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rozprawy doktorskiej Pana Tomasza Bladka p.t. ,,Wplyw infekcji Actinobacillus
pleuropneumoniae na farmakokinetyke tkankowa tulatromycyny u $win”

Recenzowana rozprawa ma formut¢ odbiegajaca od przyjetego stereotypu, poniewaz
Autor wykorzystal w niej, w miejsce tradycyjnego maszynopisu ksigzki, wyniki badan
opublikowanych czastkowo w czasopismach naukowych zagranicznych i krajowych. Taki
scenariusz, coraz powszechniej dzisiaj wykorzystywany, dopuszcza ustawa z 14 marca 2003
r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki, art.
13 ust. 2 i 4 (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pézn. zm.), zgodnie z ktdorg moze on stanowic
podstawe ubiegania si¢ kandydata o nadanie stopnia naukowego doktora.

W sktad cyklu publikacji wchodzi 5 prac oznaczonych symbolami D1-DS5, sposrod
ktérych jedna jest artykulem przegladowym (D1) opublikowanym w krajowym czasopi$mie
weterynaryjnym, natomiast pozostate (D2-D5) to prace oryginalne, opublikowane w
anglojezycznych czasopismach krajowych i zagranicznych zamieszczonych w bazie JCR.
Laczny wspotczynnik wptywu (IF) prac wchodzacych w sktad cyklu wynosi 5,343, natomiast
sumaryczna punktacja czasopism zgodnie z wykazami MNiSW wynosi 99. W trzech
publikacjach, w tym w artykule przegladowym Doktorant jest pierwszym autorem, w
pozostalych dwoch odpowiednio trzecim i1 drugim autorem. Biorgc pod uwage tematyke
poszczegolnych publikacji, w tym zwlaszcza prac eksperymentalnych mozna przyjaé, ze
stanowig one cykl spojny tematycznie, na co zwraca si¢ uwage w cytowanej Ustawie.

Przedstawione dane bibliometryczne $wiadcza nie tylko o wysokiej randze czasopism
w jakich Doktorant opublikowal wyniki swoich badan, ale stanowig takze dowod ich
wysokiego poziomu naukowego. W tym kontek$cie dokonywanie odrgbnej oceny
przedstawionego przez Doktoranta cyklu publikacji wydaje si¢ zbedne. Kazda z nich przed
opublikowaniem przeszla bowiem szczegdlowy proces weryfikacyjny pod katem wymagan
stawianych pracom oryginalnym przez redakcje poszczegodlnych czasopism. Dodatkowo
poddawane byly one niezaleznej ocenie merytorycznej jednego lub kilku recenzentow
bedacych przewaznie autorytetami w dziedzinie wiedzy, w ktorej mieszczg si¢ publikowane
badania. Niezaleznie od tych ocen zatozenia badan bedacych podstawa cyklu publikacji
podlegaty weryfikacji przez ekspertéw NCN zwazywszy, ze byly one finansowane przez
NCN w ramach projektu badawczego. Zadaniem recenzenta w przypadku takiej formuty
rozprawy doktorskiej jest natomiast, zgodnie z zapisami odno$nego rozporzadzenia, ocena
indywidualnego wktadu kandydata do stopnia naukowego w powstanie pracy zbiorowej a
takze wykazanie, ze oceniany cykl publikacji dowodzi kompetencji Doktoranta w zakresie
formulowania koncepcji i hipotez badawczych, umiej¢tnosci planowania badan naukowych,
wykonywania prac eksperymentalnych, analizy wynikow badan 1 wyciggania wnioskow.
Spetienie tych kryteriow stanowi dowdd dojrzato$ci pracownika naukowego jako badacza,
co jest jednym z warunkéw ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora.



W opisowej czgéci rozprawy Autor w skroconej wersji odtworzyt tradycyjny uktad
pracy doktorskiej bazujac na informacjach zawartych w publikacjach wchodzacych w sktad
cyklu. Wyeksponowane zostaly zatem rozdziaty: wstep, cel i zakres pracy, metodyka badan,
omowienie wynikoéw, wnioski, streszczenie w jezyku polskim i1 angielskim oraz wykaz
pismiennictwa. Rozprawe¢ poprzedza wykaz skrotdw uzytych w tekscie, co utatwia pdzniejsze
czytanie. Pomimo niewatpliwych korzysci jakie wnosi taki rozdzial, z niektorych rozwini¢¢
skrotow mozna byto zrezygnowaé z uwagi na powszechnos¢ ich stosowania, np. rRNA, Ryc.,
UE.

Wstep podzielony zostat na kilka podrozdziatow, w ktérych Doktorant opisuje m.in.
mozliwosci  wykorzystywania tulatromycyny w terapii chorob zakaznych uktadu
oddechowego u roznych gatunkow zwierzat, wlasciwosci fizykochemiczne antybiotyku,
mechanizm dziatania przeciwbakteryjnego, biodost¢pnos¢ oraz pozostatosci leku w tkankach
zwierzecych. Odrebny podrozdzial dotyczy pleuropneumonii $win stanowigcej model
zakazenia, w odniesieniu do ktorego badano farmakokinetyke tulatromycyny. Doktorant
odniost si¢ takze do wptywu zakazenia na farmakokinetyke lekow, co byto takze tematem
jednej z prac wiaczonych do cyklu stanowigcego dzieto podlegajace ocenie.

Doktorant sprecyzowat 4 cele swoich badan. Obejmowaty one opracowanie procedur
oznaczania tulatromycyny w osoczu $win oraz pozostato$ci antybiotyku w tkankach i
narzadach, ustalenie czy zakazenie App ma wplyw na farmakokinetyke tulatromycyny i jej
dyspozycj¢ w plucach oraz okreslenie czy zakazenie App ma wplyw na farmakokinetyke
tkankowa tulatromycyny 1 profil jej zanikania w tkankach jadalnych $win. Realizacji
poszczegodlnych celow odpowiadajg wyniki badan zawarte w pracach eksperymentalnych
oznaczonych D2-D5.

W badaniach wstgpnych Doktorant wykonatl seri¢ eksperymentow zmierzajacych do
optymalizacji metod oznaczania tulatromycyny w osoczu i tkankach $win oraz procedur
przygotowania probek do analizy instrumentalnej. Efektem tych badan byto opracowanie
odrebnych metod analitycznych, z ktérych jedng wykorzystywano do oznaczania zawartosci
tulatromycyny w osoczu, a druga do oznaczania pozostato$ci antybiotyku w tkankach i
narzadach $win. Wyniki tych badan opisano w publikacjach oznaczonych D2 1 D3.

Waznym elementem recenzowanej rozprawy doktorskiej byl wybér modelu
zwierzecego | modelu zakazenia do realizacji badan z uzyciem tulatromycyny. Zasadno$¢
wyboru dokonanego przez Doktoranta mozna uzasadni¢ m.in. powinowactwem antybiotyku
do tkanki plucnej, a takze faktem kumulowania si¢ tulatromycyny w neutrofilach,
makrofagach, komorkach oskrzelowych i komoérkach ptynu pokrywajacego nabtonek drog
oddechowych. Warto takze uswiadomi¢ sobie fakt narastania opornosci na makrolidy, cO
potwierdzono w krajach Europy, takze w Polsce i wynikajaca z tego koniecznos$¢ zwigkszenia
rozwagi w stosowaniu tej grupy antybiotykow. Odnos$nie badan farmakokinetyki tkankowe;j
tulatromycyny na modelu App wiadomo, ze zdolno$¢ i zakres penetracji antybiotyku do
miejsca, w ktorym toczy si¢ proces zapalny jest wazna w kontekscie jego przenikania do
migzszu phucnego i $wiatta oskrzeli, co jest jednym z wyznacznikéw skutecznosci dziatania
leku. Ponadto, mozliwos$¢ okreslania stezenia antybiotyku w materiale z drog oddechowych
jest przydatna w praktyce klinicznej. W tym zakresie wiedza nt. farmakokinetyki leku ma
istotne znaczenie.

Interesujaca z poznawczego i aplikacyjnego punktu widzenia koncepcja badawcza
Doktoranta byto wprowadzenie do przyjetego modelu doswiadczenia trzeciej niewiadomej w
postaci zarazka, w tym przypadku Actinobacillus pleuropneumoniae. Nie tak dawno
stwierdzono, ze z punktu widzenia skutecznos$ci dzialania antybiotyku, procz proceséw
farmakokinetycznych zachodzacych na linii lek-makroorganizm istotne sa takze procesy



zachodzace na linii lek-drobnoustroj, od ktorych zalezy m.in. koncentracja antybiotyku w
miejscu wigzania w komorce bakteryjnej. Dotyczg one np. zdolnosci przenikania leku przez
btone zewngtrzng bakterii, szybkosci z jaka ten proces przebiega, penetracji leku przez btong
cytoplazmatyczng, charakteru procesOw transportu itp. Roznice stwierdzane w tym zakresie
pomigdzy antybiotykami nalezacymi do réznych grup daty podstawe do ich podzialu na
zwiagzki, ktorych skutecznos$¢ zalezy od maksymalnego stezenia uzyskiwanego w otoczeniu
bakterii bez wzgledu na czas utrzymywania si¢ tego Stezenia oraz leki, dla ktorych
maksymalne stezenie nie jest istotne, a podstawowe znaczenie ma czas utrzymywania si¢
stezenia przekraczajacego wartosci MIC. Wprawdzie nie wszystkie elementy wspomnianych
procesow farmakokinetycznych zostaty uwzgl¢dnione w recenzowanej rozprawie doktorskiej,
tym niemniej analiza wynikow badan przedstawionych w zataczonych pracach oryginalnych
daje przekonywujacy obraz farmakokinetyki tkankowej tulatromycyny u $§win zakazonych
App.

Badania wykonano na 50 warchlakach w wieku 8 tyg., ktore podzielono na 2 grupy
liczace po 24 zwierzgta, tj. grupe¢ ,,zdrowa” i1 zakazong App. Dwa warchlaki zdrowe, ktorym
nie podawano antybiotyku stuzyly jako kontrola probek materialu wolnego od pozostatosci
tulatromycyny. Swiniom z grupy pierwszej, nie zakazonej, podawano tulatromycyne w
postaci preparatu do iniekcji Draxxin w dawce 2,5 mg/kg m.c. natomiast w grupie drugiej
antybiotyk podawano po uptywie 3-4 godz. po donosowym podaniu zawiesiny App
zawierajacej 3,5x107 CFU/m.

Parametry farmakokinetyczne, wyznaczane przy uzyciu programu Biokinetica 4,0,
wraz z ich interpretacja opisano w publikacjach oznaczonych D4 i D5. Uzyskane wyniki
poddawano analizie statystycznej testem t-Studenta dla prob niezaleznych.

W publikacji oznaczonej D2 Doktorant przedstawit wyniki badan dotyczacych
opracowania metody oznaczania tulatromycyny w osoczu $win. Dokonano optymalizacji
warunkow rozdziatu chraomatograficznego badanych probek oraz przeprowadzono niezbgdne
procedury walidacyjne. Uzyskane wyniki dowodzg przydatnosci opracowanych metod do
badania zawartosci tulatromycyny w osoczu §win. Krotki czas trwania procedury, tacznie z
przygotowaniem probek zapewnia mozliwos¢ wykonywania seryjnych oznaczen w ciagu
jednego dnia roboczego.

Analogiczng metod¢ z wykorzystaniem techniki LC-MS-MS zaadaptowano do
oznaczania tulatromycyny w tkankach i narzadach $win. Badania z uzyciem tej metody
postuzyly do oznaczania pozostatosci antybiotyku w materiale biologicznym oraz okreslenia
wplywu zakazenia App na parametry farmakokinetyki tkankowej tulatromycyny w
odniesieniu do narzagdow $§win. Wyniki uzyskane w tej czgsci badan opublikowano w pracy
oznaczonej D3.

W badaniach dotyczacych wplywu zakazenia App na farmakokinetyke tulatromycyny
oraz dyspozycj¢ antybiotyku w plucach $win wykazano, ze ulega on szybkiej absorpcji z
miejsca iniekcji 1 juz po 6 godz. osigga maksymalne st¢zenie w osoczu tak u swin zdrowych
jak 1 zakazonych. Inaczej natomiast przedstawiaty si¢ wskazniki farmakokinetyczne w
odniesieniu do phluc, w ktérych maksymalne st¢zenie tulatromycyny u $win zdrowych
pojawiato si¢ po 12 godz. natomiast w grupie §win zakazonych dopiero po 48 godz. Z tej
czgsci badan jednoznacznie wynika, ze zakazenie App istotnie wptywa na farmakokinetyke
tulatromycyny u $win. Oddziatywanie to, poza wplywem na czas osiggania maksymalnego
stezenia w tkance ptucnej, dotyczy m.in. stopnia ekspozycji na lek oraz czasu jego
utrzymywania si¢ w osoczu i plucach. W badaniach wykazano wolniejsza eliminacje
antybiotyku z osocza i tkanki ptlucnej §win zakazonych App w pordéwnaniu do badanych
tkanek zwierzat zdrowych. Nalezy zatem wnioskowaé, ze zakazenie uktadu oddechowego



$win wywotane przez App prowadzi do zmiany profilu farmakokinetyki tulatromycyny, co
wyraza si¢ zwickszeniem wskaznika AUC w osoczu i plucach oraz wydluzeniem procesu
eliminacji leku z organizmu.

Ostatnia cze$¢ badan Doktoranta, odnoszaca si¢ do farmakokinetyki tkankowej
tulatromycyny oraz profilu zanikania antybiotyku w tkankach jadalnych §win, ma istotne
znaczenie z punktu widzenia zdrowia konsumenta i zdrowia publicznego. W badaniach tych
wykazano, ze zakazenie App wptywato na profil farmakokinetyki leku poprzez zwigkszenie
wskaznika AUC w mig$niach, nerkach, watrobie, skorze 1 thuszczu oraz w miejscu iniekcji.
Najwicksze réznice w wartosSciach AUC wykazano w odniesieniu do watroby (wzrost
parametru o 118%). Wykazano takze, ze zakazenie wptywa na czas eliminacji antybiotyku z
tkanek jadalnych wydluzajac go $rednio o 13-21%. Wyniki te dowodzg odmiennosci profilu
zanikania pozostatosci tulatromycyny u zakazonych §win w poroéwnaniu do zwierzat
zdrowych. Tezg t¢ potwierdzaja poréwnawcze zestawienia stezen antybiotyku w wybranych
tkankach jadalnych z wyznaczonymi wartosciami MRL. Wprawdzie w przypadku nerki i
watroby stezenie tulatromycyny w calym okresie do$wiadczenia i w obydwu grupach
doswiadczalnych uktadato si¢ ponizej warto§ci MRL, jednak w przypadku innych tkanek
jadalnych, takich jak mig¢$nie oraz skora z thuszczem wartos$ci wyzsze od MRL utrzymywaty
si¢ przez 2-5 dni od podania leku. Warto jednak zaznaczy¢, ze stwierdzone przekroczenia
wartosci MRL miaty miejsce jeszcze przed uplywem wyznaczonego okresu karencji,
wynoszacego 13 dni, co jest istotne z punktu widzenia zdrowia konsumenta.

Przeprowadzone badania wskazuja na dhugi okres poltrwania w fazie eliminacji
antybiotyku z tkanek $win zdrowych 1 zakazonych App. Zakazenie App istotnie wptywato na
farmakokinetyke tkankowa leku takze poprzez wydhluzenie procesu jego eliminacji z tkanek.
Zakazenie przyczynia si¢ takze do wydhuzenia okresu zanikania pozostatosci antybiotyku w
tkankach i narzadach $win, o czym $wiadczy wyzsze stezenie leku w badanych tkankach w
koncowych punktach czasowych doswiadczenia, tj. po 360 1 792 godz. od podania
antybiotyku.

Z przeprowadzonych badah Doktorant wyciagnat 4 wnioski. Trzy pierwsze wnioski
odnoszg si¢ bezposrednio do wykonanych badan. Sposrod nich wniosek 2 1 3 dotyczy istoty
badan wlasnych, tj. oceny wpltywu zakazenia App na farmakokinetyke tkankowa
tulatromycyny. Wniosek 1 odnosi si¢ do czgsci metodycznej oznaczania tulatromycyny w
osoczu 1 tkankach $win, w ramach ktorej opracowano i zwalidowano metody oparte na
technologii LC-MS-MS, ktore spetniaty migdzynarodowe wymagania analityczne. Wniosek
4, w ktérym Doktorant sugeruje konieczno$¢ prowadzenia dalszych badan dotyczacych
wplywu stanow chorobowych na farmakokinetyke tkankowa lekow przeciwbakteryjnych
stosowanych w medycynie weterynaryjnej ma raczej charakter ogolny i nie wynika wprost z
przeprowadzonych badan wtasnych. Wskazuje on jednak na mozliwo$¢ wzigcia pod uwage
takze innych modeli do§wiadczalnych, w oparciu o ktére mozna bedzie bada¢ wptyw réznych
drobnoustrojow oraz wywotywanych przez nie zakazen na losy roznych chemioterapeutykow
U zwierzat.

Z uwagi na zbiorowe autorstwo cyklu prac, ktorego cz¢$¢ stanowi podstawe ubiegania
si¢ doktoranta o nadanie stopnia naukowego doktora, integralng cze$¢ rozprawy doktorskiej
stanowig os$wiadczenia wspotautorow, okreslajace indywidualny wkiad kazdego z nich w
powstanie poszczegolnych prac eksperymentalnych. Z zataczonych oswiadczen wynika, ze w
przypadku wiekszos$ci publikacji wspotautorski udzial doktoranta byt wigkszosciowy i
wynosit 0od 55%-95%. W tym zakresie wkladu pracy miescit si¢ udzial w opracowaniu
metody analitycznej, walidacji metody, prowadzeniu doswiadczen na zwierzetach,
wykonywaniu analiz laboratoryjnych, interpretacji wynikéw badan i pisaniu publikacji.
Indywidualny udziat pozostalych wspoétautorow, w liczbie od 1-3 w zaleznosci od publikacji,



byt zréznicowany i wahal si¢ od 45%-5%. Wklad pracy wspolautorow polegal na
wspohidziale w wykonywaniu analiz laboratoryjnych, interpretacji wynikow badan oraz
korekcie redakcyjnej tekstu. Najwigkszy wkiad whasny wspotautorow, wynoszacy 45%
dotyczyt publikacji, w ktorej Doktorant jest trzecim wspoétautorem sposrod trzech autorow
pracy. Analiza dotaczonych do rozprawy doktorskiej oswiadczen wspolautorow wskazuje na
dominujacy udzial Doktoranta w pracy na kazdym z etapow realizacji cyklu publikacji.
Wartym podkreslenia jest wigkszosciowy wkiad pracy kandydata do stopnia naukowego w
tworzenie koncepcji badan, precyzowanie celu pracy, wykonywanie analiz laboratoryjnych, a
takze interpretacje uzyskiwanych wynikow i pisanie prac. Analiza i ocena przytoczonego
zestawienia procentowego wkladu pracy wspotautorow w powstawanie poszczegllnych prac
eksperymentalnych upowazniaja recenzenta do stwierdzenia, ze Doktorant jest w peini
uprawniony do uznawania prezentowanego cyklu publikacji jako podstawy ubiegania sie 0
nadanie stopnia naukowego doktora na podstawie rozprawy naukowe] stanowigcej czgs¢
pracy zbiorowej.

7 obowiazku recenzenta zwracam uwage na drobne i bardzo nieliczne niescistosci
dotyczace nomenklatury wykorzystywanej w opisowe) czesci rozprawy. Przykladowo,
okreslenia bakterie aerobowe i anaerobowe” mozna zastapi¢ bakteriami tlenowymi 1
beztlenowymi. ,,Kapsule” mozna zastapi¢ otoczka. Uzyty w tytule rzeczownik ,infekcja”
mozna zastapi¢ zakazeniem. Niescistos¢ pojawita sie na str. 18, na ktorej widnieje zapis:
_osocze od $win z obu grup pobierano z zyly czczej doczaszkowej ...”. Winno by¢ ,,probki
krwi ... pobierano ...”. Te uwagi maja oczywiscie wytacznie charakter porzadkowy.

Podsumowujac uwazam, ze recenzowana praca doktorska dotyczy interesujacego, z
poznawczego i praktycznego punktu widzenia, problemu wptywu zakazen bakteryjnych na
farmakokinetyke antybiotykow. Analiza i ocena prac eksperymentalnych ujetych w rozprawie
dowodzi oryginalnosci rozwiazan problemu naukowego, a takze ugruntowanej wiedzy
doktoranta w dziedzinie farmakologii. Swiadczy takze o doskonatym opanowaniu metodyki
badan naukowych, zwlaszcza w odniesieniu do badan farmakokinetycznych, co stanowi jeden
z atrybutow umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej w dziedzinie wiedzy,
ktora reprezentuje. Zaprezentowane badania otwieraja nowy rozdziat w badaniach
farmakokinetyki lekow przeciwbakteryjnych, dotyczacy wplywu zakazen réznymi
drobnoustrojami na dystrybucje 1 utrzymywanie si¢ lekow w tkankach zwierzecych.
Przedstawiony w pracy doktorskiej model eksperymentalny w praktyce mozna zaadaptowac
do innych uktadéw doswiadczalnych, obejmujacych antybiotyki nalezace do innych grup oraz
zakazenia wywotywane przez inne drobnoustroje.

Stwierdzam zatem, ze rozprawa doktorska Pana Tomasza Bladka p.t. ,,Wplyw infekcji
Actinobacillus pleuropneumoniae na farmakokinetyke tkankowa tulatromycyny u swin”
odpowiada warunkom okreslonym w artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. 0 stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki 1 przedstawiam
Wysokiej Radzie Naukowej Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego - Panstwowego
Instytutu Badawczego w Pulawach wniosek o dopuszczenie Pana Tomasza Bladka do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczeénie, biorac pod uwage aktualnosc problematyki badawczej ujetej W
recenzowanej rozprawie doktorskiej, spojnos¢ koncepcji badan oraz rzetelnoé¢ ich realizacji
wnosze do Wysokiej Rady Naukowej o wyroznienie ocenianej pracy doktorskie] stosowng
nagroda.
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