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Recenzowana rozprawa doktorska dotyczy bardzo istotnej tematyki szerzenia sie
wielolekoopornych szczepéw paleczek Gram-ujemnych w placéwkach ochrony zdrowia.
W dochodzeniu  epidemiologicznym niezmiernic wazna jest szybka diagnostyka
mikrobiologiczna w celu potwierdzenia, czy nastapila transmisja okreslonego szczepu bakterii.
W takim przypadku konieczne jest ustalenie jego Zrodta, by zapobiec dalszemu szerzeniu sig.

W ostatnich latach obserwuje si¢ szybki postep w dziedzinie molekularnej epidemiologii.
Badania te pozwalaja na doglebna analize szczepéw drobnoustrojéw i okreglenie mozliwych
drog ich szerzenia sig, szczegblnie wsrod hospitalizowanych pacjentdw, czesto obarczonych
wieloma wspétistniejacymi chorobami.

W literaturze naukowej coraz czesciej cytowana jest analiza, ktorg w 2014 r. dla rzadu
Wielkiej Brytanii opracowat ekonomista Jim O’Neill. Zgodnie z tym raportem szacuje si¢, Ze na
swiecie w 2050 r. liczba zgonéw z powodu zakazen wywotanych przez wielolekooporne szczepy
bakterii (10 min) przekroczy liczbe zgonéw z powodu chordb nowotworowych (8,2 mln).
Szczegolnie dotyczy to paleczek Gram-ujemnych wykazujacych opornos¢ na karbapenemy,
gdyz opcje terapeutyczne w przypadku zakazen o takiej etiologii sg bardzo ograniczone.

Jednoczesnie priorytetem w medycynie staja si¢ badania dotyczace wytwarzania biofilmu
przez drobnoustroje wywolujgce zakazenia. Penetracja antybiotykow i innych lekow
przeciwdrobnoustrojowych do struktury biofilméw jest bardzo ograniczona, co powoduje, ze
eliminacja czynnika etiologicznego zakazenia jest znacznie utrudniona lub niemozliwa.

Praca doktorska Pani mgr Doroty Ochonskiej oparta jest na pracach badawczych
przeprowadzonych z wykorzystaniem klinicznych szczepéw Gram-ujemnych pateczek
Klebsiella pneumoniae. Wybér tego gatunku do badan naukowych jest istotny ze wzgledu na
szczeg6lnie duzy potencjal tych szczepéw do nabywania w warunkach szpitalnych gendéw
opornosci na wiele antybiotykéw i innych lekéw przeciwdrobnoustrojowych.
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Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Doroty Ochoriskiej stanowi cykl
trzech tematycznie spOjnych artykuléw, opublikowanych w jezyku angielskim w 2021 r.
W recenzowanych czasopismach naukowych, ktérym przypisano wspétczynnik oddzialywania
(ang. Impact factor, IF) i punktacje Ministerstwa Edukacji i Nauki (MEiN). Doktorantka jest
pierwsza autorka wszystkich trzech prac (o wkladzie procentowym wynoszacym 70%),
stanowigcych opracowania zbiorowe. Nalezy podkreslié, ze wszystkie trzy publikacje
wchodzgce w skfad cyklu sa pracami oryginalnymi.

Rozprawa doktorska mgr Doroty Ochofiskiej ma uklad typowy dla prac doktorskich
stanowigcych cykl publikacji, cho¢ jest wyjatkowo obszerna, gdyz liczy 152 strony. Rozprawa
obejmuje nastgpujace czesci: Spis tresci, Wykaz skrotow, Streszezenie rozprawy w jezyku
polskim, Streszczenie rozprawy w jezyku angielskim (,,Summary”), analize bibliometryczng
cyklu publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej, Wstep, Cele pracy, Materialy
1 metody, Wyniki (odrgbne dla kazdej z trzech publikacji), Dyskusja, Wnioski, Pismiennictwo,
Zalaczniki zawierajgce kserokopie trzech publikacji stanowiacych cykl bedacy przedmiotem
rozprawy, Oswiadczenia wspélautorow zawierajace informacje o wyrazeniu zgody na
wykorzystanie danej publikacji w pracy doktorskiej mgr Doroty Ochoniskiej oraz dwie Opinie
Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Jagiellonskiego.

Pierwsza publikacja z prezentowanego cyklu, zatytulowana ,,Clonal dissemination of
KPC-2, VIM-1, OXA-48-producing Klebsiella pneumoniae ST147 in Katowice, Poland.”
ukazata si¢ w czasopi$mie ,,Polish Journal of Microbiology” w 2021 r. (IF: 1,280, punktacja
MEIN: 40). Opublikowane w tej pracy wyniki badan przeprowadzonych przez Doktorantke
i wspélautoréw wskazuja, ze poddany analizie szpitalny szczep Klebsiella prneumoniae nabyt
liczne geny oporno$ci na karbapenemy (KPC-2, VIM-1 i OXA-48). Co wiecej, szczep ten
nalezat do klonu (ang. sequence type 147, ST 147; clonal complex 147, CC147), okreslanego
jako klon wysokiego ryzyka epidemicznego szerzenia sie.

Drugi wchodzacy w skfad cyklu artykul pt. ,,Biofilm formation of clinical Klebsiella
preumoniae strains isolated from tracheostomy tubes and their association with antimicrobial
resistance, virulence and genetic diversity” jest praca, ktéra zostala opublikowana w 2021 r.
w czasopiSmie ,.Pathogens” (IF: 3,492; punktacja MEiN: 100). W tej pracy Doktorantka
1 wspolautorzy poddali analizie 18 izolatdw Klebsiella prneumoniae, ktére pochodzily
z wydzielin tchawiczych z rurek tracheostomijnych, stosowanych u hospitalizowanych
pacjentéw. Na uwage w tej publikacji zastuguja szczegétowe badania dotyczace charakterystyki
czynnikéw wirulencji szczepéw poddanych analizie oraz ich zdolnosci do wytwarzania biofilmu,
co zostalo dodatkowo zilustrowane zdjeciami ze skaningowego mikroskopu elektronowego.
Wyniki badan zawarte w tej publikacji potwierdzaja koniecznosé prowadzenia dalszych prac
naukowych w celu opracowania nowych lub modyfikacji obecnie stosowanych materiatéw do
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wytwarzania rurek tracheotomijnych, by maksymalnie ograniczy¢é ryzyko adhezji
drobnoustrojéw do ich powierzchni, a tym samym wytwarzania przez nie biofilméow.

Publikacja nr 3 to artykul zatytulowany ,,Studies on molecular epidemiology of ESPL-
producing Klebsiella pneumoniae isolated from patients hospitalized in a specialist hospital in
southern Poland”, ktéry ukazal si¢ w czasopismie ,,Advances in Hygiene and Experimental
Medicine” w 2021 r. (IF: 0,270; punktacja MEiN: 40). W pracy tej zbadano 139 izolatow
Klebsiella pneumoniae ESBL-dodatnich (ang. extended-spectrum B-lactamase), wyhodowanych
z réznych probek klinicznych pobranych od hospitalizowanych pacjentow. W trakcie badan
w analizowanych izolatach Klebsiella pneumoniae wykryto duze zrdéznicowanie genoéw
kodujacych wybrane czynniki wirulencji oraz genéw warunkujgcych oporno$é na antybiotyki
i inne leki przeciwbakteryjne.

W obszernym wstgpie rozprawy, liczacym 24 strony, Doktorantka przedstawita aktualng
taksonomie¢ i ogélng charakterystyke pateczek z rodzaju Klebsiella, a nastepnie szczegdltowo
omoéwita gatunek Klebsiella pneumoniae, w tym czynniki wirulencji szczepdéw tego gatunku
1 wytwarzanie przez nie biofilmu. Jako recenzent mam kilka zastrzezen do tej cz¢sci rozprawy.
Na stronie 17 jest napisane, ze podgrupa KESC (Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Citrobacter)
obejmuje rodzaje ,,0 najblizszym pokrewienstwie”, jednak rodzaje te nalezg do odrebnych rodzin
w obrgbie rzedu Enterobacterales (Serratia — do rodziny Yersiniaceae, a pozostate rodzaje — do
rodziny Enterobacteriaceae). Moje watpliwosci budzi tez stwierdzenie na stronie 18 rozprawy
o podobienstwie w preparacie bezposrednim K preumoniae (Gram-ujemne pateczki)
1 pneumokokéw (Gram-dodatnie ziarenkowce). W pracy kilkakrotnie pojawia si¢ termin
»posocznica”, cho¢ w literaturze medycznej i w wytycznych roéznych towarzystw na $wiecie
(ang. Global Sepsis Alliance) i w Polsce (np. Narodowy Program Zwalczania Sepsy) zaleca si¢
uzywaé stowa ,sepsa”. Uwazam tez, ze pojecie zakazen szpitalnych (p. 1.2.4. oraz 1.2.7)
powinno by¢ rozszerzone — obecnie uzywa si¢ terminu zakazenia zwigzane z opieka zdrowotng,
gdyz infekcje wywolywane przez wielolekooporne szczepy bakterii (w tym Klebsiella
pneumoniae) s notowane nie tylko w szpitalach, ale takze w innych jednostkach ochrony
zdrowia. Szczegollnie dotyczy to os6b przebywajacych w placowkach opieki dlugoterminowej,
ktérzy czgsto sa skolonizowani takimi szczepami. Na stronie 32 jest blgd w opisie LPS jako
integralnego skladnika blony komdrkowej (powinno by¢: $ciany komdrkowej) bakterii Gram-
ujemnych, a na stronie 33 — jest mowa o ,blonie zewnetrznej gospodarza™ zamiast o btonie
zewnetrznej Sciany komorki bakteryjne;.

Celem gltéwnym recenzowanej pracy doktorskiej bylo scharakteryzowanie szczepow
klinicznych Klebsiella pneumoniae, izolowanych do pacjentéw hospitalizowanych w latach 2016
2019 w trzech szpitalach specjalistycznych (w Katowicach i w Krakowie). Doktorantka
sformulowala sze$¢ celow szczegblowych (a — f): okrelenie wybranych fenotypdéw
lekoopornos$ci badanych izolatdw, detekcj¢ wybranych gendéw kodujgcych oporno$¢ na
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antybiotyki pB-laktamowe, okreslenie podobienstwa genetycznego badanych izolatow metodami
REA-PFGE (ang. restriction endonuclease analysis — pulsed-field gel electrophoresis) oraz
MLST (ang. multilocus sequence typing), wykrywanie gendéw kodujagcych wybrane czynniki
wirulencji oraz ocen¢ zdolnosci badanych izolatéw Klebsiella pneumoniae do wytwarzania
biofilmu.

Rozdzial ,,Materialy i metody” (7 stron) zawiera opis izolatéw poddanych analizie
w trzech opublikowanych pracach oraz metod zastosowanych w tych badaniach. Brak jest jednak
informacji, czy analizowane izolaty byly pierwszym izolatem od danego pacjenta, czy tez mogly
by¢ zduplikowane (od tego samego pacjenta, ale z réznych materiatéw klinicznych i/lub z kilku
probek pobranych od danego pacjenta podczas hospitalizacji). Szczegétowo opisana jest metoda
oceny tworzenia biofilmu przez badane izolaty K. pneumoniae oraz obrazowania tych biofilméw
na powierzchni biomaterialéw. Brak jest podania kryterium wyboru izolatéw ,,wytypowanych”
do badania ich zdolnosci do wytwarzania biofilmu. Doktorantka uzyskata w 2019 r. dwie
pozytywne opinie Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum do
przeprowadzenia badan zaplanowanych w ramach niniejszej pracy doktorskiej. Analiza
statystyczna jest odpowiednia, a za poziom istotnosci statystycznej przyjeto wartosé p<0,05.

Rozdzial ,,Wyniki” podzielony jest na trzy czesci, odpowiadajagce publikacjom
wchodzacym w sklad cyklu stanowigcego prace doktorska. W tej czesci rozprawy Doktorantka
obszernie przedstawita w jezyku polskim wyniki opublikowane w trzech artykutach
stanowiagcych cykl publikacji. Nalezy podkresli¢, ze w przedlozonej do recenzji rozprawie
Doktorantka zamiescita dodatkowa rycine (ryc. 8, str. 53).

Rozdzial Dyskusja liczy 17 stron. Doktorantka zaznaczyta w nim, ze zaleznie od regionu
geograficznego obecnie notuje si¢ znaczne zréznicowanie profili lekowrazliwosci szczepéw
K. pneumoniae. W niniejszej rozprawie badania dotyczyly potudniowej Polski, co wskazuje na
potrzebg prowadzenia dalszych badan naukowych w tym =zakresie, z uwzglednieniem
poszczegolnych regionéw naszego kraju.

Na podstawie przeprowadzonych badan, ktérych wyniki przedstawione sa w trzech
oryginalnych publikacjach tworzgcych cykl, Pani mgr Dorota Ochornska sformulowata szesé
obszernych wnioskéw (w wydruku rozprawy otrzymanym do recenzji ostatni wniosek
oznaczony jest cyfra 7 zamiast 6). Doktorantka wymienita wykryte w badanych szczepach
klinicznych K. pneumoniae réine rodzaje gendéw kodujgcych B-laktamazy typu ESBL oraz
karbapenemazy. Istotne jest stwierdzenie wystgpowania w Polsce wielolekoopornych szczepow
K. preumoniae ST147, o duzej wirulencji i epidemicznym potencjale, a takze lokalnie
wystepujgcych klondw. Doktorantka wymienita tez duze zrdéznicowanie genéw kodujacych
wybrane czynniki wirulencji (najczesciej siderofory) oraz zdolnos¢ badanych szczepéw do
wytwarzania biofilmu. Stwierdzam, ze wnioski te odpowiadajg zatozonym celom recenzowanej
rozprawy doktorskiej.
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Bibliografia obejmuje 140 pozycji (publikacje, podreczniki i Zrédla internetowe), ktdre sg
przedstawione wedtug kolejnosci cytowania w tekscie rozprawy i obejmuja takze trzy publikacje
stanowigce cykl. Okoto potowa tych pozycji literatury zostata opublikowana w ciagu ostatnich
5 lat. Pismiennictwo podane jest tez w poszczegdlnych publikacjach stanowiagcych cykl: 27
w artykule nr 1, 41 — w publikacji nr 2 oraz 28 — w pracy nr 3.

Jako czytelnik mam zastrzezenia co do terminologii zastosowanej w publikacji nr
1 cyklu, gdyz zamiennie byly uzywane terminy ,,szczepy” i ,,izolaty” (str. 98 rozprawy: ,,Six
[40%] strains .... and nine [60%)] isolates ...”, takze str. 47-48), co ma znaczenie w pracy
dotyczacej badan molekularnych majgcych na celu wykazanie podobiefistwa genetycznego
badanych izolatow K. pneumoniae. W istocie w tym artykule chodzito o 15 izolatéw (str. 40 i 49
rozprawy), ktére w przeprowadzonych badaniach okazaly si¢ jednym szczepem (str. 50 i 98),
szerzacym si¢ w danej placowce ochrony zdrowia (,,This study showed that the K. pneumoniae
isolates detected in the multi-profile medical centre in Katowice represented a single strain of the
microorganism spreading in the hospital environment.”).

Na str. 68 Doktorantka uzyla okreslenia ,$rednia wrazliwos¢”, jednak ze wzgledu na
zmiang¢ definicji w styczniu 2019 r. przez EUCAST (ang. European Committee for the Study of
Antimicrobial Susceptibility) obecnie nalezy uzywaé okreslenia WZE (wrazliwy — zwiekszona
ekspozycja).

Na str. 70 Doktorantka przytacza ,stosunkowo wysoki odsetek szczepéw CRKP
dodatkowo opornych na tigecykling (42,8%)”. Uwazam, ze wymaga to komentarza, gdyz jest to
odsetek znacznie wyzszy niz w innych cytowanych przez Doktorantke publikacjach. Zwazywszy
jednak na fakt, ze te izolaty okazaly sie jednym szczepem, szkoda, ze takich badan nie
wykonano dla zréznicowanych szczepow K. preumoniae objetych publikacjg nr 2 i nr 3.

Z obowigzku recenzenta chciatabym zaznaczy¢, ze w tekscie rozprawy sa bledy
edytorskie, ktore oczywiscie nie majg wplywu na wysoka warto$§¢ naukowa pracy, np. niektore
skroty (np. MDR, PDR i XDR) sa niedokladnie przetlumaczone na jezyk polski, brak jest
ujednolicenia pisowni pi$miennictwa, w tekscic wystepuja bledy literowe i stylistyczne oraz
powtarzajace si¢ braki znakow interpunkcyjnych.

Stwierdzam, ze w przeprowadzonej pracy badawczej Doktorantka wykazala sie szeroka
wiedzg w zakresie tematyki artykulow stanowigcych cykl publikacji, umiej¢tnoscia
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, a takze wnikliwg analizg uzyskanych wynikéw.
Wnioski wynikajace z przeprowadzonych doswiadczen sa sformulowane poprawnie. Metody
badawcze zastosowane w przeprowadzonych przez Doktorantke eksperymentach naukowych
oraz uzyskane wyniki, opublikowane w trzech artykulach stanowigcych cykl publikacji, zostaty
pozytywnie ocenione przez niezaleznych recenzentdéw renomowanych czasopism naukowych.
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W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr
Doroty Ochoniskiej stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Pod wzgledem
merytorycznym pracg t¢ oceniam wysoko, szczegolnie w aspekcie szczegotowe) analizy genow
kodujacych lekoopornosé i czynniki wirulencji badanych izolatéw K. prneumoniae, ich zdolnos¢
do wytwarzania biofilmu, a takze podobiefstwo genetyczne, co ma duze znaczenie
w dochodzeniu epidemiologicznym w ognisku zakazeni.

Stwierdzam, ze przedlozona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Doroty Ochoniskiej
spelnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2003, nr 65, poz. 595, Dz. U.
2017, poz. 1789 z pdzn. zm.) oraz art. 179 ust. 1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy
wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018, poz. 1669
z p6zn. zm.). Zwracam si¢ do Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Jagiellonskiego
w Krakowie z wnioskiem o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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