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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

pt.: Aktywnosé mikrobiologiczna metabolitow amoksycyliny wzgledem przedstawicieli
mikrobioty jelitowej i wybranych patogendow
wykonanej przez mgr farm. Magdaleng Okoniewska

Wszechobecna i wciaz narastajgca opornosé na antybiotyki wéréd mikroorganizméw
stanowi istotny problem wspotczesnej medycyny i farmacji o globalnym zasiggu. Kiedys
tatwo uleczalne infekcje bakteryjne czy tez grzybicze dzi$ stanowia powazane zagrozenie dla
pacjentéw, w szczegdlnosci tych, z obnizona odpornoscia, po cigzkich zabiegach czy tez
poddanych immunosupresji. Obecnie, co raz czgéciej jako przyczyne tej sytuacji wskazuje sig
nie tylko nieracjonalne zarzadzanie antybiotykoterapia w aspekcie klinicznym, lecz réwniez

nadmierne stosowanie antybiotykéw w réznych gateziach gospodarczych, m.in. w rolnictwie.

Amoksycylina jest pétsyntetycznym antybiotykiem B-laktamowym, a-aminopochodna
penicyliny benzylowej o szerokim spektrum dziatania. Jej dziatanie bakteriobojcze polega
przede wszystkim na hamowaniu syntezy Sciany komoérkowej. Wykazuje ona aktywnos¢
wobec bakterii Gram-dodatnich jak i Gram-ujemnych, w zwigzku z tym czgsto stosowana jest
w antybiotykoterapii i ujeta jest w wielu schematach postgpowania wielolekowego. Ponadto
amoksycylina réwniez stosowana jest w rolnictwie — w eradykacji patogenow ludzkich lub tez
jako promotor wzrostu. W zwigzku z powszechnym i szerokim stosowaniem tego

antybiotyku, w $rodowisku zauwazalny jest wzrost jego zawartosci jak 1 jego
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metabolitdéw. Wszechobecnos¢ tych zwigzkdw, moze mieé niebagatelne znaczenie zar6wno

dla cztowieka jak i rozwoju opornosci na ten antybiotyk.

Celem przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej Pani mgr farm. Magdaleny
Okoniewskiej bylo okreslenie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej oraz oddziatywania
metabolitow amoksycyliny wobec 4 referencyjnych szczepdéw bakterii: Bifidobacterium
bifidum, Escherichia coli, Staphylococcus aureus i Streptococcus pneumoniae. W mojej
opinii praca ta i sama jej koncepcja doskonale wpisuje si¢ w nurt aktualnie realizowanych
badan naukowych dotyczacych tak waznego zagadnienia jakim jest poszukiwanie nowych

drég walki z antybiotykoodpornoscia.

Praca posiada typowy uktad dla tego typu opracowan. W czesci teoretycznej,
wprowadzeniem do tematyki dzial opisujacy zuzycie antybiotykéw w lecznictwie ludzi
i zwierzat hodowlanych. W opinii Recenzenta sekcji tej poswigcona zostata zbyt mata uwaga
(raptem 1,5 strony). Ponadto, az prosi si¢ o uzasadnienie wyboru amoksycyliny — stanowiacej
podstawe dysertacji oraz uzasadnienia doboru tych konkretnych trzech metabolitow.
Nastepnie duzg uwage Doktorantka poswiecita zjawisku opornosci oraz charakterystyce

drobnoustrojéw, amoksycyliny oraz metabolitéw.

W czesci Materialy i Metody szczegdtowo opisane zostaly procedury zwigzane
z otrzymywaniem metabolitow amoksycyliny, ich identyfikacji oraz przedstawione zostaty
metody wykorzystane w realizacji badan mikrobiologicznych. Otrzymane przez Doktorantke
zwiazki scharakteryzowane zostaty przy uzyciu magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR)
oraz spektrometrii mas (MS). Wéwczas, by mbe potwierdzié postawiong hipoteze badawczg
wykonano szereg badan mikrobiologicznych obejmujacych m.in. wyznaczenie minimalnego
stezenia hamujacego wzrost, a takze okreSlenie wplywu na biofilm tworzony
w warunkach przeptywowych. Ponadto zbadany zostat wplyw tych metabolitow na samg
aktywnos¢ amoksycyliny, a wobec wrazliwych szczepéw bakterii wykonane zostato badanie

indukcji opornosci.

Wyniki prac eksperymentalnych wskazuja, iz metabolity amoksycyliny same w sobie

wykazuja aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowg wobec badanych szczepéw bakterii oraz
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sa w stanie zaindukowa¢ opornos¢ wobec amoksycyliny. W rezultacie, jak prawidlowo
zauwazyla Doktorantka, metabolity amoksycyliny obecne byé w jadalnych tkankach zwierzat
oraz $rodowisku moga stanowi¢ istotna przyczyne wystepowania opornosci u bakterii
na t¢ grupe antybiotykéw. Na uwage zastuguja réwniez liczne ryciny oraz ilustracje

przedstawiajace rezultaty prac badawczych.

Tym nie mniej, obowigzkiem Recenzenta jest wskazanie uchybien oraz uwag, ktére
w wypadku niniejszej pracy doktorskiej sg bardzo liczne. Ponadto nalezy podkreslié, iz prace
t¢ czyta si¢ bardzo cigzko oraz brak jest wyraznego zaznaczenia, ktére czesci prac
eksperymentalnych wykonywane byly przez doktorantke samodzielnie. Fakt ten bardzo
utrudniat rzetelne przygotowanie recenzji. Ponizej opisane zostaty ogélnie oraz szczegétowo

bledy, na ktdre nalezy zwrdcié szczeg6lng uwage:

- Bardzo czgste bledy edytorskie, poczawszy od tytulu pracy, zakonczonego kropka,
poprzez brak sp6jnosci pomiedzy tabelami (te same zwigzki sa nazywane w rézny sposéb),
rycinami (m.in. stosowanie réznych czcionek do opisu) czy tez m.in. naprzemienne
stosowanie pelnych i skréconych tacinskich nazw szczepéw drobnoustrojéw. Spotykane byty

réwniez bledy jezykowe;

- Zauwazalne jest réwniez stosowanie duzych i matych liter przy oznaczeniu
uzywanych objetosci (raz ul, pL, innym razem ml, mL) oraz naprzemienne stosowanie
kropek 1 przecinkéw celem rozdzielenia wartosci dziesigtnych. Co wiecej, brak jest spdjnosci

pomigdzy skrétami, czy tez stosowanie znaku ,,x”* zamiast symbolu iloczynu ,,x”;

- Brak rozdzielenia poszczegolnych sekcji (chociazby od nowej strony) oraz nagminne
stosowanie kolokwializméw (np. ,probke nastrzyknieto na aparat”, ,pateczka coli”,
»uzupeiniano danym rozpuszczalnikiem do kreski™), czeste powtérzenia dodatkowo wplywaja

na ogdlne wrazenie nieuporzadkowania i po$piechu w realizacji pi$miennej czesci pracy;

- W czesci teoretycznej, szczegdlna uwaga poswiecona zostala charakterystyce trzech
z czterech badanych szczepdw (tj. E. coli, S. pneumoniae i S. aureus). Natomiast Wrecz

marginalnie, w stosunku do pozostatych potraktowany zostat szczep Bifidobacterium bifidum;
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- Analiza struktury badanych zwiazk6w opisana jest w sposob chaotyczny co utrudnia
$ledzenie tekstu, przyktadem moze by¢ inna numeracja atoméw w czasteczce piperazyno-2,5-
dionu amoksycyliny zaprezentowana na rycinie nr 11 oraz znajdujaca si¢ w opisie widma

NMR;

- Zastanawiajgce jest takze stwierdzenie w pkt 8.1.1 ze mamy do czynienia
z mieszaning izomerow piperazyno-2,5-dionu amoksycyliny, z analiza widm wskazuje, ze

mamy do czynienia z jednym produktem. Jak jest faktycznie?

- Doktorantka niekonsekwentnie stosuje nomenklature badanych zwigzkéw np.
w czesci doswiadczalnej (pkt. 8.1.1) mamy do czynienia z (SR)-piperazyn-2,5-dion
amoksycyliny lub (58)-piperazyn-2,5-dion amoksycyliny na stronie 79 ten sam zwigzek
okreslany jest jako (2R)-amoksycylinopiperazyno-2,5-dion. Zmianie ulegla nie tyko nazwa

ale takze potozenie centrum chiralnosci;

- W przypadku wszystkich 3 produktéw konfiguracja centréw asymetrycznych
przypisana zostala na podstawie analizy uzyskanych widm NMR oraz danych literaturowych.
Jednakze brak jest do niech odniesienia w tekscie co daje watpliwos¢ poprawnej analizy

struktury uzyskanych zwigzkdéw oraz poprawnosci przypisania konfiguracji

- Czesto powtarzane jest stwierdzenie dotyczace wymiany protonéw grup aminowych,
karboksylowych oraz hydroksylowych. To zdanie powtarza si¢ w kazdym punkcie
dotyczacym analizy zwigzkéw. Jest to oczywista informacja i wystarczyto ja podaé raz.
Ciekawe jest, ze mimo wymiany atoméw wodoru na deuter nieobserwowane sg na widmach
sygnaty pochodzace od typowego w tej sytuacji produktu czesciowej wymiany w wodzie do

HOD o przesunigciu chemicznym 4,7 ppm;

- Opisuyjac widma MS Doktorantka stosuje niepoprawne sformulowania jak na
przyktad: .,pik”, okresla jonem molekularnym sygnat, ktéry faktycznie pochodzi od jonu
pseudomolekularnego [M+H]". Ponadto stwierdzenie, ze analiza MS potwierdza strukture
zwigzkéw czy tez intensywnos$¢ sygnatlu m/z zalezy od stezenia jonow jest oczywiscie

niepoprawne.
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Podsumowujac, przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr farm. Magdaleny
Okoniewskiej, pomimo licznych uchybien i ogdlnego stabego wrazenia, opisuje interesujace
podejscie do tematyki wystepowania opornosci na antybiotyki, w tym wypadku
na amoksycyling. Po lekturze dysertacji, mozna stwierdzi¢, jak wazna w istocie walki
z zakazeniami jest nie tylko kontrola racjonalnego stosowania antybiotykéw w aspekcie
klinicznym, ale réwniez jak konieczna jest weryfikacja ich stosowania chociazby w rolnictwie
czy w hodowli trzody chlewnej. Moim zdaniem, z punktu widzenia naukowca zajmujacego
si¢ opracowywaniem nowych substancji przeciwdrobnoustrojowych wazne jest aby$my

w kontekscie nowych antybiotykéw nie popeiniali tych samych btedow.

Uwazam, ze przedtozona mi do recenzji praca doktorska speinia warunki okreslone
w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pdzn. zm.). Na tej
podstawie wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny
Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu prosbe o przyjecie wniosku
o dopuszczenie Pani mgr. farm. Magdaleny Okoniewskiej do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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