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Ocena rozprawy doktorskiej lekarza Jana tukasika zatytufowanej:
»Probiotyki w zapobieganiu dziataniom niepozgdanym antybiotykoterapii
u dzieci ”.

Antybiotyki nalezg do najczesciej przepisywanych lekéw, jednak ich
stosowanie wigZze sie z wystapieniem niepozgdanych reakcji klinicznych,
zaburzeniem sktadu mikroorganizméw zasiedlajacych przewéd pokarmowy
oraz selekcja mikroorganizméw opornych na antybiotyki. Najczestszym
i najlepiej udokumentowanym nastepstwem antybiotykoterapii jest biegunka.
Ryzyko wystapienia biegunki zwigzanej z antybiotykoterapia (AAD) moze
zmniejszyé zastosowanie probiotykéw. Prawidtowo przeprowadzone badania
kliniczne wskazujg na umiarkowang skuteczno$¢ wybranych szczepow
probiotycznych, jednak w praktyce obserwujemy duzg dowolno§é przy wyborze
konkretnego produktu przez lekarzy i rodzicow. Dotychczas w wiekszosci
badah oceniano skuteczno§¢ pojedynczych szczepéw probiotycznych,
wyjatkowo  probiotykéw  dwugatunkowych.  Skuteczno$é  probiotykéw
wielogatunkowych i wieloszczepowych nie byta przedmiotem badan u dzieci.

W zwiazku z powyzszym temat badan podjetych przez lekarza Jana
tukasika jest bardzo wazny w aspekcie racjonalnego stosowania probiotykow
w zapobieganiu biegunce zwigzanej z antybiotykoterapia.

Rozprawa doktorska jest wynikiem wieloletniego zainteresowania Doktoranta
problematyka mikrobioty jelitowej i metod jej modyfikacji. Kluczowe jest swietne
przygotowanie merytoryczne do zaplanowanych badan, czego dowodem sag
liczne artykuty wspotautorstwa Doktoranta opublikowane w najlepszych
czasopismach medycznych.
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Ocena formaina

W skiad rozprawy doktorskiej lekarza Jana tukasika wchodzg trzy
przykiadnie opracowane artykuty opublikowane w miedzynarodowych
recenzowanych czasopismach: 1/protokdt badania, 2/praca oryginalna,
3/przeglad systematyczny o tgcznej imponujacej punktacji wspoéiczynnika
oddziatywania IF=21,82.

1. tukasik J., Szajewska H.: Effect of a multispecies probiotic on reducing the
incidence of antibiotic-associated diarrhoea in children: a protocol for
a randomised controlled trial. BMJ Open, 2018; 8(5): 1-7 (IF 2,38);

2. tukasik J., Dierikx T., Besseling-van der Vaart |., de Meij T., Szajewska H.,
on behalf 2. of the Muitispecies Probiotic in AAD Study Group: Multispecies
probiotic for the prevention of antibiotic-associated diarrhea in children.
JAMA Pediatrics, 2022; accepted (IF 16,2);

3. tukasik J., Guo Q., Boulos L., Szajewska H., Johnston B.C.: Probiotics for
the prevention of antibiotic-associated adverse events in children -
a scoping review to inform development of a core outcome set. PLoS One,
2020; 15(5): e0228824. (IF 3,24).

Rozprawa ma uklad wymagany dla prac doktorskich prezentowanych
w formie cyklu pubiikacji, liczy z pi$miennictwem i zatgcznikami 106 stron. W jej
sktad wchodzi kolejno: streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wstep,
zatozenia i cel pracy, kopie pubiikacji, podsumowanie i wnioski.

Prace uzupetniajg: spis tresci i uzytych w tekscie skrotow, streszczenie
pracy w jezyku polskim i angielskim, wykaz pi$miennictwa omawianego
we wstepie oraz zgoda Komisji Bioetycznej przy Warszawskim Uniwersytecie
Medycznym na prowadzenie zadania badawczego. Cytowane piémiennictwo
zawiera 173 pozycje, sg to prace oryginalne, pogladowe i metaanalizy,
w wiekszosci pochodzace z ostatnich 10 lat.

Lektura rozprawy doktorskiej lekarza Jana tukasika, mimo iz
podyktowana obowigzkami recenzenta, sprawita mi wielka przyjemnosé. Wstep
rozprawy napisany zostat bardzo precyzyjnym jezykiem naukowym
Z jednoczesnym zachowaniem pieknej polszczyzny. Stanowi doskonaty
przyktad potgczenia swobody pisania wynikajgcej z doglebnej znajomosci
poruszanych zagadnien oraz literackich predyspozycji Autora, tak cenionych
u os6b zajmujacych sie praca naukowa.



Ocena merytoryczna

Pierwsza cze$¢ pracy stanowi wprowadzenie teoretyczne do
przeprowadzonych badan. Doktorant z doskonalg znajomoscia tematu
przedstawia najnowsze informacje dotyczace mikrobioty przewodu
pokarmowego, charakteryzuje prawidtowy skiad mikrobioty jelitowej, czynniki
wplywajace na jej réwnowage oraz przyczyny i nastepstwa dysbiozy.
Przedstawia mozliwosci modyfikacji mikrobioty, analizuje obecna wiedze
dotyczacg niepozadanych nastepstw antybiotykoterapii, w tym biegunki
zwigzanej z antybiotykoterapia oraz ryzyka wystapienia choréb przewlekiych.
Przedstawia definicje AAD, potencjaine patomechanizmy i czynniki ryzyka
sprzyjajace jej wystapieniu oraz odrebnosci przebiegu w populacii
pediatrycznej. W kolejnych podrozdzialach wskazuje na potencjalng role
probiotykbw w  zmniejszeniu ryzyka wystapienia tego powikfania
antybiotykoterapii.  Definiuje  pojecie  probiotykéw  wielogatunkowych
i wieloszczepowych, podkreslajac  potrzebe oceny skutecznoéci kazdego
z probiotykéw w konkretnej sytuacii kliniczne;.

Na szczegélne podkresienie zastuguje przeprowadzona przez Autora
analiza probleméw metodologicznych, jakie spotykamy w badaniach
klinicznych nad rolg probiotykéw w zapobieganiu AAD. Doktorant zauwaza
duzg rozbiezno$¢ protokotéw badan, braku jednolitego okre$lenia ADD,
heterogenno$¢ punktéw koricowych przyjetych przez badaczy. Podkresla
konieczno$¢ ostroznej interpretacji badan obserwacyjnych szczegdlnie w ich
aplikacji klinicznej, zwracajac uwage na btedy jakimi mogg byé obarczone takie
badania. O bardzo dobrym przygotowaniu do prowadzenia dziatalnosci
naukowej $wiadcza rozwazania o znaczeniu prawidtowo sformutowanego
pytania klinicznego w badaniach interwencyjnych oraz prawidiowo
zdefiniowanego, prawidiowo zmierzonego i zaraportowanego punktu
koricowego w uzyskaniu wiarygodnych i przydatnych klinicznie wynikow.

Autor postawit sobie nastepujace cele badawcze:

1. ocena skutecznosci probiotyku wielogatunkowego w zapobieganiu biegunce
zwigzanej z antybiotykoterapia u dzieci;

2. systematyczna dokumentacja i ocena metodologiczna punktéw koncowych
raportowanych w istniejgcych badaniach na temat stosowania probiotykéw
w trakcie antybiotykoterapii u dzieci.



Cele pracy sg jasno zdefiniowane, problemy aktualne i wazne z punku widzenia
potencjalnej aplikacji klinicznej.

Na podstawie rzetelnej pracy badawczej, analizy dostepnych danych,
w oparciu o warsztat naukowy rozwijany przez lata pod nadzorem prof. Hanny
Szajewskiej, Doktorant przygotowat protokét badania klinicznego, a nastepnie
zgodnie z protokotem, przeprowadzit badania dotyczace oceny skutecznosci
probiotyku  wielogatunkowego w  zapobieganiu biegunce zwigzanej
z antybiotykoterapia u dzieci.

Doktorant  zaplanowat  prospektywne  wieloosrodkowe  badanie
z randomizacjg metodg poczwérnie Slepej proby. Taki model badania uwazany
jest za najbardziej odpowiedni do weryfikacji hipotez badawczych. Doktorant
zdefiniowat pierwszorzedowy punkt koncowy i punkty drugorzedowe,
scharakteryzowat kryteria wiaczenia i wykluczenia, oszacowat niezbedna liczbe
pacientow. Na szczegodlne podkreslenie zastuguje zastosowany sposéb
zaslepienia, w ktérym alokacja do grupy nie jest znana na zadnym etapie
tacznie z etapem opracowania wynikéw. Protokét badania zostat opublikowany
i wtaczony do prac wchodzacych w skiad rozprawy doktorskiej.

W kolejnym etapie Doktorant oceniat skuteczno$§¢ probiotyku
wielogatunkowego zawierajgcego 8 szczepow bakterii (Bifidobacterium bifidum
W23, Bifidobacterium lactis W51, Lactobacillus acidophilus W37, Lactobacillus
acidophilus W55, Lacticaseibacillus paracasei W20, Lactiplantibacillus
plantarum W62, Lacticaseibacillus rhamnosus W71 i Ligilactobacillus salivarius
W24) w zapobieganiu biegunce zwigzanej z antybiotykoterapig u dzieci.
Badaniem objeto 350 dzieci w wieku od 3miesigccy do 18 lat (dwa os$rodki
z Polski i cztery z Niderlandéw). Uczestnicy otrzymywali probiotyk w dawce
10 miliardéw jednostek tworzgcych kolonie na dobe lub placebo przez okres
antybiotykoterapii i przez 7 kolejnych dni. Pierwszorzedowym punktem
koricowym byta biegunka zwigzana z antybiotykoterapia, zdefiniowana jako co
najmniej 3 luzne lub wodniste stolce na dobe w okresie 24 godzin, wywotane
przez C. difficile lub o nieustalonej etiologii (po wykluczeniu czynnikéw
infekcyjnych). Badanie wykazato, ze wielogatunkowy probiotyk zastosowany
w badaniu nie redukowat ryzyka wystapienia biegunki zwiazanej
z antybiotykoterapia. W grupie otrzymujgcej badany probiotyk stwierdzono
istotnie mniejsze catkowite ryzyko biegunki ocenianej niezaleznie od etiologii
(drugorzedowy punkt koncowy). Wyniki zostaly przedstawione w formie pracy



oryginalnej, wchodzacej w skiad rozprawy. O jakosci przeprowadzonych badan
i wartosci wynikéw najlepiej $wiadczy fakt, iz praca ukazata sie w jednym
z najbardziej prestizowych czasopism medycznych.

Trzecig cze$é rozprawy stanowi przeglad pismiennictwa (ang. Scoping
Review) dokumentujacy punkty koricowe przyjete w badaniach dotyczacych
stosowania probiotykéw w trakcie leczenia antybiotykami u dzieci. Na
podstawie analizy wyselekcjonowanych zgodnie z przyjeta procedurg
37 badan, autor stwierdza duzg heterogenno$¢ punktéw koncowych w tym brak
jasno zdefiniowanego rozpoznania AAD, rzadko oceniane: czas trwania
biegunki, cigzko$¢ przebiegu oraz jako§¢ zycia pacjentéw. Obserwacje te
stanowia podstawg do przygotowania prawidiowo zaplanowanych badan
dotyczacych roli probiotykéw w zapobieganiu AAD.

Bardzo istotne jest wigczenie do rozprawy, oprécz publikacji, takze
suplementu zawierajgcego szczegdlowy opis strategii przeszukiwania baz
danych, charakterystyke publikacji wiaczonych i wykluczonych z analizy. Nalezy
podkresli¢, Ze przygotowanie takiego przegladu wymaga duzego naktadu pracy,
systematyczno$ci i umiejetnosci dziatania w zespole.

Efekty swojej pracy Doktorant ujat w formie trzech wnioskow:

1. W przeprowadzonym badaniu z randomizacja metoda poczwérnie $lepej
proby z placebo wykazano skuteczno$¢ probiotyku wielogatunkowego
w zmniejszaniu catkowitego ryzyka biegunki, niezaleznie od jej etiologii,
w trakcie antybiotykoterapii i przez 7 kolejnych dni. Tak zdefiniowany punkt
koficowy lepiej oddaje pragmatyczne podejscie przyjete w praktyce
klinicznej niz konserwatywna definicja AAD. Na podstawie wynikéw badania
mozna rozwazaé¢ zastosowanie badanego probiotyku w trakcie
antybiotykoterapii u dzieci.

2. Punkty korcowe w badaniach dotyczacych stosowania probiotykow
w trakcie antybiotykoterapii u dzieci sa heterogenne oraz rzadko
uwzgledniajg perspektywe pacjenta. Wyniki przegladu systematycznego
uzasadniajg potrzebe stworzenia zestawu podstawowych punktéw
koticowych dedykowanych tej tematyce.

3. Oceniane fgcznie wnioski obu badar demonstrujg istotnosé definicji punktu
kohcowego dla interpretacji wynikow badan klinicznych dotyczacych
stosowania probiotykéw w trakcie antybiotykoterapii.



Po lekturze pracy nasuwaja sie pewne uwagi.

1. W trakcie prowadzenia badania, w zwigzku z niezadawalajgca liczbg
zrekrutowanych pacjentéw, Doktorant dokonat dwéch zmian w protokole:
zwiekszyt liczbe osrodkéw biorgcych udziat w badaniu i obnizyt wiek
badanej grupy do 3 miesiecy. O ile pierwsza zamiana byla przewidziana
w protokole, a udziat kilkku oS$rodkéw podnosi znaczenie uzyskanych
wynikéw, to obniZzenie granicy wieku zmienia charakterystyke badanej
populacji i implikuje liczne nastepstwa, co wymaga omoéwienia. W projekcie
badawczym nie znajdujemy wyjasnienia, dlaczego Autor pierwotnie ustalit
limit wieku na 6 miesiecy - czy decydowaty o tym wzgledy organizacyjne czy
merytoryczne? Obnizenie granicy do 3 miesiecy skutkowato zwigkszeniem
odsetka niemowlat posréd zrekrutowanych uczestnikéw. Analizujgc
charakterystyke pacjentow, mozemy zauwazy¢, iz polowa z nich nie
przekroczyta 28 miesiecy. Jak wynika z publikacji niski wiek pacjentow
wiagze sie ze zwigkszonym prawdopodobienstwem wystapienia AAD jak
i infekcji wirusowych przewodu pokarmowego.

Mozna przypuszczaé, ze dzieci w wieku 3-6 miesiecy w wielu
przypadkach karmione byly w sposéb mieszany, to znaczy, ze otrzymywalty
takze pokarm naturalny. Ten sposdb karmienia mégt byé czynnikiem
modyfikujgcym podatno$¢ na infekcje i wystepowanie AAD. W pracy nie
znajduje informacji dotyczgcych sposobu karmienia niemowlat.

2. Wielu autordw zajmujacych sie problematyka biegunek u niemowlat
podkresla trudnosci zwiazane z oceng liczby stolcéw u pieluchowych
pacjentow. Zgodnie z  pierwszorzgdowym  punktem  koncowym
i drugorzedowymi punktami konncowymi w badaniu Doktoranta
0 rozpoznaniu AAD, tagodnej AAD i ciezkiej AAD, a takze biegunki bez
wzgledu na etiologie, decydowata liczba stolcow w okreslonym przedziale
czasu, bez wzgledu na ich objetosé. Biorgc pod uwage trudnosci
w okresleniu rzeczywistej liczby oddanych stolcow u niemowlecia 3-6
miesigcznego (ocenia sie ilos¢ zmienionych pieluszek, a nie liczbe
wypréznien) kwalifikacja pacjenta do grup AAD mogta by¢ obarczona duzym
bfedem.



3. Objawy niepozadane wystepujace u dzieci leczonych antybiotykami
i otrzymujgcych  prebiotyk  odzwierciediaja raczej powiktania
antybiotykoterapii niz stosowania probiotyku. W badaniu Doktoranta zwraca
uwage niski, w poréwnaniu z innymi pracami, odsetek pacjentéw
demonstrujgcych objawy niepozadane, szczegodinie bél brzucha. Czy nie jest
to wynikiem nieprawidtowej kwalifikacji tych objawéw ze wzgledu na
zréznicowanie wiekowe pacjentéw (3 miesiace - 18 lat)? Biorac pod uwage
duzy udziat najmtedszych dzieci moze nalezato zastosowaé w ich przypadku
inne narzedzie np. Infant Gastrointestinal Symptoms Questionnaire (IGSQ)?

4. Efekt dziatania probiotyku zalezy miedzy innymi od dawki, wyzsze dawki
w pewnym zakresie wykazujg lepsza skuteczno$¢. Jednoczesnie dostepne
preparaty dla dzieci zazwyczaj zawierajg zredukowang dawke w stosunku
do dorostych. W badaniu Doktorant zastosowat 1x10° CFU (jednostek
formujacych kolonie) na dobe. Czy zastosowanie tej samej dawki probiotyku
u 4 miesigcznego dziecka (6 kg) i 17 (50 kg) pozostaje bez wplywu na
uzyskane wyniki?

5. Zgodnie z tabela 1. do badania zakwalifikowano takze pacjentéw leczonych
antybiotykiem z powodu infekeji przewodu pokarmowego. Biegunka jest
czestym objawem w przebiegu tych schorzen, co w mojej opinii przemawia
za wykluczeniem tej grupy z badania.

6. Najwigksze moje zastrzezenia budzg wnioski przedstawione przez
Doktoranta. Pierwszym celem pracy doktorskiej byta ocena skutecznosci
probiotyku wielogatunkowego w zapobieganiu biegunce zwigzane;
z antybiotykoterapig u dzieci. Realizacja tego celu wymagata opracowania
protokotu i przeprowadzania wieloosrodkowego badania, bedacego
najwazniejszg czescig rozprawy. Pierwszorzedowym punktem koricowym
byto wystapienie biegunki zwigzanej z antybiotykoterapig definiowanej jako
3 lub wiecej luznych stolcéw na dzien w okresie 24 godzin, wywotanych
przez C. difficile iub o nieokreslonej etiologii, po wykiuczeniu czynnikéw
infekcyjnych. Wyniki badania jednoznacznie wskazujg na brak efektu
ochronnego badanego probiotyku wielogatunkowego na wystepowanie AAD
u dzieci. | taki tez gtowny wniosek przedstawiono w publikacji wchodzacej



w skiad rozprawy. Odpowiadat on celom pracy. Natomiast w rozprawie
Doktorant nie uwzglednit tego wyniku we wnioskach. Za najwazniejsze uznat
wykazanie skutecznosci probiotyku wielogatunkowego w zmniejszeniu
catkowitego ryzyka biegunki, niezaleznie od jej etiologii w trakcie
antybiotykoterapii.

Z punktu widzenia pacjenta interwencja zmniejszajagca ryzyko
wystgpienia jakiejkolwiek biegunki w trakcie antybiotykoterapii ma
znaczenie. Jednak z punku widzenia poprawnosci metodologicznej nie
zgadzam sie z takim porzadkiem wnioskoéw, podkresiam rozbieznoéé
pomigdzy celem i wnioskiem z badania. Cel pracy dotyczy biegunki
zwiazanej z antybiotykoterapig z wykluczaniem czynnikéw infekcyjnych,
wniosek odnosi sig do biegunki w trakcie antybiotykoterapii bez okreslania
iej przyczyny.

Wystepowanie biegunki bez wzgiedu na etiologie byto drugorzedowym
punktem koncowym. Biegunka zwigzana byta z infekcjg rotawirusowa
I modszym wiekiem badanych. Autor w opublikowanej pracy (druga pozycja
z prac wchodzacych w sktad rozprawy) podkresla, ze taki wynik moze
wskazywac raczej na ochronna role probiotykéw w biegunce rotawirusowej,
co jednak nie bylo przedmiotem badania.

Z duza ostroznoscig trzeba interpretowac stwierdzong wyzsza czestosé
wystepowania biegunki i potrzeby dozylnego nawodnienia w grupie
otrzymujacej placebo (obserwowane wylacznie w polskiej grupie). Nalezy
zauwazyC, ze w polskiej grupie prawie wszyscy badani pacjenci byl
hospitalizowani, co sprzyja wystepowaniu infekcji szpitalnych, szczegélinie
rotawirusowych. Na wystapienie tych infekcji miato wpltyw wiele innych
czynnikéw, np. szczepienie przeciw rotawirusom, pora roku. Biorac pod
uwage antybiotykoterapie prowadzong w warunkach szpitalnych, wysoki
odsetek leczenia antybiotykami drogg dozyina, nieche¢ do nawadniania
doustnego i preferowanie nawadniania dozylnego u dzieci hospitalizowanych
w polskich szpitalach ocena rzeczywistych wskazan do nawodnienia
dozylnego w przebiegu biegunki nie jest obiektywna.

Poczynione z obowigzku recenzenta uwagi krytyczne nie umniejszajg
wartosci merytorycznej przedstawionej mi do recenzji pracy, stanowig natomiast
podstawe do dyskusji podczas publicznej obrony.



Podsumowanie

Rozprawe doktorska lekarza Jana tukasika oceniam bardzo wysoko. Jest
ona $wiadectwem dojrzatosci naukowej Doktoranta, wyrazem Jego pasiji
i ogromnej dbato$ci o najwyzsze standardy pracy badawczej. Rozprawa
doktorska stanowi cenne Zzrodio informacji, ma duze znaczenie kliniczne,

wskazuje kierunki dalszego rozwoju Doktoranta.

Rozprawa doktorska speinia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1668)
w zwigzku 2z powyzszym wnosze do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk
Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie
lekarza Jana tukasika do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczeénie wnosze do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk Medycznych
WUM o wyrdznienie niniejszej pracy.
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