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Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska p. mgr Dagmary Depki-Radzikowskiej pt.
~Charakterystyka genotypowa czynnikéw wirulencji i opornosci na karbapenemy klinicznych szczepéw
Acinetobacter baumannii z oceng metod wykrywania karbapenemaz” zostata zrealizowana w Katedrze
Mikrobiologii Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytetu Mikotaja
Kopernika w Toruniu pod kierunkiem prof. dr hab. n. med. Eugenii Gospodarek-Komkowskiej, uznanego
autorytetu w dziedzinie mikrobiologii klinicznej i badan nad opornoscig drobnoustrojow na antybiotyki
oraz promotora pomochiczego dr n. med. Tomasza Bogiela, specjalisty w zakresie diagnostyki
molekularnej zakazen bakteryjnych i mechanizmow antybiotykoopornosci.

Zakazenia zwigzane z opiekg zdrowotng od lat pozostajg jednym z najistotniejszych problemow
wspotczesnej medycyny, niezaleznie od poziomu rozwoju systeméw ochrony zdrowia. Dotykajg one
pacjentéw hospitalizowanych z najrézniejszych przyczyn, znaczgco pogarszajgc rokowanie, wydtuzajgc
czas i koszty leczenia oraz zwiekszajgc ryzyko powiktan, a w skrajnych przypadkach prowadzac do
zgonu. lIstotnym czynnikiem sprzyjajacym rozwojowi i utrzymywaniu sie zakazen szpitalnych jest
Srodowisko szpitalne samo w sobie, charakteryzujgce sie silng presjg selekcyjng wynikajgcg z
powszechnego stosowania antybiotykdw. Presja ta sprzyja selekcji i namnazaniu sie drobnoustrojow
wieloantybiotykoopornych, zdolnych do przetrwania na powierzchniach szpitalnych, sprzetach
medycznych oraz w organizmach pacjentéw i personelu, co utatwia ich transmisje i utrzymywanie sie w
postaci ognisk epidemicznych. Wsréd patogendéw alarmowych o szczegdlnym znaczeniu
epidemiologicznym, obok pateczek z rodziny Enterobacterales wytwarzajgcych karbapenemazy czy
opornych na metycyline szczepéw Staphylococcus aureus (MRSA), sg pateczki Acinetobacter

baumannii — drobnoustréj o wyjatkowej zdolnosci do przetrwania w warunkach szpitalnych i szybkiego
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nabywania opornosci na kolejne grupy lekéw przeciwbakteryjnych. Narastajgca opornos¢ pateczek A.
baumannii na antybiotyki, w tym w szczegdlnosci na karbapenemy, stanowi jedno z najpowazniejszych
wyzwan wspoétczesnej mikrobiologii klinicznej i epidemiologii szpitalnej. Gatunek ten, dzieki wyjgtkowej
plastyczno$ci genomu, zdolnosci do horyzontalnego transferu genéw oraz szybkiego nabywania i
kumulowania licznych, czesto wspoétwystepujacych mechanizméw opornosci, w ciggu ostatnich kilku
dekad przeksztatcit sie z drobnoustroju o marginalnym znaczeniu klinicznym w jeden z gtéwnych
czynnikéw etiologicznych trudnych do leczenia zakazen szpitalnych. Szczepy oporne na karbapenemy
(CRAD) stanowig obecnie istotny problem terapeutyczny. Karbapenemy, ktére do niedawna byty lekami
z wyboru w terapii zakazen o tej etiologii, sg coraz czesciej nieskuteczne wobec tych szczepdéw. Jak
stusznie Doktorantka zwraca uwage - w zaktualizowanej w 2024 r. liscie priorytetowych patogendéw
Swiatowej Organizacji Zdrowia szczepy CRAb (carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii) zostaty
ponownie zakwalifikowane do grupy o krytycznym priorytecie poszukiwania nowych rozwigzan
terapeutycznych i diagnostycznych, co jednoznacznie potwierdza wage podjetej problematyki.

Ztozonosé problemu poteguje fakt, ze opornos$¢ na karbapenemy u A. baumannii nie wynika z
pojedynczego mechanizmu, lecz z rownoczesnego wspotwystepowania wielu zjawisk — wytwarzania
karbapenemaz, zmian przepuszczalnosci btony komoérkowej, nadekspresji pomp wyrzutu czy
modyfikacji miejsc docelowych dziatania antybiotykow — co istotnie utrudnia zaréwno szybkg
diagnostyke mikrobiologicznag, jak i racjonalny dobér skutecznej terapii. Ograniczona liczba aktywnych
opcji terapeutycznych, wysoka $miertelno$¢ zwigzana z zakazeniami wywotywanymi przez
wieloantybiotykooporne (MDR), o rozszerzonej opornosci (XDR) i panoporne (PDR) szczepy A.
baumannii, a takze rosngce koszty leczenia, wydtuzony czas hospitalizacji oraz ryzyko transmisji
patogenu pomiedzy pacjentami sprawiajg, ze problem ten ma znaczenie nie tylko naukowe i poznawcze,
lecz rowniez praktyczne, ekonomiczne i systemowe dla wspétczesnej opieki zdrowotnej.

W tym kontekscie badania ukierunkowane na poznanie molekularnego podtoza opornosci na
karbapenemy oraz na opracowanie szybkich i wiarygodnych metod jej wykrywania nabierajg
szczegoblnego znaczenia zaréwno dla praktyki klinicznej, jak i dla skutecznosci dziatah z zakresu kontroli

zakazen szpitalnych.

Rozprawa zostata przygotowana w formie cyklu trzech tematycznie powigzanych publikacji
naukowych:
- Publikacja nr 1:
Depka Dagmara, Bogiel Tomasz, Rzepka Mateusz i Gospodarek-Komkowska Eugenia.
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: 1-11. https://doi.org/10.3390/diagnostics13061036
Punktacja MNiSW: 70 pkt.

Impact Factor: 3,0

- Publikacja nr 2:
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Depka Dagmara, Bogiel Tomasz, Rzepka Mateusz i Gospodarek-Komkowska Eugenia.

Insertion sequences within oxacillinases genes as molecular determinants of Acinetobacter baumannii
resistance to carbapenems — a pilot study.

Microorganisms 2024, 12: 1-12. https://doi.org/10.3390/microorganisms12102057

Punktacja MNiSW: 40 pkt.

Impact Factor: 4,2

- Publikacja nr 3:

Depka Dagmara, Mikucka Agnieszka, Bogiel Tomasz, Rzepka Mateusz, Zawadka Patryk i
Gospodarek-Komkowska Eugenia.

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: 1-10. https://doi.org/10.3390/antibiotics11040455

Punktacja MNiSW: 70 pkt.

Impact Factor: 4,8

Sumaryczna liczba punktéw MNSIW wynosi: 180, natomiast sumaryczny IF wynosi 12.

Struktura pracy jest przejrzysta i w petni zgodna z wymogami stawianymi rozprawom tego typu:
rozprawa zawiera wykaz stosowanych skrotéw, wstep teoretyczny, sformutowanie celu badan, wykaz
publikacji tworzgcych cykl wraz z opisem bibliograficznym, opis materiatu i metod badawczych,
syntetyczne omowienie wynikéw ujetych w poszczegdlnych publikacjach, wnioski i podsumowanie,
streszczenia w jezyku polskim i angielskim, bibliografie, zyciorys naukowy, kopie publikacji, a takze
komplet wymaganych o$wiadczen.

Weryfikacja formalna wykazata petng zgodnos$¢ spisu tresci z rzeczywistym ukfadem stron,
kompletno$¢ i wewnetrzng spodjno$¢ oswiadczen o wspotautorstwie, a wszystkie o$wiadczenia sg
podpisane. Jedyng kwestig wymagajacg wyjasnienia jest sposéb udokumentowania zgody komis;ji
bioetycznej — rozdziat 15 zawiera jedynie odwotanie do numeréw decyzji (KB 573/2019 oraz KB
560/2022) bez zataczonej kopii samych decyzji.

Wstep teoretyczny (Rozdziat 2) zostat napisany w sposob kompetentny i dobrze

udokumentowany bibliograficznie - wykorzystano w nim pozycje [1] — [55] z bibliografii, w tym liczne
prace z lat 2022—2025 - obejmuje siedem podrozdziatéw (2.1.1-2.1.7) i ma charakter systematycznego
przegladu literaturowego - od zagadnien taksonomicznych, przez biologie gatunku, czynniki wirulenc;ji i
mechanizmy opornosci na antybiotyki, ze szczegoinym uwzglednieniem opornosci na karbapenemy, po
epidemiologie zakazen i aktualne mozliwosci terapeutyczne.
Struktura ta jest logiczna, a kazde istotne stwierdzenie opatrzone jest odnosnikiem bibliograficznym
(pozycje [1]-[55]), co swiadczy o rzetelnosci warsztatu naukowego. Podrozdziaty 2.1.4 i 2.1.5
bezposrednio uzasadniajg dobér gendéw analizowanych w publikacjach cyklu (blaOXA-23, blaOXA-40,
blaOXA-51, ISAbal).
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W mojej opinii niewielkim niedociggnieciem jest brak opisu funkcji biologicznej genu surAl, jako ze jego
wystepowanie byto przedmiotem badan przedstawionych w publikacji nr 1. Wprawdzie w tekscie
publikacji nr 1 (Diagnostics 2023, 13, 1036) produkt tego genu jest opisany, jednak czytelnik
korzystajacy wytacznie z cze$ci opisowej rozprawy nie uzyskuje tej informacji przed zapoznaniem sig z
tekstem publikacji.

W rozdziale 3 przedstawiony jest cel ogdlny jakim jest: ,ocena i analiza mechanizméw
warunkujgcych opornosc¢ na antybiotyki oraz zdolnosé do wywotywania zakazen przez kliniczne szczepy
A. baumannii, ze szczegdlnym uwzglednieniem zalezno$ci pomiedzy czynnikami wirulencji i
mechanizmami opornosci na karbapenemy oraz ich analiza w znaczeniu diagnostycznym” oraz
przedstawione sg zadania prowadzgce do otrzymania go. Szczegdétowe cele przypisane do
poszczegodlnych publikacji utatwiajg czytelnikowi orientacje w strukturze cyklu, jednakze nie
odzwierciedlajg ogromu pracy wtozonego przez Doktorantke w ich powstanie.

Metodyka badan zostata przedstawiona w rozdziale 5. Badania objety kliniczne szczepy A. baumannii
izolowane od pacjentéw Szpitala Uniwersyteckiego nr 1 im. dr. Antoniego Jurasza w Bydgoszczy w
latach 2017-2023. Identyfikacje gatunkowg prowadzono metodg spektrometrii mas MALDI-TOF, a
ocene antybiotykowrazliwosci metodg poftautomatyczng (system BD PhoenixTM M50) zgodnie z
aktualnymi rekomendacjami EUCAST, z zastosowaniem szczepéw referencyjnych do kontroli jakosci
oznaczen. Klasyfikacje fenotypéw opornosci (MDR, XDR, PDR) oparto na powszechnie akceptowanych
w pismiennictwie definicjach, co $wiadczy o metodologicznej rzetelnosci i porownywalnosci uzyskanych
wynikéw z innymi badaniami w tej dziedzinie. Warto jednak zauwazyc¢, ze w czesci opisowej rozprawy
definicjom tym nie towarzyszy odnosnik literaturowy — w odréznieniu od Publikacji nr 1, gdzie
analogiczna definicja opatrzona jest przypisem [16]. Badania molekularne objety: wykrywanie gendw
wirulencji i karbapenemaz metoda real-time PCR z analizg krzywych topnienia DNA, z zastosowaniem
kontroli dodatnich (DNA szczepdéw referencyjnych A. baumannii DSMZ) i kontroli ujemnych, a takze
zastosowanie klasycznego PCR z elektroforezg oraz uznanej, certyfikowanej metody referencyjnej IVD
(eazyplex® SuperBug complete A) jako punktu odniesienia dla oceny czutosci i swoistosci badanych
metod diagnostycznych. Takie podejscie metodologiczne, uwzgledniajgce walidacje wynikéw wzgledem
metody referencyjnej, znaczgco podniosto wiarygodnosé wnioskéw sformutowanych w publikacji nr 3.
Zastosowana analiza statystyczna (test korelacji rang Spearmana, test chi-kwadrat Pearsona, doktadny
test Fishera, wspdétczynnik kontyngencji Pearsona, przy przyjetym poziomie istotnosci p < 0,05) jest
adekwatna do charakteru analizowanych zmiennych (cechy jakosciowe, dane binarne obecno$é/brak
genu) i pozwala na rzetelng weryfikacje postawionych pytan badawczych.

Pewnym mankamentem tej czesci pracy jest skrétowe potraktowanie podrozdziatu 5.1 (Materiat
kliniczny), ktéry w catosci odsyta do tresci poszczegdlnych publikaciji, bez podania zbiorczej liczby
wszystkich przebadanych w ramach cyklu izolatéw. Zestawienie takie — z uwagi na to, ze liczebnosci
grup réznig sie istotnie miedzy publikacjami — utatwitoby czytelnikowi catosciowg orientacje w materiale
badawczym.

RdzehA merytoryczny rozprawy stanowig trzy komplementarne publikacje, ktérych wyniki,

rozpatrywane tgcznie, pozwalajg przesledzi¢ problematyke badawczg od poziomu genetycznych
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determinant wirulencji i opornosci, przez molekularne mechanizmy regulujgce ekspresje tej opornosci,
po ocene praktycznej przydatnosci diagnostycznej dostepnych metod wykrywania karbapenemaz.

W publikacji nr 1 scharakteryzowano czesto$¢ wystepowania szesciu genow kodujgcych

czynniki wirulencji (bap, surAl, omp33-36, bauA, basD, pld) oraz genéw kodujgcych najczesciej
wystepujgce karbapenemazy typu OXA (blaOXA-23 i blaOXA-40) w grupie 100 klinicznych szczepdw
A. baumannii o fenotypie MDR (w tym 6% PDR). Wykazano powszechne wystepowanie genéw bap i
surA1 (100% izolatéw) oraz basD i pld (99%), przy jednoczesnym braku gendéw bauA i omp33-36 w
badanej populacji. Geny blaOXA-40 i blaOXA-23 stwierdzono odpowiednio u 62% i 35% szczepow. Nie
wykazano statystycznie istotnych zaleznosci miedzy obecnoscig poszczegdlnych gendéw wirulencji a
obecnoscig gendw karbapenemaz.
Wynik ten ma istotng warto$¢ poznawczg — sugeruje, ze mechanizmy determinujgce zjadliwos¢ i
mechanizmy opornosci na karbapenemy u A. baumannii mogg ewoluowac¢ w populacji bakteryjnej w
sposéb wzglednie niezalezny, co jest zgodne z aktualnym stanem wiedzy o wieloczynnikowym
charakterze patogennosci tego gatunku. Powszechne wspotwystepowanie gendw bap i surA1 stanowi
wartosciowg obserwacje o potencjalnym znaczeniu aplikacyjnym w kontekscie wykorzystania tych
genow jako markerow molekularnych, co Doktorantka stusznie podkre$la, zastrzegajgc jednoczesnie —
w sposdb metodologicznie wlasciwy — ze wymaga to dalszej walidacji. Z drugiej jednak strony
wieloczynnikowy charakter gatunku sprawia, ze takie podejscie moze nie by¢é wystarczajgce. Prosze
zatem Doktorantke o szersze ustosunkowanie sie do potencjalnego wykorzystania obecnosci tych
genow jako markeréw molekularnych.

Druga publikacja cyklu koncentruje sie na roli sekwenc;ji insercyjnej ISAbal w regulacji ekspres;ji
gendéw oksacylinaz. Wykazano, ze gen blaOXA-51 (naturalnie wystepujacy u A. baumannii) obecny byt
u wszystkich badanych szczepdéw, natomiast geny blaOXA-40 i blaOXA-23 stwierdzono jedynie u
pojedynczych izolatéw sposrdd szczepdw wrazliwych na meropenem, co stanowi wazny dowdd na to,
ze sama obecnos¢ genu blaOXA nie determinuje jednoznacznie fenotypowej opornosci na karbapenem.
Wysoka czestos¢ wystepowania ISAbal wsrod szczepow blaOXA-23-dodatnich wskazuje na jej
potencjalng role w regulacji ekspresji genu blaOXA-23 i moze mie¢ znaczenie dla ujawniania
fenotypowej opornosci na karbapenemy. Pod wzgledem metodologicznym i koncepcyjnym w mojej
opinii jest to najbardziej dojrzata czes¢ cyklu — tgczy analize genotypowg z analizg fenotypowag w sposob
pozwalajgcy lepiej scharakteryzowac zalezno$¢ pomiedzy obecnoscig genéw blaOXA a fenotypem
opornosci. Wynik ten ma istotne znaczenie praktyczne dla interpretacji wynikéw badan genetycznych w
diagnostyce mikrobiologicznej.

Trzecia publikacja ma charakter praktyczny, jej wynik ma bezposrednie znaczenie aplikacyjne
dla laboratoriow diagnostyki mikrobiologicznej, wskazujgc na wysokg przydatnos¢ metod
molekularnych, w tym zastosowanej i zoptymalizowanej metodyki real-time PCR z analizg krzywych
topnienia DNA, w kontekscie szybkiej identyfikacji szczepow CRADb.

Odnoszgc sie do catosci wynikow cyklu, nalezy zwréci¢ uwage na istotng réznice w czestosci
wystepowania genu blaOXA-40 pomiedzy poszczegdlnymi grupami badanymi w ramach kolejnych

publikacji. R6znice te mogg by¢ zwigzane przede wszystkim z odmiennym doborem grup badanych,
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obejmujgcym m.in. izolaty wrazliwe na meropenem oraz izolaty niewrazliwe na karbapenemy, jednak
prosze Doktorantke o komentarz dotyczgcy tych roznic.

Sformutowane przez Doktorantke wnioski sg logiczng i adekwatng konsekwencjg przedstawionych
wynikéw badan. Whnioski sg sformutowane precyzyjnie i w sposéb odpowiadajgcy rzeczywistej sile

dowodowej przedstawionych danych, bez tendencji do nadinterpretacji wynikéw.

Podsumowanie

Trzy publikacje wchodzace w sktad cyklu, rozpatrywane tgcznie, tworzg spojng cato$¢ naukowa,
odpowiadajgcg wymaganiom stawianym rozprawie doktorskiej. Dostarczajg oryginalnych danych o
wspotwystepowaniu gendw wirulencji i gendw karbapenemaz w lokalnej populacii klinicznych szczepow
A. baumannii, a takze wskazujg na znaczenie sekwencji insercyjnej ISAba1l w zaleznosci miedzy
obecnoscig genu blaOXA-23 a fenotypem opornosci na karbapenemy oraz przekfadajg te ustalenia na
praktyke diagnostyczng poprzez walidacje zastosowanej metody real-time PCR, ktéra w badanej grupie
charakteryzowata sie czutoscia 100% wzgledem zastosowanej metody referencyjnej. Potaczenie
nowych danych molekularnych, wskazujgcych na znaczenie ISAba1l w regulacji opornosci, i
uzytecznego narzedzia diagnostycznego swiadczy o tym, ze Doktorantka samodzielnie rozwigzata
spojny problem badawczy, wykazujgc sie dojrzatoscig warsztatu naukowego wymagang na tym etapie
kariery naukowej. Analiza oswiadczen o wspofautorstwie potwierdza istotny i wiodgcy wkiad
merytoryczny Doktorantki we wszystkich trzech publikacjach wchodzgcych w skitad cyklu (odpowiednio
65%, 50% i 50% zadeklarowanego udziatu) - projektowanie badan, udziat w ich przeprowadzeniu,
analize i walidacje wynikow oraz przygotowanie manuskryptéw, przy czym w dwdch z trzech prac
Doktorantka petnita funkcje autora korespondencyjnego. Swiadczy to o dojrzatosci naukowej kandydatki
i jej zdolnosci do samodzielnego prowadzenia pracy badawczej — co stanowi jedno z ustawowych
kryteriow oceny rozprawy doktorskiej.

Przedstawione w recenzji uwagi majg charakter dyskusyjny i nie podwazajg one wartosci naukowej
rozprawy ani osiggnie¢ badawczych Doktorantki.

Biorgc powyzsze pod uwage, stwierdzam, Ze rozprawa doktorska mgr Dagmary Depki-
Radzikowskiej pt. ,Charakterystyka genotypowa czynnikdéw wirulencji i opornosci na karbapenemy
klinicznych szczepow Acinetobacter baumannii z oceng metod wykrywania karbapenemaz” spetnia
warunki okreslone w art. 187 ustawy Prawo o szkolnictwie wyZzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 r., i
wnosze o dopuszczenie mgr Dagmary Depki-Radzikowskiej do dalszych etapéw postepowania w

sprawie nadania stopnia doktora, w tym do publicznej obrony rozprawy.

dr hab. inz. Anna Brillowska-Dabrowska, prof. PG



