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Narastanie opornosci bakterii na antybiotyki zalezy od réznych czynnikéw zwigzanych ze
srodowiskiem, gospodarzem, zastosowanym leczeniem Ilub jednostka chorobowa.
Najczestszym powodem powstawania opornych mutantow jest niskie subterapeutyczne
stezenie zwigzku w §rodowisku bakterii . W sprzyjajacych warunkach powstate mutacje sa
wzmacniane 1 powielane, co w konsekwencji prowadzi do niepowodzenia terapii.
Wskaznikiem , ktéry potwierdza oporno$¢ danego patogenu na antybiotyk jest MIC. Jest to
minimalne st¢zenie antybiotyku, ktore hamuje w sposdb widoczny wzrost mikroorganizmu po
24 godzinnej inkubacji. Wartos¢ MIC mowi takze o aktywnosci antybiotyku i jest bardzo
przydatna podczas ustalania terapii, poniewaz umozliwia wybor najbardziej skutecznego leku.

Amoksycylina jest antybiotykiem powszechnie stosowanym w terapii zakazen
bakteryjnych zaré6wno u ludzi jak i u zwierzat. Odnotowuje si¢ wysokie zuzycie tego
antybiotyku na catym $wiecie. W naszym kraju do obrotu dopuszczonych jest okoto 40
produktéw leczniczych zawierajagcych w swoim sktadzie tg substancje.



W weterynarii amoksycylina znalazta zastosowanie gtownie do leczenia chorob drobiu i
trzody chlewnej. W organizmie antybiotyk ulega transformacji prowadzac do powstania
licznych metabolitéw . Z uwagi na mniejszg czasteczke powstale zwiagzki sa  wolniej
eliminowane z organizmu , pozostajac dluzszy czas w tkankach zwierzat a takze cztowieka.
Podczas wyliczania okresow karencji dla tkanek jadalnych zwierzat uwzglednia si¢ jedynie
pozostatos¢ w nich amoksycyliny bez uwzgledniania powstatych metabolitoéw. Taki sposéb
obliczania okresow karencji moze doprowadzi¢ do konsumpcji zwiazkow obecnych w
pozywieniu pochodzenia zwierzecego. Powstate metabolity mogg zosta¢ réwniez uwolnione
do srodowiska wraz z odchodami zwierzat stanowigc powazne zagrozenie dla organizmow
wodnych oraz roslin. Zardwno substancje pozostajace w tkankach jadalnych zwierzat jak i te
wydalane do §rodowiska moga prowadzi¢ do indukcji opornosci bakteryjne;j.

Tak wigc temat pracy doktorskiej mgr Magdaleny Okoniweskiej uwazam za jak
najbardziej aktualny, godny opracowania. Zadaniem badawczym doktorantki byto okreslenie
aktywnos$ci trzech metabolitow amoksycyliny : piperazyno-2,5-dionu amoksycyliny, kwasu
amoksycylinowego i kwasu amoksylinowego.

Do oceny otrzymalam egzemplarz pracy liczacej 128 stron druku komputerowego tacznie
z tabelami, rycinami i pi$miennictwem. Praca ma typowy uklad przyjety w tego typu
opracowaniach. W dobrze napisanym i obszernym wstegpie (str. 18-51) autorka opisata:
zuzycie antybiotykow w lecznictwie ludzi i zwierzat hodowlanych oraz oporno$¢ bakterii na
antybiotyki W dalszej cze$ci wstgpu autorka przedstawita charakterystyke czterech
drobnoustrojow, Gram-ujemnych pateczek Escherichia coli, ziarniakoéw Gram-dodatnich
Staphylococcus aureus, Streptococuus pneumoniae, ze szczegdlnym uwzglednieniem ich
chorobotworczosci, czynnikéw chorobotworczosci 1 mechanizmé6w opornosci oraz Gram-
dodatniej beztlenowej bakterii  Bifidobacterium bifidum,. Ponadto we wstgpie pracy
doktorantka omowita budowe 1 wlasciwosci chemiczne amoksycyliny jej farmakokinetyke,
metabolizm oraz mechanizm dziatania 1 zastosowanie, a nast¢pnie przedstawila wzory
strukturalne 1 charakterystyke trzech badanych metabolitéw; kwasu amoksycylinowego,
piperazyno-2,5-dionu amoksycyliny i kwasu amoksylinowego. W tej cze¢sci pracy podobnie
jak spisie tresci , wykazie skrotow 1 spisie rycin nie udalo si¢ autorce unikna¢ drobnych
btedow literowych.

Nastepnie autorka jasno sformutowata cel pracy (str. 52), ktéry uwazam za ambitny,
szeroko zakreslony i perspektywiczny. Zamierzenia badawcze doktorantki dotyczyty m.in.
badan aktywnosci metabolitow wzgledem przedstawiciela mikrobioty jelitowej, badan
aktywno$ci metabolitow wzgledem patogenow chorobotwoérczych, a takze ocen¢ wpltywu
dhugotrwatego oddzialywania metabolitow na bakterie pod katem wytwarzania przez nie
mechanizmow opornosci na zwigzek macierzysty czy tez badanie szybkosci indukcji
opornos$ci wsrod bakterii oportunistycznych

W rozdziale material i metody (str. 53-75) Autorka przedstawila otrzymywanie ,
oczyszczanie 1 identyfikacje 3 zwigzkéw uzytych w badaniach tz. metabolitow
amoksycyliny. W rozdziale tym przedstawiono szczegotowa charakterystyke wszystkich
metod badawczych zastosowanych w pracy tacznie ze schematami ilustrujagcymi te metody, a



takze podano metode statystyczng opracowania wynikéw. Na uwage zastuguje
przeprowadzenie identyfikacji otrzymanych zwigzkéw za pomoca nowoczesnych metod
badawczych tj. magnetycznego rezonansu jadrowego ‘H NMR i *C NMR oraz za pomoca
spektrometrii mas. Ponadto Autorka w badaniach wtasnych dokonata oznaczenia aktywnosci
zwigzkow wzgledem bakterii wchodzacych w sktad mikrobiomu jelitowego. A takze m, in.
oznaczyta wplyw badanych zwiazkow na wzrost form planktonicznych oraz biofilmowych
szczepéw E. coli. S. aureus i S. pneumoniae. Rozdzial ten pod wzgledem merytorycznym
zostal opracowany bez zastrzezen , napisany poprawnym naukowym jezykiem, co uwazam za
wartosciowe takze w aspekcie dydaktycznym. Chociaz autorka nie ustrzegla si¢ w nim
drobnych niescistosci 1 btedow stylistycznych np. str.64 i 65 ; 96” dotkowe plytki
polistyrenowe” proponuje zastapi¢ to stowem wglgbienia lub studzienki . Str. 56 jest
sformutowanie” ogrzewanie pod proznia” - lepiej zastgpi¢ to ogrzewanie w warunkach
prozni. Str.58 w spisie odczynnikdéw podano potasu diwodorofosforan, poniewaz praca pisana
jest w jezyku polskim poprawnie nalezatoby uzy¢ dwuwodorofosforan potasu .

Wyniki badan (str. 76-106) mgr Magdalena Okoniewska przedstawita w 13 tabelach i na
40 rycinach. Rozdziat ten zostal bardzo dobrze opracowany , na podkreslenie zastuguje
czytelne przedstawienie wynikow w formie tabel oraz doskonale technicznie wykonane
ryciny obrazujace widma badanych metabolitow .

W badaniach wtasnych autorka uzyta 4 szczepy wzorcowe wchodzace w sktad naturalnej
mikrobioty jelitowej oraz bakterii patogennych : Bifidobacterium bifidum ATCC35914,
Streptococcus pneumoniae  ATCC49619, Staphylococcus aureus ATCC29213 oraz
Escherichia coli ATCC25922. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze metabolity amoksycyliny,
ktorych aktywno$¢ badata doktorantka , zostaly otrzymane samodzielnie w wyniku rozktadu
antybiotyku w kontrolowanych warunkach $rodowiska. Doswiadczenia te Autorka wykonata
na trzech metabolitach: kwasie amoksycylinowym, piperazyno -2,5- dionie amoksycyliny, i
kwasie amoksylinowym za pomoca technik identyfikacyjnych takich jak spektrometria mas 13
C NMR oraz * H NMR potwierdzita prawidlowos¢ struktur otrzymanych zwigzkow. W
badaniu wptywu matabolitow na wybrane bakterie udowodnita, ze jedynym zwigzkiem, ktory
wykazywatl  aktywno$¢ przeciw B. bifidum oraz formom planktonicznym pozostatych
patogenéw byt kwas amoksycylinowy. Zaden z metabolitow nie wplynal na zahamowanie
wzrostu form biofilmowych w warunkach stacjonarnych. Zaobserwowano natomiast istotny
statystycznie wplyw kwasu amoksycylinowego na redukcje ilosci biofilmu pateczek E. coli
tworzonego w warunkach przepltywowych.

W kolejnym etapie badan doktorantka wykazata istotny wptyw metabolitéw na nabywanie
opornosci przez S. aureus na amoksycyling. Po 90 pasazach bakterii na podiozu zawierajagcym
kwas amoksycylinowy wartos¢ MIC antybiotyku wzrosta z 0,094 mg/L do 0,5 mg/L. W
przypadku pozostalych zwigzkéw rowniez odnotowano wzrost tego parametru. Ponadto
stwierdzono bardzo duzy wplyw substancji na aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowg
antybiotyku.  Jakkolwiek zaden z metabolitow nie wykazywal wiasnego dziatania
hamujacego wzrost bakterii w uzytym stezeniu 0,5 mg/ml to jednak strefy zahamowania
wzrostu wokot krazkéw nasyconych antybiotykiem i1 metabolitem byly znacznie wigksze od



tych wokot krazkow z samg amoksycyling. Przeprowadzone badanie pozwolity takze na
obserwacj¢ szybko$ci procesu nabywania oporno$ci przez bakterie. Otrzymane wyniki
potwierdzity, ze w ciagu 9? dni pierwotnie wrazliwa na amokksycyling bakteria potrafi
uodporni¢ si¢ na antybiotyk w takim stopniu by skolonizowaé podtoze zawierajace st¢zenie
leku przewyzszajace. jego MIC 500-krotnie.

Chociaz aktywno$¢ metabolitow amoksycyliny jest zbyt niska , by mogly one
funkcjonowac jako samodzielne srodki przeciwdrobnoustrojowe, to wyniki przedstawione w
tej pracy wskazuja, ze wspomagaja one W znacznym stopniu aktywno$¢ zwigzku
macierzystego. Stusznie zauwazono, ze zastosowanie metabolitow w dawkach
subterapeutycznych przyczynia si¢ do nabywania oporno$ci przez drobnoustroje na
amoksycyline. Warto zastanowi¢ si¢ nad kontynuacja ww badan , ktore moglyby si¢
przyczyni¢ do wyjasnienia mechanizmoéw wspomagania aktywnosci amoksycyliny przez jej
metabolity.

W rozdziale omowienie wynikow i dyskusja (str. 107-116) doktorantka omawia osiggnigte
wyniki badan wilasnych w $wietle badan innych autoréw. Dyskusja przeprowadzona jest
rzeczowo, dane z literatury przytoczone zostaly prawidtowo i $wiadczg one o krytycznym
podejsciu  do interpretacji wynikow wiasnych, a takze dowodza wszechstronnosci i
umiejetnosci pracy naukowej Kandydatki.

Na zakonczenie pracy Autorka przedstawita 4 wnioski (str. 116), ktore sg bardzo dobrze
sformutowane 1 majg uzasadnienie w wynikach badan.

Na uznanie zastuguje rowniez opracowane streszczenie pracy (str.14), ktore w zwieztym
nowoczesnym stylu oddaje meritum pracy.

PiSmiennictwo (str. 117-128) zawiera 136 cytowanych prac , gldwnie anglojezycznych.
Stanowi ono silng pozycje dyzertacji gdyz jest Sciste tematycznie i pochodzi z ostatnich lat.
Na podkreslenie zastuguje to, ze (.55.) cytowanych prac zostato opublikowanych w latach
2013-2017. Warto rowniez zwroci¢ uwage na fakt, ze mgr Magdalena Okoniewska przytacza
prace nie tylko autorow zagranicznych ale takze 19 pozycji pismiennictwa polskiego.
Zauwazylam jednak, ze w poz.103 i 133 nie podano roku publikacji, a w 27 poz.
pisSmiennictwa nie uwzgledniono wszystkich autoréw

Czego mozna dowiedziec¢ si¢ z tej pracy doktorskiej; Dowiadujemy si¢ ze:

e Metabolity amoksycyliny wykazujg wiasng aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowaw
stosunku do badanych bakterii.

e Bakterie poddane ekspozycji na metabolity amoksycyliny nabywaja utrzymujaca si¢
oporno$¢ na zwigzek macierzysty. Dlatego tez, zwigzki obecne w Srodowisku moga
przyczynia¢ si¢ do indukcji opornosci szczepow wrazliwych na antybiotyk.

e Metabolity amoksycyliny wyraznie zwigkszaja aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa
antybiotyku.



Bardzo cenna jest konkluzja wysunigta przez autorke, w koncowej czgsci pracy , ktora
wskazuje na potencjalnie szkodliwy wplyw metabolitow amoksycyliny obecnych w
jadalnych tkankach zwierzat oraz w srodowisku na zdrowie cztowieka.

Czytajac prace doktorska Pani mgr Magdaleny Okoniewskiej zapomina si¢ o
obowigzku jej recenzowania — tak dalece Autorka potrafita zafascynowaé czytelnika
omawianymi zagadnieniami.

Podsumowujac stwierdzam, ze oceniana praca ze wszech miar odpowiada wymogom
stawianym rozprawom doktorskim, stanowi ona cenny wklad w rozw¢; wiedzy nad
aktywnoscig mikrobiologiczng metabolitow amoksycyliny wzgledem mikrobioty jelitowe;j
wybranych patogenéw i dowodzi dojrzatosci naukowej Kandydatki. Pragne podkresli¢, ze
prace doktorska mgr Magdaleny Okoniewskiej cechuje aktualno$¢ omawianej
problematyki oraz walory poznawcze i praktyczne. Uwazam, ze problem naukowy
ocenianej pracy zostat postawiony i rozwigzany prawidtowo. Cel pracy zostat osiagniety,
uzyskane wyniki stanowity podstawe do wyciagniecia rzeczowych wnioskow.

W  zwigzku z powyzszym opiniujagc pozytywnie omawiang prace doktorska
przedstawiam Radzie Wydzialu Farmaceutycznego z Odzialem Analityki Medycznej
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu wniosek o dopuszczenie mgr Magdaleny
Okoniewskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Z uwagi na wczesniej wymienione zalety tej pracy wnosze wniosek do Rady Wydziatu
Farmaceutycznego z Odzialem Analityki Medycznej o jej wyrdznienie.

Wroctaw, 28 listopada 2018.



