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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Eweliny Sibinskiej pt. ,,Istotnos¢ rozwoju metod

spektrometrycznych w procesie identyfikacji mikroorganizmow”

Praca doktorska mgr Eweliny Sibinskiej zostata wykonana pod kierunkiem dr hab.
Pawla Pomastowskiego, prof. UMK oraz promotora pomocniczego dra Michata Ztocha.
Badania zrealizowano przede wszystkim w Interdyscyplinarnym Centrum Nowoczesnych
Technologii UMK. Na rozprawg¢ doktorska sktada si¢ osiem prac naukowych, z czego siedem
jest opublikowanych w czasopismach naukowych a jedna - P8 — byta w momencie sktadania
pracy do dziekanatu w trakcie recenzji w czasopismie. Publikacje P1 do P7 Doktorantki
opublikowano w czasopismach takich jak TrAC Trends in Analitical Chemistry (IF 14,9),
Electrophoresis (IF 2,9), International Journal of Molecular Sciences (IF 6,2), Analytical
Chemistry (IF 7,4), Diagnostic Microbiology and Infectious Disease (IF 2,9), Current
Microbiology (IF 2,6) oraz Antibiotics (IF 4,8). Sumaryczny impact factor tych siedmiu prac
jest bardzo wysoki i wynosi niemal 42.

Uktad pracy, pomimo wybranej formy pracy typu ,,zszywka” jest dosy¢ podobny do
uktadu tradycyjnej pracy doktorskiej poniewaz obejmuje dosy¢ szeroki i szczegdtowy wstep
do tematyki badawczej — Doktorantka omawia elementy mikrobiologii, analityki
mikrobiologicznej, spektrometrii mas i inne tematy pokrewne. Po wprowadzeniu
sformutowano cel pracy, przedstawiono publikacje bedace podstawa pracy doktorskiej a na

koncu opisano zwig¢zle najwazniejsze osiaggniecia i wnioski z prowadzonych badan. Realizacja



pracy doktorskiej byla powigzana z realizacja kilku projektow grantowych NCN -
SONATINA 2 oraz dwoch projektow NCN OPUS, a takze projektu BioSep centrum
doskonatosci UMK ,,W kierunku medycyny spersonalizowane;j”.

Tematem wiodagcym pracy doktorskiej jest analityka instrumentalna uktadow
mikrobiologicznych, oparta gtownie 0 laserowg spektrometri¢ mas. Bardzo blisko tej tematyki
znajduje si¢ diagnostyka mikrobiologiczna, ktorej celem jest przede wszystkim identyfikacja
drobnoustrojow majgcych znaczenie W medycynie, przemys$le spozywczym oraz Szeroko
rozumianej nauce. W najczeSciej wykonywanych w kraju i za granicag badaniach
identyfikacyjnych mikroorganizméw nadal stosuje si¢ metody oparte 0 obserwacje
mikroskopowe, hodowle na podtozach selektywnych oraz réznego rodzaju techniki oparte o
interakcje mikroorganizmow z antybiotykami. Metody te sa czasochtonne i nie dajg
catkowitej pewnosci identyfikacji. Metody nowej generacji oparte o spektrometry masowe z
jonizacja typu MALDI pozwolity dramatycznie rozszerzy¢ zakres identyfikacji
mikroorganizméw, skroci¢ czas analizy 1 zminimalizowaé ryzyko nieprawidtowego
wskazania. Praca w znacznej cze$ci opiera si¢ o wspomniane nowe metody identyfikacji
mikroorganizmoéw, Doktorantka jednak nie tylko je stosuje ale i pracuje nad ich rozwojem i
nowymi wariantami opartymi o lipidomike.

Praca P1 bedaca czgscia osiggnigcia naukowego Doktorantki jest pracg przegladowa
na temat nowoczesnych technik w analizie mikroorganizméw i jest zogniskowana na
zastosowaniu metod elektromigracyjnych w analizach kluczowych parametrow
mikroorganizmow.

Publikacja P2 dotyczy badania szczep6w istotnych klinicznie technikg elektroforezy
kapilarnej. Doktorantka zastosowata réwnanie, ktore w oparciu 0 czas elektromigracji
komorek pozwala okresli¢ odsetek komorek zywych i martwych. Zastosowata wspomniane
podejscie do okreslenia antybiotykoopornos$ci bakteryjnych wybranych izolatow klinicznych
Escherichia coli oraz Staphylococcus aureus.

Problematyka hodowli mikroorganizmow i jej wptyw na proces identyfikacji metoda

MALDI byta tematem publikacji P3. Doktorantka zidentyfikowala mikroorganizmy



odpowiedzialne za infekcje tzw. stopy cukrzycowej - nie tylko gatunki typowo spotykane w
tego typu infekcjach, ale réwniez te wolno rosnace o wysokich wymaganiach pokarmowych.

W pracy P4 przedstawiono profile lipidowe bakterii uzyskane metoda MALDI i
dyskutowano mozliwos¢ ich zastosowania do identyfikacji gatunku. Zbadata charakterystyke
profili lipidowych 39 izolatéw bakterii uzyskanych z probek ran osob cierpigcych na infekcje
stopy cukrzycowej. Recenzent prosi 0 wyjasnienie, czy identyfikacja lipidow byta
wspomagana widmami fragmentacyjnymi? Jakie bledy m/z sygnatow uznano za dopuszczalne
do przypisania sygnatéw do konkretnych zwigzkéw chemicznych? Czy sprawdzano
poprawnos¢ rozktadu izotopowego (obwiedni izotopowej)?

W pracy P5 poréwnywano dwa systemy oparte o spektrometr MALDI wraz z
oprogramowaniem do identyfikacji mikroorganizméw - Bruker BioTyper i Zybio EXS2600
w celu wykonania szybkiej identyfikacji izolatow bakteryjnych z probek moczu pacjentéw z
rakiem prostaty.

Zastosowanie MALDI do szybkiej identyfikacji i detekcji antybiotykoopornosci
bakterii z probek klinicznych byto tematem pracy P6. Przedmiot badan stanowity szczepy,
ktére wyizolowata z wymazéw z ran osob cierpigcych na infekcje stopy cukrzycowe;.
Uzyskane wyniki porownata metodami szeroko wykorzystywanymi do tego samego celu
takimi jak PCR oraz testy paskowe.

Istotna czescig pracy, ktora jest jednoczes$nie najbardziej interesujaca dla recenzenta,
byta praca nad rozwojem rozwigzan bezmatrycowych do celow analityki metabolitow
drobnoustrojéw. W ramach wspotpracy ze specjalistami Doktorantka zastosowata technike
CVD do pokrycia powierzchni ptytek-targetéw LDI MS nanostrukturami srebra co opisuja
prace P7 oraz P8. Uzyskane uklady wykorzystata do badania profili lipidowych bakterii
istotnych klinicznie oraz sprawdzita tez mozliwosci wykonywania analiz ilo$ciowych z
uzyciem opisanych wyzej rozwigzan. Co ciekawe, profile lipidowe pozwolily na rozréznienie
dwoch blisko spokrewnionych szczepéw E. coli, co nie bylo mozliwe w oparciu o
profilowanie MALDI. Wyniki te sugeruja, ze by¢ moze rozwigzania komercyjne do
identyfikacji mikroorganizméw powinny by¢ rozszerzone takze o nizszy zakres m/z gdzie

znajduja si¢ sygnaly lipidowe. Jednakze, recenzent nie znalazt ani w pracy doktorskiej, ani w



publikacjach P7/P8, ani tez w cytowanych w nich pracach informacji o reaktorze CVD
zastosowanym do pokrywania ptytek nanostrukturami. Brakuje tutaj schematu lub rysunku
takiego reaktora, jego wymiardéw, ksztattu oraz innych istotnych szczegdtow konstrukcyjnych
(obszar roboczy, jednorodno$¢ pokrycia powierzchni itd.), ktére pozwolityby na odtworzenie
wynikow badan. Recenzent prosi Doktorantke o wyjasnienie tych kwestii. Ponadto, jest
kwestig dyskusyjng czy mozna nazywa¢ uzyskane warstwy nanostrukturalne nanoczastkami
— recenzent chetnie pozna opini¢ Doktorantki na ten temat.

W pracy P8 Doktorantka zbadata mozliwos¢ zastosowania nanostrukturalnego srebra
do analizy jakosciowe] standardow lipidow oraz weglowodanow. Okreslita wystepujace na
widmie typy jonow oraz mechanizmy jonizacji. Wyniki z tabeli 2 i 3 sugeruja, ze najsilniejsze
sygnatly lipidow to addukty z Na* a tylko niektore zwigzki wykryto w formie adduktow z
jonami Ag*. Co zaskakujgce, sacharydy nie utworzyly spodziewanych adduktéw z protonem
lub kationami sodowym czy potasowym tylko srebrowym. Jak Doktorantka moze
zinterpretowac te wyniki? Ponadto, w czesci publikacji dotyczacej interpretacji produktow
fragmentacji lipidow — jakie byly dopuszczalne btgdy m/z wyrazone w czgsciach na milion
(ppm)?

Zadaniem recenzenta bylo takze wskaza¢ drobne btedy, (ktére nie wymagaja komentarza na
obronie pracy):
e P8 S1 - wydaje si¢, ze przedstawiono masy monoizotopowe a nie (tradycyjnie
rozumiane) masy czasteczkowe
e Skrot FA lepiej zarezerwowac wylacznie dla kwasow tluszczowych, ktore pojawiaja
si¢ licznie w tej pracy
e tert-butylowy — tert piszemy kursywa
o Wigkszo$¢ systemow wykrywa m.in. dwutlenek wegla lub pH jako wskaznik
wzrostu drobnoustrojow” —chodzi oczywiscie o wykrycie zmiany pH
o W celu detekcji zajscia reakcji, metody immunologiczne cze¢sto taczy si¢ z innymi

technikami takimi jak: rozdzielanie elektroforetyczne (tzw. Western Blot), mikroskop



fluorescencyjny oraz cytometr przeptywowy [20], [21].” — wymieniajac metody nie
mieszamy ich z instrumentami.

e Ultrafiolet — proponuje stosowac¢ polskie pojecie nadfiolet

e Czasem spotyka si¢ rowniez wykorzystanie laserow z zakresu podczerwieni, takich
jak Er:YAG A = 2,94 um, CO2 A = 10,6 um, ktére majac nizszg energi¢ zmniejszaja
zjawisko fragmentacji,” — majac nizszg energi¢ fotonu/fotondw — ta korekta jest
niezbedna poniewaz czytelnik moze zinterpretowaé pojecie energia jako energia
impulsu lasera. Ponadto — ,,zmniejszajg zjawisko fragmentacji” — powinno by¢ tutaj
raczej ,,zmniejszaja stopien/wydajnos¢ fragmentacji”.

e ,Pierwszy analizator masy TOF umozliwia selekcje jonéw prekursorowych, ktore sa
nastgpnie fragmentowane w komorce zderzeniowej”’- w przypadku wiekszosci
instrumentow ToF/ToF metody fragmentacji opieraja si¢ o procesy zachodzace juz w

zrodle jonow.

Wskazane w niniejszej recenzji niewielkie uchybienia metodyczne czy
nomenklaturowe zostaly przedstawione ze wzgledu na obowigzek recenzencki i stuza

doskonaleniu warsztatu Doktoranta. Recenzowana praca doktorska jest bardzo warto§ciowym

zrodltem wiedzy 1 ocena jest jednoznacznie pozytywna.

Jednoczesnie rekomenduje jej wyrdznienie z nastepujacych powodow:

1. Doktorantka podjeta si¢ badania tematu o bardzo duzym znaczeniu, ktory ma
potencjalne zastosowania zarébwno w badaniach podstawowych jak i
aplikacyjnych,

2. Wspotpracowata z producentami systemow stosowanych do identyfikacji
mikroorganizmoOw, co przetozy si¢ prawdopodobnie na ulepszenie tych rozwigzan
dla nauki oraz medycyny, a w dalszej perspektywie wptynie pozytywnie na
stosowang na $wiecie diagnostyke medyczna,

3. Opublikowata wyniki badan w prestizowych oraz liczacych si¢ czasopismach

naukowych o wysokich wspoétczynnikach impact factor.



Podsumowanie:

Zdaniem recenzenta praca spetnia warunki stawiane rozprawom doktorskim okreslone
w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r.
poz. 1668). Wnosze zatem, aby Wysoka Rada dopuscita mgr Eweling Sibinska do dalszych
etapdw przewodu doktorskiego. Z przyjemnoscig stawiam tez wniosek o wyrdznienie

przedstawionej mi do recenzji rozprawy doktorskiej mgr Eweliny Sibinskie;.

Prof. dr hab. inz. Tomasz Ruman



