
ОТЗЫВ ОФИЦИАЛЬНОГО ОППОНЕНТА

на диссертационную работу Плюта Владимира Александровича 
«Особенности образования биопленок и quorum sensing регуляция при действии 
антибактериальных агентов», представленную на соискание ученой степени кандидата 
биологических наук по специальностям 03.01.06 - биотехнология (в том числе 
бионанотехнологии) и 03.02.03 -  микробиология.

Подходы к изучению роли микроорганизмов в структурированные микробных 

сообществах (биопленках), которые являются широко распространенной (если не 

исключительной) формой существования микроорганизмов в природных и антропогенных 

системах, часто ограничиваются применением молекулярных методов детекции 

микроорганизмов и позволяют судить лишь о потенциальных возможностях микробиома 

в природных экотопах. В задачу диссертанта входило экспериментальное изучение 

генетико-биохимическими методами влияния растительных фенолов, фитогормонов, 

летучих органических соединений, образуемых почвенными бактериями, а также 

окислителей на закономерности формирования моновидовых бактериальных биопленок.

Актуальность исследований, проведенных В.А. Плюта состоит, прежде всего, в 

экспериментальных доказательствах принципиальных различий в чувствительности к 

антибактериальным агентам планктонной и биопленочной форм существования бактерий, 

причем не только условно-патогенных, клинических штаммов (Pseudomonas aeruginosa, 

Burkholderia cenocepacia), но и фитопатогенных {Agrobacterium tumefaciens). Механизмы 

этой устойчивости во многом остаются неизвестными. В результате возникают серьезные 

проблемы как в медицине, где до сих пор не существует эффективных методов борьбы с 

обрастанием имплантатов и нежелательным формированием микробных биопленок, 

вызывающих тяжелые заболевания, так и в технологических процессах, где сообщества 

микроорганизмов в виде биопленок вызывают повреждение магистральных сетей и 

коррозию оборудования. Поэтому экспериментальное доказательство важной роли 

глобальной регуляторной системы «quorum sensing» (QS), которая во многом определяет 

пути формирования биопленок и реакции структурированных популяций на стрессовые 

воздействия, является важным достижением диссертанта и свидетельствует об 

актуальности его работы не только в фундаментально-научном аспекте, но и в связи с 

возможностью практического использования этих результатов.

Структура диссертации. Диссертация В.А. Плюта изложена на 152 страницах и 

включает 37 рисунков и 6 таблиц. Она состоит из традиционных разделов: «Введение», 

«Обзор литературы», «Материалы и методы», «Результаты», «Обсуждение» и «Выводы».
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Обзор литературы написан на основании анализа и обобщения 336 работ, в том 

числе 280 работ иностранных авторов. В обзоре литературы освещены главные проблемы, 

непосредственно связанные с вопросами, подвергнутыми автором экспериментальному 

исследованию. В нем подробно охарактеризованы процессы формирования биопленок, их 

структура и функциональное значение, а также роль в медицине и биотехнологии. 

Затронуты вопросы современных подходов к борьбе с формированием «вредных» 

биопленок. Завершается обзор характеристикой систем QS и их роли в регуляции 

метаболизма, в том числе при переходе микроорганизмов к биопленочной форме 

существования. В целом материалы изложены хорошим литературным языком, хотя, как в 

этом разделе, так и в других разделах диссертации, автора можно упрекнуть в избыточном 

увлечении англицизмами.

В разделе «Материалы и методы» (в автореферате он назван «Объекты и методы 

исследования») детально описаны изученные бактерии, методы их культивирования, 

способы получения биопленок, основные приемы работы с ДНК и плазмидами. Эти 

описания достаточны для оценки их адекватности поставленным задачам и возможности 

воспроизведения в других лабораториях. Они свидетельствуют о высоком методическом 

уровне работы, выполненной с использованием современных микробиологических, 

генетических и молекулярно-биологических подходов.

В разделе «Результаты» привлекают внимание данные о действии растительных 

веществ на формирование биопленок. Это исследование представляет большой интерес, 

поскольку представители агробактерий являются фитопатогенами, а многие виды 

псевдомонад представляют собой постоянных обитателей ризосферы растений, 

выполняющих функции биоконтроля её микробиома. С этой точки зрения чрезвычайно 

важным является открытое автором диссертации явление стимуляции 

биопленкообразования растительными фенольными соединениями и фитогормонами. Как 

удалось доказать диссертанту эти соединения параллельно увеличивают у изучаемых 

бактерий (P. aeruginosa) биосинтез АГЛ, что позволяет связать стимулирующий эффект с 

функционированием системы QS. Не менее интересны данные, полученные автором при 

изучении ингибиторного действия на биопленки A. tumefaciens летучих органических (а, 

возможно, и неорганических) веществ, образуемых другими видами бактерий. Данный 

подход является весьма перспективным для понимания сложных, в том числе 

конкурентных, взаимоотношений микроорганизмов в природных микробиоценозах.

Принципиально важные результаты получены при изучении действия на 

формирование биопленок пероксида водорода. В субингибиторных концентрациях этот 

окислитель вызывал стимуляцию биопленкообразования у P. aeruginosa РА01 и В.
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cenocepacia 370. Однако после введения в клетки P. aeruginosa РА01 гетерологичного 

гена N-ацилгомосеринлактоназы АНА, расщепляющей АГЛ стимуляция формирования 

биопленок у этого микроорганизма не наблюдалась. Автор приходит к логичному и 

весьма принципиальному выводу, что эффект стимуляции зависит от функционирования 

системы QS. Интересно, что в случае A. tumefaciens стимулирующий эффект пероксида 

водорода отсутствовал. Это обстоятельство также может служить косвенным 

подтверждением ключевой роли QS-системы в феномене стимуляции 

биопленкообразования, поскольку недавно показано, что QS-регуляция у агробактерий 

осуществляется путем многопланового взаимодействия двух QS-систем, имеющих разную 

локализацию в клетках: «классическая» система локализована в Ti-плазмиде, тогда как 

вторая система, представляющая собой древний аналог QS-системы ризобий, 

локализована в ином, пока не идентифицированном мобильном генетическом элементе 

[Wang et al., 2014].

Достоверность и новизна результатов и выводов диссертационной работы. 

Ценность их для науки и практики. Работа В.А. Плюта выполнена с использованием 

современных, надежно апробированных микробиологических, биохимических и 

генетических методов. Полученные результаты статистически достоверны. При детальном 

изучении влияния на формирование бактериальных биопленок растительных фенольных 

соединений и фитогормонов, а также окислителей впервые обнаружено стимулирующее 

их действие при субингибиторных концентрациях. Ранее подобный эффект был известен 

только для некоторых антибиотиков. Поэтому полученные Плюта В.А. результаты 

доказывают общебиологический характер этого явления, не ограниченный узким кругом 

антибактериальных соединений. Эти результаты будут способствовать лучшему 

пониманию механизмов устойчивости микробных биопленок к различным стрессовым 

воздействиям, что, несомненно, является важным шагом на пути к разработке методов 

борьбы с нежелательным биопленкообразованием (в случае хронических инфекций, а 

также в процессах биообрастания и биокоррозии медицинского и технологического 

оборудования). С другой стороны, знание механизмов устойчивости может стать ценным 

инструментом для стимуляции биопленкообразования в случае использования активности 

биопленок в процессах очистки природных сред от загрязнений (например, в системах 

водоподготовки). Представления о динамике биопленкообразования необходимы также и 

для понимания процессов формирования и функционирования микробных и растительных 

сообществ в природных экотопах.

Замечания и предложения. Хотелось бы поставить перед диссертантом два 

вопроса. Во-первых, с какой целью сравнение роста планктонных культур и
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формирования биопленок в некоторых опытах (рис.19-21) проводили путем вычисления 

отношения светорассеяния суспензии планктонных клеток к оптической плотности 

раствора красителя, экстрагируемого из биопленки. Такое сравнение некорректно, 

поскольку сопоставляются разные физические величины. Во всех этих случаях гораздо 

более логичным является представление результатов в других относительных единицах, а 

именно, в % к контролю (без действующего фактора, т.е биоцида), поскольку сами эти 

контрольные величины в разных опытах заметно варьируют.

Во-вторых, хотя пероксид водорода достаточно устойчив в водных средах (срок 

хранения аптечного препарата 3% раствора -  два года), но он легко разлагается в 

присутствии каталазы, содержащейся в клетках бактерий. Было ли проведено сравнение 

действия пероксида водорода на каталазоположительные и каталазоотрицательные 

штаммы бактерий? Аналогичный вопрос можно поставить и в отношении параквата 

(более известного у биохимиков под названием метилвиологен). Паракват вызывает 

окислительный стресс за счет образования супероксидного анион-радикала, однако 

последний легко разрушается супероксиддисмутазой. Например, штамм дикого типа 

Listeria monocytogenes оказался нечувствительным к 5 мМ параквата (около 1 мг/мл), 

тогда как рост мутанта, дефектного по супероксиддисмутазе, подавлялся при 

концентрации параквата в 5 раз меньшей [Suo et а1.,2014]. Возможно, отсутствие 

стимулирующего эффекта данных окислителей обусловлено в некоторых случаях их 

быстрым ферментативным разрушением.

Можно также посоветовать автору в дальнейшем для экспериментов с высокой 

вариабельностью и неизвестным законом варьирования использовать непараметрические 

методы статистики, независимые от особенностей законов варьирования (в частности, 

вместо средней арифметической величины использовать медиану).

В работе содержатся некоторые досадные опечатки, например, концентрации 

указаны в мг вместо мкг (стр.89), обозначение при цитировании et all вместо et al. (стр. 72, 

73 и др.), но эти недочеты не снижают общего положительного впечатления от 

диссертации и легко исправимы.

Результаты диссертационной работы В.А. Плюта в достаточной степени 

освещены в опубликованных автором печатных работах в журналах списка ВАК. Всего 

опубликовано 5 научных статей, в том числе две статьи в зарубежных изданиях. 

Материалы диссертации представлены также на 10 общероссийских и международных 

конференциях. Автореферат полностью раскрывает основные положения диссертации и 

соответствует ее содержанию.
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Подводя итог анализа диссертации, можно сделать заключение, что в работе В.А. 

Плюта получены новые оригинальные данные, представляющие несомненный научный и 

практический интерес, достоверность которых не вызывает сомнений. Обнаруженное 

явления стимуляции формирования биопленок под действием растительных метаболитов 

и окислителей, а также подавление роста биопленок летучими микробными метаболитами 

имеют приоритетный характер и могут быть использованы для разработки приемов 

управления формированием биопленок.

Автор диссертации проявил себя самостоятельным и умелым исследователем, 

владеющим методами, используемыми в современной микробиологии и биотехнологии.

Диссертационная работа В.А. Плюта «Особенности образования биопленок и 

quorum sensing регуляция при действии антибактериальных агентов» является научно

квалификационной работой, соответствующей критериям, установленным п. 9 

«Положение о порядке присуждения ученых степеней», утвержденных Постановлением 

Правительства Российской Федерации от 24 сентября 2013 г. № 842, предъявляемым к 

диссертациям на соискание ученой степени кандидата биологических наук. По 

актуальности, объему проведенных исследований, высокому методическому уровню, 

оригинальности и приоритетности полученных результатов, научной-практической 

значимости она полностью соответствует требованиям, предъявляемым к диссертациям на 

соискание ученой степени кандидата биологических наук по специальностям 03.01.06 - 

биотехнология (в том числе бионанотехнологии) и 03.02.03 - микробиология, а ее автор 

Владимир Александрович Плюта, несомненно, заслуживает присуждения искомой 

степени кандидата биологических наук по этим специальностям.

Официальный оппонент:
главный научный сотрудник лаборатории нефтяной микробиологии
Федерального государственного бюджетного учреждения науки
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