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» Wystepowanie lekéw przeciwbakteryjnych w systemach dozowania
wody dla drobiu — analityka © ocena zagrozen”

ANIECZYSZCZENIE Srodowiska i zywno$ci ksenobiotykami jest jedna z mozliwych przyczyn gwal-
townego rozwoju nowotworéw i innych choréb cywilizacyjnych. Mierzalne stezenia lekéw no-
towane sa w prébkach srodowiskowych pochodzacych nawet z obszaréw mato zurbanizowanych.
W przypadku antybiotykéw, ich obecnosé w srodowisku i zywnosci jest dodatkowo czynnikiem sty-
mulujacym wyksztalcanie sie lekoopornoéci drobnoustrojéw. O ile nie da sie uniknaé wydalania
lekéw i ich metabolitéw do srodowiska przez leczonych pacjentéw, o tyle leki w zywnosci sg naj-
czesciej wynikiem celowego, czesto nielegalnego dzialania producenta, a eliminacja i kontrola ich
obecnosci staje sie priorytetowym celem w nowoczesnym spoleczenstwie.

Do takiego trendu badawczego zalicza si¢ przedlozona do recenzji dysertacja doktorska, wykonana
w Zakladzie Farmakologii i Toksykologii Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwo-
wego Instytutu Badawczego w Pulawach pod kierunkiem prof. dra hab. ANDRZEJA POSYNIAKA
i dra TOMASZA SNIEGOCKIEGO.

Praca stanowi spojny tematycznie cykl' 4 prac oryginalnych oraz 1 pracy przegladowej o lacznym
IF réwnym 6,703 oraz punktacji MNiSW rownej 91, opatrzonych 37-stronicowym omowieniem. Jest
wyraznie wyodrebniong i samodzielng czescia badan? prowadzonych w zespole Zakladu Farmakolo-
gii i Toksykologii w ramach realizacji zadan Instytutu. Do pracy doltaczono stosowne o$wiadczenia
wspotautoréw publikacji i samej Doktorantki, z ktorych jednoznacznie wynika dominujacy i wyraz-
nie samodzielny udzial Doktorantki (wynoszacy 55 — 80%) w prezentowanych badaniach?.

Na poczatku pracy zamieszczono liste publikacji oraz wykaz stosowanych skrotéow. 11-stronicowy
wstep objasnia czytelnikowi zasadno$é podjetej tematyki badawczej oraz umiejscawia przeprowa-
dzone badania w aktualnych wymogach prawnych. Cele pracy zostaly sprecyzowane zwiezle na
dalszych dwoch stronach omoéwienia, za$ jego dalsza cze$é¢ stanowi opis metodyki badan, streszcze-
nie kazdej z publikacji oraz zwiezte i prawidtowe wnioski. Na koncu zamieszczono abstrakt w jezyku
polskim i angielskim oraz bibliografie zlozona z 48 nienumerowanych pozycji, cytowanych w tekscie
samego omoéwienia, niezaleznie od bibliografii publikacji. Odbitki wszystkich publikacji stanowia
dalsza czes$¢ dysertacji.
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Cykl badan stanowiacy tre$¢ rozprawy jest szeroki i rozwiazuje wiele aspektéw monitorowania na-
razenia zwierzat i ludzi na antybiotyki. Do kontroli wody pitnej podawanej zwierzetom Doktorantka
opracowala kompleksowa metode analityczna, umozliwiajaca jednoczesne oznaczanie 45 antybioty-
kéw i chemioterapeutykow z réznych grup terapeutycznych.

Ro6znorodno$é chemiczna jednoczednie oznaczanych substancji rodzi znaczne trudnosci na etapie
opracowania metody. Dzigki zastosowaniu detektora MS (potréjny kwadrupol) oraz zoptymalizo-
wanej elucji gradientowej nie byto konieczne calkowite rozdzielenie pikéw analizowanych substancji,
a czas analizy nie przekroczyl 10 minut. Uzycie sulfafenazolu jako wzorca wewnetrznego pozwolito
na poprawe dokladnosci i precyzji wynikéw oznaczen, za$ metoda spelnita wszystkie wymagane
zalozenia w procesie walidacji. Zageszczanie prébki na kolumienkach SPE obnizyto limity detekcji
i oznaczalno$ci na poziomie 20 ng/l dla wigkszosci substancji, tylko dla kilku zwiazkéw te war-
tosci byty wieksze. Obszerny opis opracowanej metody badawczej zawarty jest w publikacji 1.1
(Chemosphere 2015, 119, 8-15).

Metoda otrzymata akredytacje Polskiego Centrum Akredytacyjnego i zostata wdrozona w praktyce
do rutynowej analizy prébek wody pobranych na fermach drobiowych. Opis jednego z przypadkéw
wykrycia zabronionych substancji zawiera praca 1.2 dysertacji (Pasze przemyslowe 2015, 28-32).
Wykrycie obecnoéci lazalocydu, doksycykliny oraz $§ladéw enrofloksacyny w jajach bylo przyczyna
przeprowadzenia postepowania wyjasniajacego, gdzie jako jedno z dodatkowych badan przeprowa-
dzono analize wody. W wodzie tej oznaczono zaréwno enrofloksacyne, jak i doksycykline metoda
opracowang wczesniej przez Doktorantke.

Stata obecnoé¢ niewielkich stezen lekéw w wodzie pitnej moze powodowaé interakcje farmakokine-
tyczne z innymi lekami. Doktorantka w ramach swojej pracy podjeta rowniez drugi watek badawczy,
majacy na celu ustalenie wplywu stalego podawania matych stezen enrofloksacyny na farmakokine-
tyke doksycykliny oraz na jej zawarto$¢ w tkankach kur. Farmakokinetyka badana byta osobno dla
kur zdrowych oraz zakazonych Mycoplasma gallisepticum. Ta cze$é¢ badan wykonywana bylta w ra-
mach grantu NCN (DEC-2013/11/N/NZ7/00434), a wybér substancji byl stusznie podyktowany

najczestszym ich spotykaniem w kontroli wody podawanej kurom.

Do zbadania interakcji konieczne byto opracowanie i zwalidowanie przez Doktorantke kolejnej meto-
dy analitycznej, umozliwiajacej iloSciowe oznaczenie doksycykliny, enrofloksacyny oraz ciprofloksa-
cyny (jako metabolitu enrofloksacyny), tym razem w tkankach (w mie$niach piersiowych, udowych
i watrobie). Wystarczajaca okazala sie ekstrakcja ciecz-ciecz, a do samego oznaczania wykorzystano
ten sam system HPLC-MS z elucja gradientowa. Opis tej metody, wraz ze szczegdtowsq jej walidacja,
stanowi cze$¢ publikacji 1.3 (Journal of Veterinary Research 2016, 60, 293-299).

Druga czesé artykutu 1.3 przedstawia badania zmian stezen doksycykliny w tkankach kur w przy-
padku jednoczesnego podawania niewielkich dawek enrofloksacyny (nizszych niz przecietnie wy-
krywane w wodzie pitnej). Dodatek enrofloksacyny do wody pitnej nasilal kumulacje doksycykliny
w tkankach, a jej stezenie w badanych prébkach bylo prawie 50% wieksze niz w grupie kontrolnej.
Swiadezy to o istotnej interakeji miedzy tymi lekami, mogacej prowadzié¢ do kumulacji w tkankach
mimo odczekania przez producenta drobiu stosownego okresu karencyjnego.

Aby okresli¢ czynniki pomocne w wyjasnieniu tego zjawiska, Doktorantka zbadala wptyw obecno-
sci §ladéw enrofloksacyny na profil stezenia doksycykliny w tkankach (mies$niach i watrobie) kur,
zaréwno zdrowych, jak i zainfekowanych Mycoplasma gallisepticum. Wyniki tej czeSci zawarte sa
w publikacji 1.4 (Food and Chemical Toxicology 2016, 123-129). Profil farmakokinetyczny doksycy-
kliny nie zmienial wyraznie ksztaltu pomiedzy grupami zwierzat, zatem nie wykazano zmian liczby



kompartmentéw ani mechanizmu eliminacji. Okres pottrwania oraz czas do osiagniecia maksymal-
nego stezenia nie wykazywaly statystycznie istotnych réznic. Jednakze caty profil farmakokinetycz-
ny byl istotnie przesuniety w strone wyzszych stezen dla zwierzat narazonych na enrofloksacyne,
a jeszcze bardziej dla narazonych i zakazonych. Istotnie statystycznie réznity sie AUC i stezenie
maksymalne.

Uzupelnieniem dysertacji jest publikacja przegladowa 2.1 (Pasze Przemyslowe 2014, 48-53), ktéra
przedstawia aktualnosé problematyki pracy doktorskiej, jak réwniez pilotowo informuje o podjetych
badaniach i wstepnie przedstawia §wiezo opracowana metode analityczna.

Publikacje stanowiace rozprawe doktorska przeszty pelny proces edytorski w 4 czasopismach, w tym
3 z listy filadelfijskiej o wysokim wspdtczynniku IF. Warte podkreslenia jest uzyskanie przez pu-
blikacje 1.1 w ciagu zaledwie roku od jej ukazania siedmiu cytowan nie bedacych autocytowaniami
(wg bazy Scopus). Swiadezy to o duzym zainteresowaniu analiza antybiotykéw w wodzie w skali
Swiatowej, a tytuly prac cytujacych $wiadcza, ze opracowana metoda stanowi referencje rowniez
dla innych, pozaweterynaryjnych zastosowan.

Chociaz w ramach recenzji pracy doktorskiej nie wykonuje sie formalnie oceny dorobku Doktorantki,
nie mozna przemilcze¢ wspdlautorstwa co najmniej szeSciu innych artykuléw ze wspdtczynnikiem
IF, ponad 30 tacznych cytowan oraz indeksu h rownego 4 (wg bazy Scopus).

7 obowiazku recenzenta chciatbym podzieli¢ sie nielicznymi uwagami i przemys$leniami dotyczacymi
dysertacji:

1. Tekst oméwienia cyklu publikacji chwilami nie informuje wyraznie czytelnika, czy opisywane
badania sa wykonane w ramach pracy doktorskiej, czy tez sg niedawnymi badaniami innych
autoréw lub wcezesniejszymi okolicznosciami inspirujacymi do tej pracy. Tak jest np. na stronie
11 (,w tym celu opracowano” — nie wiadomo, kto opracowal). Jednak takie niejasnosci
pojawiaja sie tylko przy pierwszym czytaniu tekstu, a po zapoznaniu sie z caloscia pracy ten
problem znika.

2. Zdecydowanie lepiej czytaloby sie oméwienie publikacji, gdyby tekst zawieral wyrazne przyczy-
nowo-skutkowe ciagi chronologiczne. Jest to tym bardziej potrzebne, ze data przyjecia do dru-
ku publikacji nie jest skorelowana z kolejnoscia wykonanych badan, a publikacje ze wzgledu
na ich pisanie w krotkim czasie nie mogty cytowaé sie wzajemnie.

3. W publikacji 1.4 interpretacje wynikéow zdecydowanie poszerzytoby zbadanie czwartej grupy
zwierzat zakazonych drobnoustrojem i nie narazonych na enrofloksacyne. Taki projekt ekspe-
rymentu umozliwitby analize dwuczynnikows ze zbadaniem interakcji pomiedzy zakazeniem
i narazeniem.

4. Doswiadczenia opisane w publikacjach 1.3 oraz 1.4 nie zakladaly oznaczenia enrofloksacyny
i doksycykliny we krwi zwierzat. Nie byto to wprawdzie konieczne do osiggniecia celu pracy,
jednakze takie dane (np. z dalszych przyszlosciowych badan), potaczone np. z réznymi Scisle
kontrolowanymi dawkami obu lekéw pozwolilyby oceni¢ zmiane profili farmakokinetycznych
obu substancji na ré6znych poziomach i dalo cenny wglad umozliwiajacy pelniejsze wyjasnienie
zbadanego zjawiska.

5. W literaturze dotyczacej interakcji lekéw u ludzi nie jest wspomniana zadna istotna interakcja
pomiedzy tetracyklinami i chinolonami. Jest to punkt startowy do interesujacej dyskus;ji,
czy wykazana przez Doktorantke interakcja farmakokinetyczna moze mieé (poza aspektem
analitycznym) znaczenie terapeutyczne u ludzi i u zwierzat.



Powyzsze drobne uwagi nie zmieniajg mojej bardzo wysokiej oceny dysertacji. Jest to przyktad kom-
pleksowo przeprowadzonego projektu badawczego, do ktérego motywacja jest rzeczywisty problem
spoteczny. Metody opracowane w ramach pracy mogly byé od razu wdrozone w praktyce, oce-
na zagrozenia przy ich uzyciu stanowi cze$¢ pracy, a przeprowadzone badania farmakokinetyczne
sa dodatkowym uzupelnieniem dajacym pelniejsze zrozumienie przyczyn podwyzszonego stezenia
antybiotykdéw.

Podsumowujac, praca doktorska mgr Malgorzaty Gbylik-Sikorskiej spelnia wszystkie wymagania
stawiane pracom doktorskim, stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego o istotnej no-
wosci naukowej, jak rowniez wykazuje og6lng wiedze Doktorantki i umiejetno$¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej. W zwigzku z tym wnioskuje o dopuszczenie Doktorantki do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Biorac pod uwage aplikacyjno$é¢ przeprowadzonych badan, wdrozenie ich do rutynowych analiz,
jak rowniez wskazniki bibliometryczne artykutéow sktadajacych sie na dysertacje, z przyjemnoscia
wnioskuje o wyrdznienie przedlozonej do recenzji pracy.

Lublin, 17 pazdziernika 2016.
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