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Promotor: Prof. dr hab. n. med. Eugenia Gospodarek-Komkowska

Promotor pomocniczy: Dr n. med. Tomasz Bogiel

Doktorantka ukonczyla studia licencjackie z biotechnologii w latach 2013-2016 oraz
studia magisterskie z biotechnologii, o specjalnosci biotechnologia medyczna, w latach 2016-
2018 w Uniwersytecie Mikofaja Kopernika w Toruniu, Collegium Medicum im. Ludwika
Rydygiera w Bydgoszczy. Nastepnie w latach 2018-2021 odbyta studia podyplomowe w zakresie
analityki medycznej w Pomorskim Uniwersytecie Medycznym w Szczecinie. Zgodnie z
zalaczonym zyciorysem od 2022 r. realizuje ksztalcenie specjalizacyjne dla diagnostow
laboratoryjnych w dziedzinie mikrobiologii medycznej. Jej przygotowanie faczy zatem

kompetencje biotechnologiczne z doswiadczeniem w laboratoryjnej diagnostyce medycznej.

Praca doktorska przedtozona do recenzji sktada si¢ z cyklu trzech artykutow
opublikowanych w czasopismach znajdujacych si¢ na liscie Journal Citation Reports (JCR),
opublikowanych w latach 2022-2024. Wedlug zestawienia zamieszczonego w rozprawie

sumaryczny IF cyklu wynosi 12,0, a taczna punktacja MNiSW 180 punktow.
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Cafa rozprawa doktorska liczy w sumie 103 strony i zostala skomponowana
w nastepujacy sposob: Strony tytutowe; Podzigkowania; Spis tresci; Wykaz stosowanych
skrotow; Wstep; Cel badan; Wykaz publikacji tworzacych cykl z opisem bibliograficznym:;
Material i metody badawcze; Opis wynikéw ujetych w publikacjach wehodzacych w sktad cyklu:
Whioski i podsumowanie; Streszezenie w jezyku polskim; Abstract; Bibliografia; Zyciorys
naukowy; Kopie publikacji wchodzacych w sklad cyklu; Oswiadczenia autora rozprawy

doktorskiej; Oswiadczenia wspotautorow; Zgoda Komisji Bioetyczne;j.

Tematyka pracy dotyczy istotnego problemu mikrobiologii medycznej, tj.
wspohwystepowania genetycznych determinant wirulencji i opornosci na karbapenemy oraz
wiarygodnosci ich wykrywania u klinicznych szczepdw Acinetobacter baumannii. Wartosé
cyklu polega na polaczeniu charakterystyki lokalnej kolekcji izolatow z oceng metod
przydatnych w praktyce laboratoryjnej. Dobdr problematyki uwazam za uzasadniony naukowo

i aplikacyjnie.

Publikacje stanowigce podstawe rozprawy:

e Publikacja nr 1: Depka D., Bogiel T., Rzepka M., Gospodarek-Komkowska E. The
prevalence of virulence factor genes among carbapenem-non-susceptible Acinetobacter
baumannii clinical strains and their usefulness as potential molecular biomarkers of
infection. Diagnostics 2023; 13(6): 1036, 11 stron. DOI: 10.3390/diagnostics13061036.
[F: 3,0; punktacja MNiSW: 70. Doktorantka jest pierwsza z czterech osob w wykazie
autorow oraz wspolautorka korespondencyjna.

e Publikacja nr 2: Depka D., Bogiel T., Rzepka M., Gospodarek-Komkowska E. Insertion
sequences within oxacillinases genes as molecular determinants of Acinetobacter
baumannii resistance to carbapenems - a pilot study. Microorganisms 2024; 12(10): 2057,
12 stron. DOI: 10.3390/microorganisms12102057. IF: 4,2; punktacja MNiSW: 40.

Doktorantka jest pierwsza z czterech osob w wykazie autorow.
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e Publikacja nr 3: Depka D., Mikucka A., Bogiel T., Rzepka M., Zawadka P., Gospodarek-
Komkowska E. Conventional and real-time PCR targeting blaOXA genes as reliable
methods for a rapid detection of carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii clinical
strains. Antibiotics 2022; 11(4): 455, 10 stron. DOI: 10.3390/antibiotics11040455. IF:
4.8; punktacja MNiSW: 70. Doktorantka jest pierwsza z szesciu 0sdb w wykazie autoréw

oraz autorka korespondencyjna.

Ocena pracy doktorskiej:
Wstep:

Bardzo pozytywnie oceniam uwzglednienie rysu historycznego rodzaju Acinetobacter,
ktéry porzadkuje zagadnienia taksonomiczne. Wstep opisuje cechy biologiczne, determinanty
wirulencji, mechanizmy opornosci, epidemiologie oraz leczenie zakazen. Szczeg6lnie przydatny
jest opis biofilmu, jego etapdw rozwoju i znaczenia dla przetrwania bakterii, poniewaz stanowi
bezposrednie uzasadnienie badania gendw bap i surAl.

Rozdzial o wirulencji trafnie eksponuje czynniki wirulencji takie jak LOS, otoczke,
uklady pozyskiwania jonow zelaza i biofilm. Zdanie na s. 10 [,,Fizjologicznie, jak wszystkie
OMP, peini ono role kanatu porynowego dla matych czgsteczek™], wskazujace ze wszystkie
OMP penia funkcje kanatéw porynowych, jest zbyt szerokie: wymieniona grupa obejmuje biatka
o roznych funkcjach. Nalezy tez konsekwentnie odroznia¢ obecnos¢ gendow zwigzanych
z biofilmem od zdolnosci do wytwarzania biofilmu, ktorej w-tym cyklu bezposrednio nie
oznaczano. W tym miejscu prosz¢ o odniesienie si¢ do tego zagadnienia podczas publicznej

obrony pracy doktorskiej.

Cele pracy obejmuja trzy spdjne kierunki: ocene czestosci i wspotwystgpowania
wybranych genéw wirulencji i genow karbapenemaz, analiz¢ obecnos$ci blaoxs oraz ISAbal
w kontekscie fenotypu wrazliwosci na karbapenemy, a takze poréwnanie metod wykrywania
tych mechanizmow. Cele szczegdlowe przyporzadkowano poszczegdlnym publikacjom, co

utatwia ocene ich realizacji. Sformutowanie dotyczace oceny zdolnosci do wywolywania
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zakazen nalezy rozumie¢ jako charakterystyke potencjatu genetycznego, poniewaz nie wykonano

badan funkcjonalnych wirulencji ani bezposrednich pomiarow ekspresji genow.

Opis metodyki zostat uzupetniony procedurami opisanymi w trzech artykutach. Szczepy
pochodzity od pacjentow Szpitala Uniwersyteckiego nr | im. dr. Antoniego Jurasza
w Bydgoszczy. Publikacja nr 1 obejmowata 100 izolatow z lat 2017-2020; publikacja nr 2 88
izolatow z lat 2017-2023, w tym 35 wrazliwych na meropenem i 53 oporne na oba oceniane
karbapenemy; publikacja nr 3 zas 58 izolatéw z lat 2017-2019. Liczebnosci tych nie nalezy
sumowac jako liczby unikatowych szczepow calej rozprawy bez wykluczenia nakladania sie
kolekcji.

Zastosowano identyfikacje MALDI-TOF MS, oceng lekowrazliwosci w systemie BD
Phoenix M50, klasyczny PCR, real-time PCR z barwnikiem EvaGreen i analiza topnienia
produktéw, test CarbAcineto NP, metode CIM oraz test eazyplex SuperBug complete A. Dobor
metod odpowiadat celom cyklu publikacji i obejmowat zardwno wykrywanie genow, jak i ocene
aktywnosci karbapenemaz. Zaletg jest opis producentow, starteréw i warunkow reakcji
w opisanych w publikacjach.

W trakcie lektury pracy doktorskiej pojawito si¢ pytanie dotyczace metodyki real-time
PCR. Dlaczego zdecydowano si¢ na PCR z barwnikiem interkalujgcym i analiza krzywych
topnienia zamiast sond hydrolizujagcych typu TagMan? Prosze omowi¢ swoistos¢ analityczna,
koszty, mozliwos¢ multipleksowania, tolerancje zmiennosci sekwencji i sposob wykluczania
amplifikacji nieswoistej. Sonda zwigksza specyficznos¢ rozpoznania sekwencji, ale
o przydatnosci testu rozstrzyga jego walidacja. Jakie przyjeto kryteria akceptacji krzywej

topnienia, powtarzalno$¢ oraz sposéb kontroli inhibicji?

W sekcji wynikéw doktorantka podsumowuje rezultaty opisane szczegdtowo w cyklu
prac sktadajacych si¢ na rozprawe doktorska. Jako recenzent bardzo prosz¢ o odniesienie si¢ do
nast¢pujgcej kwestii: prosze przedyskutowac zastosowanie sekwencjonowania catogenomowego

(WGS) do rozpoznawania wariantow blaox4, organizacji regionow ISAbal, mozliwych zmian
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w miejscach wiazania starterow (jak to moze wplywac na diagnostyke laboratoryjna w przypadku
wykorzystania paneli syndromicznych?) i pokrewienstwa izolatow. WGS byloby szczegdlnie
przydatne dla nietypowego amplikonu (1000 pz, zamiast oczekiwanych 962 pz) oraz szczepow
0 rozbieznym genotypie i fenotypie; pomocne moze byc¢ takze celowane sekwencjonowanie
produktu PCR. Analiza genomu nie zastapi jednak pomiaru ekspresji gendéw. Jest to propozycija
dalszego kierunku badan, a nie warunek retrospektywnego rozszerzenia catego cyklu

o dodatkowa publikacje.

Doktorantka sformulowata 7 wnioskow. Rozprawa dostarcza wartosciowych danych
obserwacyjnych, ale wymaga ostroznego podejscia do kwestii ryzyka zakazenia wywolanego
przez badane izolaty, stad uwazam, ze wnioski s3 wywazone i ograniczaja si¢ do sfery

diagnostyki laboratoryjnej, nie dotykaja zas kwestii klinicznych.

Uwaga dodatkowa:
Wykaz skrotow nie obejmuje wszystkich skrotéw uzytych w czesei autorskiej, m.in. RND
(s. 13), MALDI-TOF MS, EUCAST i ATCC (s. 20) oraz IVD (s. 22). Nalezy uzupehni¢ ich

rozwiniecia w indexie.

Pozytywnie oceniam dotaczenie zyciorysu naukowego, ktory pozwala osadzi¢ rozprawe
w szerszym dorobku Doktorantki. Wedlug podanych w nim danych dorobek obejmuje 17
publikacji, sumaryczny IF 72,621, 1500 punktow MNiSW i indeks Hirscha 8 wedtlug Scopus;
wartosci te obejmujg takze cykl doktorski (warto poda¢ takze H wedtug Web of Science, jako
powszechnie stosowany np. przez NCN). Warto takze podawac date dzienna, kiedy pobrano dane
bibliometryczne z baz.

Doktorantka taczy prace w diagnostyce mikrobiologicznej z dziatalnoscig badawcza
i dydaktyczna, aktywnym udzialem w konferencjach naukowych oraz popularyzacjg nauki.

Wykazala udziat jako wykonawca w projekcie NCN SONATA i projekcie dotyczacym systemu
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BacterOMIC, a takze zespolowa nagrode Rektora UMK za osiggnigcia naukowe w 2021 r. Sg to

clementy potwierdzajace systematyczny rozwoj kompetencji zawodowych i naukowych.

Oswiadczenia autorki rozprawy doktorskiej:

Deklarowany udzial Doktorantki wynosi odpowiednio 65%, 50% i 50%, a udzialy
wszystkich autoréw sumujg sie do 100% w kazdej publikacji. Opis Jej pracy obejmuje
projektowanie badan lub ich czgséci, prowadzenie do$wiadczen, walidacje, analize wynikow
i przygotowanie manuskryptow. Zakres ten, wsparty pierwszym autorstwem wszystkich
artykutow, przemawia za istotnym i mozliwym do wyodrebnienia wkladem w przedstawione

osiggniecie.

Ocena konicowa i wniosek:

Przedstawiona do oceny rozprawa mgr Dagmary Depki-Radzikowskiej stanowi spdjny
tematycznie zbiér prac poswigconych genetycznym podstawom wirulencji i opornosci na
karbapenemy klinicznych izolatow A. baumannii oraz metodom ich wykrywania. Jej wartos¢
naukowa wynika z charakterystyki kolekcji izolatow klinicznych, zestawienia genotypu
z fenotypem oraz poréwnania narzedzi diagnostycznych. Wartos¢ aplikacyjna wiaze si¢ przede
wszystkim z mozliwoscia wykorzystania tych danych w rozwoju diagnostyki laboratoryjnej
i nadzorze nad wystgpowaniem mechanizmow opornosci.

Doktorantka wykazata znajomos¢ przedmiotu badan, umiejetnos¢ stosowania metod
mikrobiologicznych i molekularnych oraz opracowywania i publikowania wynikow.
Przedstawione uwagi dotycza gltownie precyzji opisu, granic wnioskowania, wyjasnienia
niespojnosci i dokumentacji. Nie przekreslaja wartosci poznawczej cyklu, ale wymagaja
merytorycznego odniesienia si¢ podczas publicznej obrony.

Biorac pod uwage catos¢ przedstawionego materiatu, oceniam rozprawe pozytywnie
i stwierdzam, Ze prezentuje ona ogolna wiedze teoretyczng Doktorantki w dyscyplinie nauki

farmaceutyczne, umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej oraz oryginalne
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rozwigzanie problemu naukowego. W mojej ocenie spelnia wymagania okreslone w art. 187 ust.

1 - 4 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce.

Whnoszg¢ do Rady Dyscypliny Nauki Farmaceutyczne Uniwersytetu Mikotaja Kopernika
w Toruniu o dopuszczenie mgr Dagmary Depki-Radzikowskiej do dalszych etapow
postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora, w tym do publicznej obrony rozprawy

doktorskiej i w konsekwencji po jej pomyslnym przebiegu o nadanie stopnia naukowego doktora.
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Prof. dr hab. Tomasz Gosiewski
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