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Ocena pracy doktorskiej Pani mgr farm. Anny Diany Michalskiej
Tytut pracy: ,,Molekularne podstawy lekoopornosci szczepéw klinicznych
Proteus mirabilis na antybiotyki beta-laktamowe, aminoglikozydy oraz
fluorochinolony”

Temat pracy doktorskiej Pani mgr Anny Diany Michalskiej dotyczy jednego z
najistotniejszych obecnie probleméw mikrobiologii klinicznej, a mianowicie problemu
opornoéci bakterii na antybiotyki. Mimo iz od lat, zwtaszcza w krajach rozwinietych,
wprowadzane sg nowe programy, regulacie prawne i ograniczenia nadmiernego
stosowania antybiotykéw, tempo narastania opornos$ci wérdd praktycznie wszystkich
gatunkéw bakterii nie stabnie i znacznie wyprzedza mozliwo$ci opracowania nowych
terapii. Zjawisko to jest istotne w przypadku bakterii chorobotwérczych, a takze moze
nawet w wigkszym stopniu w przypadku bakterii wzglednie chorobotworczych, ktére
wchodza w sktad normalnej flory ludzi i zwierzat.

Doktorantka w swojej pracy zajeta sie bakteriami z gatunku Proteus mirabilis.
P. mirabilis jest pateczkg jelitowa, ktéra bytuje w przewodzie pokarmowym ponad
50% ludzi, jako element normalnej mikroflory. Jest to typowy patogen
oportunistyczny, ktéry u os6b z grup ryzyka moze powodowaé réznorodne infekcje.
Najczesciej] sg to =zakazenia uktadu moczowego, zwiaszcza u chorych
cewnikowanych, gdzie ten drobnoustréj zajmuje wysokg pozycje po zakazeniach
Escherichia coli. Poza uktadem moczowym, P. mirabilis, podobnie jak inne pateczki
jelitowe, moze by¢ przyczyng niekiedy innych zakazen, o bardzo réznej lokalizacji.
Na ogot P. mirabilis byt uznawany za drobnoustréj stosunkowo wrazliwy na
antybiotyki, a wiec dos¢ tatwy do eliminacji. Praca doktorska mgr Diany Michalskiej
pokazuje go jednak w nowym $wietle. Okazuje sie, ze wiekszo$¢ badanych przez nig
szczepdw zdotata juz naby¢é oporno$¢ na antybiotyki najczesciej stosowane w
leczeniu zakazen uktadu moczowego, ktéry byt najczestszym Zzrédtem badanych
izolatow.

Praca doktorska mgr Anny Michalskiej jako cato$¢ liczy 195 stron, na poczatku
umieszczony jest w spis tresci, nastepnie poczawszy od strony 8 do 18 znajduje sie
wykaz nazw i skrotow stosowanych w pracy. Sama praca ma uktad typowy i w jej
sktad wchodzg nastgpujgce rozdziaty: wstep, cel pracy, materiat i metody, wyniki,
dyskusja i wnioski. Na koncu umieszczono: streszczenie w jezyku polskim i
angielskim, rozdziat zatytutowany literatura (lepiej brzmiatby tytut ,pi$miennictwo”)
oraz informacja na temat finansowania badan.



Ostatnia informacja jest szczegdlnie istotna, jako ze badania prowadzone
przez doktorantke byly do$¢ kosztowne. Bardzo pozytywnie nalezy oceni¢ fakt, ze
doktorantka potrafita zadbac¢ o ich finansowanie i udato jej sie samodzielnie kierowaé
dwoma projektami badawczymi skierowanymi do mtodych naukowcow.

Pierwsza cze$¢ pracy, Wstep, obejmuje 47 stron, na ktérych doktorantka dosc¢
szczegotowo charakteryzuje gatunek P. mirabilis, moze nawet nieco zbyt
szczegotowo opisuje metody diagnostyczne. Natomiast szczegdtowy opis czynnikow
wirulencji i ich udziat w procesie chorobowym uwazam za w petni uzasadniony. Nie
nazwatabym jednak rzesek ,wypustkami cytoplazmatycznymi”, jako, ze sg to
przeciez organelle o okreslonej strukturze. .

Druga cze$¢ wstepu obejmuje analize gatunkowej i nabytej opornosci P.
mirabilis na antybiotyki. Szczegdlnie duzo miejsca autorka poswieca beta-
laktamazom o rozszerzonym spektrum aktywnosci. Omawia réwniez nabyte beta-
laktamazy AmpC. Z innych opornosci doktorantka charakteryzuje nabyte
mechanizmy opornosci na fluorochinolony oraz aminoglikozydy. Lektura tych
rozdziatow pozwala stwierdzi¢ rzetelng wiedze i oczytanie autorki na interesujacy ja
temat.

Cel pracy jest w zasadzie zrozumiaty, ale w punkcie pierwszym warto bytoby
doda¢, ze chodzi autorce o metode fenotypowa. Ponadto, w tym samym punkcie
doktorantka moze nie tyle ma na celu ,wykrycie”, co potwierdzenie testow wczesniej
wykonanych w pracowni diagnostycznej, a wiec potwierdzenie p-rzynaleznosci
szczepdw do wiasciwej grupy. Dane moéwigce, ze ESBL"+" szczepy P. mirabilis
stanowity 15,6% wszystkich izolatéw P. mirabilis w okre$lonym czasie, pochodzity jak
pisze sama autorka z systemu MikroBIONET w pracowni diagnostycznej. Natomiast
istotnym celem pracy byto poréwnanie 75 izolatdéw P. mirabilis ESBL"+" z takg samg
liczbg izolatow ESBL"-,, zarébwno pod katem opornosci na inne antybiotyki, jak pod
katem materiatow z jakich pochodzity, ptci i wieku chorych od ktérych pobrano
materiaty oraz oddziatéw, z ktérych ci chorzy byli hospitalizowani, a ten cel nie zostat
wyraznie przedstawiony. Ponadto, kolejno$¢ przedstawionych celéw powinna
odpowiadac¢ kolejnosci wynikbw omawianych w rozdziale ,Wyniki”.

Rozdziat ,Materiat i metody” zostat przygotowany bardzo starannie. Autorka
przedstawia w tabeli wszystkie stosowane startery oraz warunki reakcji PCR.
Ponadto omoéwita metody identyfikacji bakterii, okreslania wartosci MIC, izolacji
plazmidow, elektroforezy oraz zastosowane metody statystyczne.

W rozdziale ,Wyniki", doktorantka na poczatku przeprowadza analize
porownawczg szczepoéw ESBL"+” i ESBL™-,. Stosuje w tym celu z powodzeniem
analize statystyczna.



Wykazuje, ze szczepy ESBL"+" posiadajg znamiennie statystycznie wiecej
determinant opornosci niz szczepy ESBL"-,, rbwniez na antybiotyki nie nalezgce do
beta-laktaméw, takie jak aminoglikozydy i fluorochinolony. Autorka stara sie takze
zsynchronizowaé wrazliwo$¢ badanych szczepow na antybiotyki beta-laktamowe z
obecnoscig poszczegdlnych beta-laktamaz. Analizuje wartosci MIC poszczegoinych
antybiotykow beta-laktamowych w odniesieniu do obecnosci konkretnych typow
ESBL oraz AmpC. Daje sie zauwazy¢, ze wieksza liczba wytwarzanych beta-
laktamaz moze korelowaé z wyzszg opornoscig na penicyliny, zwtaszcza obecnos$é
enzymow klasy C ttumaczy oporno$¢ na penicyliny z inhibitorem. Jednak wyniki nie
sg jednoznaczne, jako ze podobne wartosci MIC zaobserwowano réwniez w
przypadku szczepow, u ktérych wykryto tylko jeden rodzaj. ESBL. Brak
jednoznacznych korelacji w tym przypadku jest zrozumiaty, jako ze interpretacja tego
typu wynikéw jest bardzo trudna, zwtaszcza dla antybiotykéw beta-laktamowych,
gdzie zidentyfikowanie wszystkich mozliwych czynnikéw, ktére mogtyby wptywaé na
warto§¢ MIC danego antybiotyku, przy obecnych mozliwosciach badawczych,
zdecydowanie przekracza mozliwosci pracy doktorskiej. Znacznie tatwiej byto
odnie$¢ wyniki badania MIC aminoglikozydéw do obecnosci genéw kodujgcych
enzymy modyfikujgce te antybiotyki oraz genéw metylotransferaz 16S rRNA. W tym
przypadku korelacja byta bardzo duza. Autorka z kolei nie zaobserwowata istotnego
wptywu obecnosci plazmidowych gendéw kodujgcych biatka Qnr na poziom
wrazliwosci badanych izolatéw na fluorochinolony, jako ze wszystkie badane szczepy
ESBL"+" wykazywaty wysoka oporno$¢ na ciprofloksacyne, niezaleznie od obecnoéci
genéw gnr. Sugerowatabym, zeby przed publikacjg autorka zbadata wrazliwos¢ tych
szczepdw réwniez na lewofloksacyne i wowczas moze wystapig jakie$ réznice
wrazliwosci.

Dyskusja liczy 27 stron i jest dos¢ obszerna. Wiasciwie rozdziat ten powinien
by¢ zatytutowany ,Omoéwienie wynikéw i dyskusja’, poniewaz dopiero w tym
rozdziale znajdujemy omoéwienie wynikow zamieszczonych w tabelach w rozdziale
,Wyniki". W rozdziale ,Dyskusja” oprécz oméwienia korelacji miedzy warto$ciami
MIC, a obecnoscig genéw opornosci, autorka omawia wyniki, ktére uzyskata poprzez
sekwencjonowanie gendéw beta-laktamaz. W koncowej czesci, na podstawie badan
wiasnych oraz literatury, analizuje mozliwo$¢ wspoélnego wystepowania réznych
determinant oporno$ci na jednym plazmidzie lub transpozonie. Taka ewentualno$¢
znacznie zwieksza mozliwos¢ jednoczesnego rozprzestrzeniania sie tych
determinant, zar6wno w obrebie gatunku, jak i miedzygatunkowo. Ma to ogromne
znaczenie epidemiologiczne. Doktorantka poréwnuje wyniki wiasne z uzyskanymi
przez innych autorébw w pismiennictwie $wiatowym. Dyskusja jest zdecydowanie
dobrze napisanym rozdziatem, na podstawie ktérego mozna zorientowaé sie, co
nowego wniosty badania mgr Anny Michalskiej do aktualnego stanu wiedzy na temat
determinant oporno$ci dominujacych u szpitalnych szczepow P. mirabilis.



Prace koniczg 4 wnioski, z ktérych dwa (wniosek 1 i 3) sg bardzo
rozbudowane, i by¢ moze nalezatoby je podzieli€. We wniosku nr 2, autorka z
rozpedu pisze o dziataniu drobnoustrojobéjczym, zamiast drobnoustrojostatycznym.
Antybiotyki beta-laktamowe, jak réwniez aminoglikozydy sg co prawda zaliczane do
antybiotykéw bakteriobdjczych, ale czy i w jakim stezeniu dziataty bodjczo na badane
szczepy, tego nie wiemy. Testy MIC, jak sama nazwa wskazuje badajg jedynie
stezenie bakteriostatyczne.

Po wnioskach, autorka zamieszcza krétkie streszczenie, ktére w sposéb
zwiezty przedstawia zasadnicze elementy pracy. W streszczeniu juz nie powtarza
wnioskow, co wydaje sie stuszne.

Pismiennictwo obejmuje imponujaca liczbe 390 pozycji, z czego wiekszos¢ to
prace aktualne, wydane w 2013 i 2014 roku. W pi$miennictwie nie wiem, jakim
algorytmem postugiwata sie doktorantka, wymieniajgc w niektoérych przypadkach
wszystkie nazwiska autorow (nawet 6 autoréw), a w innych podajac tylko trzy
nazwiska i wspoétpracownicy.

Reasumujac, przedstawiong przez mgr Anne Michalskg prace oceniam
wysoko. Praca wnosi istotny wkiad do puli wiedzy na temat mechanizméw
powstawania i rozprzestrzeniania sie opornosci wéréd pateczek Enterobacteriaceae,
a zwlaszcza szczepow P. mirabilis. Autorka przedstawita zamierzone cele badawcze
i w dalszej czesci pracy je zrealizowata. Uzyskane przez nig wyniki majg wysoka
warto§¢ merytoryczng, a sposob przedstawienia pracy $wiadczy o dojrzatosci
naukowej doktorantki. Uwagi recenzenta, majg charakter raczej redakcyjny i nie
umniejszajg wartosci pracy.

Dlatego zwracam sie do Wysokiej Rady Wydziatu Farmaceutycznego z
Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku, o
przyjecie pracy pt. ,Molekularne podstawy lekoopornosci szczepdw klinicznych
Proteus mirabilis na antybiotyki beta-laktamowe, aminoglikozydy oraz
fluorochinolony” oraz o dopuszczenie mgr Anny Diany Michalskiej, do dalszych
etapéw przewodu doktorskiego.
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