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rozprawy doktorskiej Pani mgr farm. Anny Diany Michalskiej
pt.: ,Molekularne podstawy lekoopornosci szczepow klinicznych Proteus mirabilis na
antybiotyki beta-laktamowe, aminoglikozydy oraz fluorochinolony”

Gram-ujemne pateczki nalezace do rodzaju Proteus to drobnoustroje szeroko
rozpowszechnione w przyrodzie, jednak z uwagi na swéj oportunistyczny charakter moga
powodowa¢ infekcje réznych narzadow oraz tkanek miekkich u cztowieka. Sposrod pigeiu
gatunkéw nalezacych do tego rodzaju najczestszym czynnikiem etiologicznym zakazen
stanowi Proteus mirabilis. Chociaz pod wzgledem czgstosci infekcji drog moczowych
ustepuje miejsca na rzecz Escherichia coli to zakazenia z jego udzialem charakteryzuja si¢
dhuzszym czasem leczenia oraz wystgpowaniem powazniejszych powiklan zagrazajacych
zdrowiu pacjenta. Nabywajac opornos¢ na szeroka game antybiotykow B-laktamowych, ktore
w wielu przypadkach stanowia leki pierwszego rzutu, zyskuje miano kluczowego patogenu
zwiazanego ze skomplikowanymi zakazeniami drég moczowych, zwlaszcza w Srodowisku
szpitalnym.

Opornoé¢ na szeroka gamg antybiotykow B-laktamowych umozliwiajg pateczkom
Proteus mirabilis, kodowane plazmidowo, B-laktamazy o rozszerzonym spektrum
substratowym (ESBL) oraz cefalosporynazy AmpC. Geny odpowiedzialne za produkcje
enzyméw ESBL i AmpC dzigki lokalizacji na ruchomych elementach genomu bakteryjnego
ulegaja szybkiemu rozprzestrzenianiu sig, nawet pomiedzy szczepami nalezacymi do réznych
gatunkéw. Stale rosngcy w ostatnich latach odsetek antybiotykoopornych szczepow Proteus
mirabilis stwarza powazny problem terapeutyczny i Kliniczny, ktory nabiera jeszcze
wiekszego znaczenia, gdy drobnoustrdj dodatkowo zyskuje oporno$¢ na inne klasy
antybiotykéw, czy chemioterapeutyki. Szereg badan wskazuje na czgstsze wystgpowanie
opornosci na aminoglikozydy oraz fluorochinlony w populacji ESBL-dodatnich szczepow w
poréwnaniu do  populacji  szczepdw ESBL-ujemnych, dowodzagc tym samym
wspolwystepowania, na jednym plazmidzie, genéw warunkujgcych opornos$¢ na trzy grupy

lekow przeciwbakteryjnych.



Rosngcy udziat wielolekoopornych pateczek Proteus mirabilis w zakazeniach
szpitalnych w krajach europejskich i pozaeuropejskich stat si¢ inspiracjg dla Pani mgr Anny
Diany Michalskiej do podjecia badan opisujacych wystepowanie, lekowrazliwo$¢ i
identyfikacje genéw kodujacych najczesciej wystepujace mechanizmy oporno$ci na f-
laktamy, aminoglikozydy oraz fluorochinolony u tego gatunku bakterii. Jasno sformutowane
cele pracy zostaly w pelni zrealizowane, poza piatym ostatnim, ktéry zakladal ustalenie
czestosci wystepowania badanych mechanizméw opornosci na B-laktamy, aminoglikozydy i
fluorochinolony wéréd catej populacji Proteus mirabilis objetej czasem badania. Zapewne
formulujac tre$¢ tego celu Doktorantka miata na mysli cala populacje. ale ESBL-dodatnich
szczepow, a w takim brzmieniu mozna uzna¢ go bez cienia watpliwosci, podobnie jak cztery
pozostate, w catosci zrealizowanym.

Godnym podkreslenia jest fakt, iz zalozenia podane w celach pracy realizowano na
obszernym materiale wyjéciowym liczacym prawie pot tysiaca szczepow Proteus mirabilis, z
ktérych do dalszych szczegotowych analiz wybrano 75 ESBL-dodatnich i 75 ESBL-ujemnych
szczepow. O ile wyodrgbnienie grupy badawczej dokonano na podstawie jasno
sprecyzowanego kryterium tj. produkcja p-laktamaz o rozszerzonym spektrum substratowym,
o tyle nie podano kryterium wyodrgbnienia grupy kontrolnej. W tego typu badaniach grupe
kontrolna tworzy si¢ zazwyczaj z losowo wybranych szczepéw i jak sig domyslam tak tez
zapewne uczynila Doktorantka, wybierajac 75 z puli 423 ESBL-ujemnych szczepow. W
nastepnym podrozdziale Doktorantka oméwita bardzo szczegélowo zastosowane metody
badawcze i przedstawita metody statystyczne, ktorymi postuzyla si¢ opracowujac czgs$¢
wynikoéw badan wlasnych. Doceni¢ nalezy peiny opis procedur zwigzanych z wykrywaniem
mechanizmu opornosci typu ESBL metoda fenotypowa, izolacjg plazmidowego DNA oraz
wszystkich etapéw amplifikacji genéw opornoéci wraz z podaniem skiadu mieszanin
reakcyjnych, sekwencja nukleotydowa starteréw oraz warunkami reakcji PCR, tworzac swego
rodzaju mini przewodnik metodyczny ulatwiajacy innym badaczom wykonanie podobnych
do$wiadczen bez koniecznosci siggania do wielu zrédel literaturowych, z ktérych te dane
pochodza.

Rozdzialy Cele pracy oraz Material i metody poprzedza bardzo obszerny Wstep o
charakterze monograficznym, w ktorym Autorka dokonala przeglagdu aktualnego stanu
wiedzy na temat morfologii, wiasciwosci fizjologicznych i biochemicznych, Srodowisk
wystepowania, chorobotwérczosci, a takze szczegdtowo opisata szereg czynnikéw wirulencji
oraz ich udzial w patogennosci Proteus mirabilis. Potowg wstepu zajmuje opis mechanizmow

opornosci tej bakterii na antybiotyki B-laktamowe, aminoglikozydy i fluorochinolony co jest



jak najbardziej zasadne zwazywszy na temat rozprawy doktorskiej. Wstep jest napisany
ciekawie oraz w sposob znakomicie przyblizajacy temat rozprawy, i pomimo 47 stron tekstu
w zwiezly i jasny spos6b omawia réznorodne zagadnienia zwigzane z biologig bakterii
bedacej czynnikiem etiologicznym szpitalnych zakazen. Jako recenzent nie czulem sig
znuzony czytajac, az tyle stron wstepu, i jestem pewien podobnych odczu¢ do moich u innych
czytelnikow rozprawy doktorskiej. Myslg, ze w obecnym ksztalcie bez koniecznosci
uzupelnienia o dodatkowe tresci, wstgp w formie artykulu przegladowego powinien by¢
wystany do czasopisma naukowego o migdzynarodowym zasiegu.

Otrzymane wyniki badan, jak pisze sama Autorka rozprawy doktorskiej, utworzyty
obszerny raport dotyczacy plazmidowych mechanizméw opornosci wsrdd szczepéw Proteus
mirabilis  wyizolowanych z materialow klinicznych  pobranych od  pacjentow
hospitalizowanych w dwoch uniwersyteckich szpitalach wojewédztwa podlaskiego. Rownie
waznym elementem niniejszego raportu jest jego pierwsza czgs¢, w ktorej opisano czgstos¢
izolacji ESBL-dodatnich i -ujemnych szczepéw w poszczegélnych oddziatach obu szpitali i z
roznych materialéw klinicznych oraz poréwnano profile lekowrazliwosci w obu grupach
szczepdéw. Wyniki badan wlasnych, ktérych opis zajmuje 36 stron rozprawy doktorskiej wraz
z 4 tabelami i 34 rycinami, przedstawiono w sposob nie budzacy jakichkolwiek zastrzezen i sg
bardzo wartosciowe wzbogacajagc nasza wiedz¢ na temat populacji Proteus mirabilis
wystepujacych na terenie zamknigtych placowek stuzby zdrowia.

Oceniajac 9-stronicowy tekst opisujacy wyniki badan musze wyrazi¢ swoje uznanie
dokonaniom Doktorantki, ktéra nie popelnila zadnego bledu czy to merytorycznego czy
stylistycznego, co przy wieloplaszczyznowej interpretacji wielu czastkowych danych jest
rzecza nader trudng. Obfita dokumentacja wynikow badan w postaci przejrzystych rycin i
tabel jest dodatkowym walorem recenzowanej rozprawy.

Syntetyczna dyskusja, podobnie jak i wstgp, $wiadcza o bieglej znajomosci zagadnien
dotyczacych udzialu bakterii z gatunku Proteus mirabilis w zakazeniach na terenie polskich,
europejskich i poza europejskich szpitali oraz zmian we wrazliwosci na antybiotyki oraz
rozmieszczeniu genéw kodujagcych réznorodne mechanizmy opornosci, zmian dynamicznie
dokonujgcych si¢ w okresie ostatnich dziesigcioleci w populacjach pleomorficznej Gram-
ujemnej pateczki. Doktorantka skonfrontowala wyniki wlasnych badan w sposob jasny i
rzeczowy z podobnego typu badaniami prowadzonymi na $wiecie i opisanymi w niezwykle
bogatym iloSciowo piSmiennictwie, w tym w przewazajacej wigkszosci z ostatnich lat.

Gtoéwna cze$¢ rozprawy koncza logicznie sformulowane wnioski wynikajace z otrzymanych



wynikéw. Chcialbym w tym miejscu podkresli¢ niezwyklg drobiazgowosé i starannosé¢ w
prezentacji wynikéw, $wietng dyskusje oraz bardzo wysoki poziom edytorski rozprawy.

Po lekturze rozdzialdéw Wyniki oraz Dyskusja dowiadujemy sie, iz czestos$¢
wystepowania ESBL-dodatnich szczepéw w biatostockich szpitalach jest stosunkowo niska i
porownywalna do notowanej w 13 szpitalach w calej Polsce. Zatem nie jeste$Smy
wysokowydajnym ,,producentem” lekoopornych szczepdéw, w przeciwienstwie do Japonii,
gdzie blisko polowa szczepdéw Proteus mirabilis wytwarza B-laktamazy ESBL i z takiego
stanu rzeczy powinnismy by¢ bardzo dumni. Ponadto, péinocno-wschodnia populacja Proteus
mirabilis nie jest tez zréodlem nowych wariantéw genéw kodujacych enzymy ESBL,
cefalosporynazy AmpC, metalotransferazy 16S rRNA, enzymy modyfikujace
aminoglikozydy, czy biatka Qnr, a jedynie r6zni si¢ od innych populacji tego gatunku bakterii
rozpowszechnieniem poszczegdlnych, znanych nauce, gendw.

Streszczenia rozprawy doktorskiej, zarbwno w jezyku polskim, jak i angielskim, w
catosci odzwierciedlaja zalozenia i cele pracy, metodyke badan oraz uzyskane wyniki. Oba
streszczenia poprzedza ostatni rozdzial rozprawy - Pismiennictwo, liczace az 329 pozycji
literaturowych opublikowanych gléwnie w prestizowych czasopismach naukowych. Pozycje
literaturowe, ktére postuzyly napisaniu gtéwnych rozdzialéw rozprawy zostaly doskonale
wyselekcjonowane z niezwykle bogatego pismiennictwa oferowanego ludziom nauki przez
roznorodne bazy naukowe. W samej tylko bazie PubMed, po wpisaniu frazy , proteus
mirabilis drug resistance”, dostgpnych jest okoto 1300 pozycji piSmiennictwa.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr farm. Anny Diany
Michalskiej cechuje sig, poza nienagannym stylem jezykowym, wysokim poziomem
merytorycznym Swiadczacym o duzej wiedzy Autorki i umiejetnosci jej wykorzystania przy
opracowaniu wstgpu oraz przy formutowaniu zatozen pracy i dyskusji wynikéw. Wymienione
przeze mnie nieliczne blgdy nalezy traktowa¢ marginalnie oceniajac warto$¢ naukowsg
recenzowanej pracy, wartos¢ ktéra w opracowaniach naukowych ma decydujgce znaczenie.
Dlatego uwazam, ze rozprawa doktorska spelnia wszystkie wymogi prawa wynikajace z
ustawy o stopniach i tytutach naukowych i wnosz¢ wniosek do Wysokiej Rady Wydziatu
Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w

Bialymstoku o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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