie jest to informacja konieczna w trakcie prowadzenia eksperymentu,
jednak zbedna w dysertacji.

W swojej pracy Doktorantka wyizolowata i zidentyfikowana tgcznie 873 izolaty bakterii,
sposréd ktérych 767 izolatbw pochodzito od osob chorych na PZZP. Najliczniejszg grupg byty
gronkowce koagulazoujemne, a wsrdd nich 78% szczepdw stanowit Staphylococcus epidermis.
Ze szczepOw potencjalnie patogennych najczesniej izolowano Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Klebsiella i Pseudomonas aeruginosa. W opisie wynikéw Doktorantka
wspomina w tym miejscu, ze u dwéch pacjentdw z przedsionka nosa posiew byt jatowy.
Chciatbym zapyta¢ Doktorantke, czym mogto to by¢ spowodowane, bo nie zaktadam, ze zadne
mikroorganizmy w takim miejscu jak przedsionek nosa u tych pacjentow nie bytowaty?

Izolaty wyhodowane od pacjentéw z PZZP w 80,3% zdolne byty do tworzenia silnego lub
umiarkowanego biofilmu. Ponadto, dynamika tworzenia biofilmu pomiedzy poszczegdlnymi
izolatami znaczgco sie roznita. Zanim jednak Doktorantka przystgpita do oceny zdolnosSci do
eradykacji biofilmu przez nanoczastki srebra i bakteriofagi, przeprowadzita szereg analiz
zwigzanych z wyborem najbardziej aktywnej formy nanoczgstek oraz najbardziej aktywnego
bakteriofaga wykorzystujgc w tym celu kolekcyjne szczepy 5. aureus ATCC29213 i E. coli
ATCC25922. Najnizsze wartosci MIC oraz MBC wobec gatunkéw referencyjnych wyznaczono
dla nanoczastek stabilizowanych kwasem taninowym (TA-AgNP) i lizyng, a do dalszych badan
wybrano TA-AgNP ze wzgledu na przeciwutleniajace i bakteriobdjcze wiasciwosci samego kwasu
taninowego. Sposrod przetestowanych bakteriofagéw, wybrano faga MSA-6. Ocene zdolnosci
nanoczastek srebra w potgczeniu z bakteriofagiem na eradykacje biofilmu Doktorantka
analizowata wzgledem S, aureus, jako ze bakterie te wykazujg najbardziej niekorzystny wptyw na
przebieg PZZP. Wptyw wspomnianych czynnikdédw na biofilm analizowano w 24 dotkowych
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ptytkach po 3 i 24 h i oznaczano mase biofilmu jak i aktywno$¢ metaboliczng komorek.
W badaniach obserwowano znaczne roznice pomiedzy ubytkiem masy biofilméw tworzonych
przez r6zne szczepy po dziataniu bakteriofagiem jak i nanoczastkami srebra. Czy Doktorantka ma
pomyst na wyjasnienie wzrostu masy biofilmu i aktywnosci metabolicznej komorek po
traktowaniu ich 3 h 50 mg/L nanoczgstek srebra, co prezentowane jest na Rycinach 35. i 42.?
Cho¢ masa biofilmu ulegata zmniejszeniu, nie obserwowano catkowitej degradacji macierzy
biofilmu. Wykazano natomiast bardzo duzg aktywnos$¢ lityczng zastosowanego bakteriofaga.
Niestety nawet skojarzone dziatanie obu czynnikéw eradykacji, nie spowodowato catkowitej
degradacji biofilméw. Co wiecej, wydaje sie, ze za efekt béjczy w gtéwnej mierze odpowiadajg
przede wszystkim nanoczastki srebra.

Prace Doktorantka podsumowuje szeScioma wnioskami. O ile pie¢ z nich nie budzi zadnych
zastrzezen, o tyle wniosek nr | jest raczej stwierdzeniem koniecznosci poszukiwania
alternatywnych terapii przeciwko PZZP, ze wzgledu na rosngce zjawisko antybiotykoopornosci.
W mojej ocenie wniosek ten powinien raczej podsumowywacé pozostate wnioski a nie by¢
wymienionym jako pierwszy.

Po lekturze pracy, z ciekawosci, chciatbym zapyta¢ czy Doktorantka nie zastanawiata sie
moze nad mozliwoscig podania kolejnej dawki nanoczastek srebra i bakteriofaga do préb po
24 godzinach lub w innym czasie? Eksperyment ten miatby symulowac terapie pacjentéw
z PZZP analizowanymi zwigzkami i by¢ moze spowodowatby catkowite usuniecie biofilmu.

Interesuje mnie rowniez jakie jest zdanie Doktorantki na temat nabywania przez bakterie
odpornosci na bakteriofagi, jak chociazby odkryty mechanizm CRISPR/Cas9? Czy nie
stanowi to podobnego problemu jaki obserwujemy obecnie =z szerzeniem sie
antybiotykoopornosci?

3. Whniosek konicowy

Po wnikliwej analizie rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji
praca spetnia warunki okreslone w art. 187. ust. 1-4 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r, Prawo
0 szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018, poz. 1668 ze zm.) i na tej podstawie
whnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki medyczne Uniwersytetu Jagiellonskiego 0 nadanie
stopnia naukowego doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki
medyczne mgr Agnieszce Gibale.
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