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Recenzja
pracy doktorskiej mgr Darii Tarkowskiej
zatytutowanej
,Analiza lekéw przeciwdrobnoustrojowych i klinicznych izolatéw bakteryjnych przy uzyciu

taczonych technik analitycznych opartych na spektrometrii mas”

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska powstata w Katedrze Chemii Srodowiska
i Bioanalityki na Wydziale Chemii oraz w Interdyscyplinarnym Centrum Nowoczesnych Technologii
Uniwersytetu Mikotfaja Kopernika w Toruniu pod kierunkiem dr hab. Matgorzaty Szultki-Mtyniskiej,
prof. UMK.

Tematyka badan podjetych przez Doktorantke jest wysoce aktualna i istotna zaréwno
z poznawczego, jak i aplikacyjnego punktu widzenia. Wpisuje si¢ ona w jeden
z najwazniejszych probleméw wspétczesnej medycyny, jakim jest narastajgca antybiotykoopornosc
drobnoustrojéw. Szczegdlne znaczenie maja badania ukierunkowane na szybka identyfikacje
klinicznych izolatéw bakteryjnych, wykrywanie mechanizméw opornosci oraz monitorowanie terapii
antybiotykowej, gdyz umozliwiaja one trafniejszy dobdr leczenia i ograniczanie rozwoju szczepow
opornych. Istotnym aspektem prowadzonych prac jest réwniez ich zwigzek z rozwijajaca si¢ medycyna
spersonalizowang, zaktadajgca dostosowanie terapii do indywidualnego stanu pacjenta oraz
charakterystyki patogenu. Badania te majg zatem znaczenie nie tylko dla rozwoju nowoczesnej
diagnostyki mikrobiologicznej, lecz réwniez dla doskonalenia strategii terapeutycznych stosowanych w

leczeniu zakazen bakteryjnych. Ponadto ich interdyscyplinarny charakter, lokujacy sie¢ na styku



bioanalityki i diagnostyki medycznej, mikrobiologii i nauk farmaceutycznych, podkresla zaréwno

wartoé¢ naukowa, jak i potencjat praktycznych zastosowan przeprowadzonych badan.

Podstawg rozprawy doktorskiej jest spdjny cykl prac obejmujacy trzy oryginalne publikacje
naukowe oraz trzy artykuty przegladowe. Artykuty oryginalne zostaty opublikowane w czasopismach
naukowych o zasiegu miedzynarodowym, znajdujacych si¢ w bazie czasopism JCR, w szczeg6lnosci
w czasopismach Molecules (IF 4,927), ACS Omega (IF 3,700) oraz Materials (IF 3,748). Jedna z prac
przegladowych ukazata sie w czasopi$mie o miedzynarodowym zasiggu International Journal of
Molecular Sciences (IF 5,600), natomiast dwie prace przeglagdowe zostaty opublikowane w polskich
czasopismach, znajdujacych sie na ministerialnej liscie czasopism naukowych: w Wiadomosciach
chemicznych i w czasopismie Analityka: nauka i praktyka. Ponadto, w rozprawie Autorka zawarfa
wyniki badan odnoszace sie do identyfikacji mikroorganizméw wyizolowanych z prébek pobranych od
pacjentéw, oraz przedstawifa zastosowania testow MBT-STAR-BL oraz MBT-ASTRA, opartych na
technice MALDI-TOF MS, stuzacych do wykrywania antybiotykoodpornosci.

Rozprawe otwiera bardzo przydatny podczas czytania pracy wykaz stosowanych symboli
i skrétow. Nastepnie Autorka umiescita wprowadzenie oraz cel i zatozenia pracy. Kolejno, w czterech
rozdziatach, zaprezentowata gtéwne zagadnienia badawcze podjete w toku realizacji rozprawy,
uzasadniajac ich znaczenie naukowe, aktualny stan wiedzy oraz przedstawiajac zastosowane podejscie
badawcze. Te cze$é rozprawy rozpoczyna przyblizenie zagadnier odnoszacych sig do roli i znaczenia
mikroorganizméw w mikrobiologii klinicznej i przemystowej, nastepnie opisane zostaty aspekty
klasyfikacji i mechanizmy dziatania antybiotykéw oraz zjawisko antybiotykoopornosci. Trzeci rozdziat
zostal poswiecony MALDI-TOF MS jako zaawansowanej technice spektrometrii, ze szczegdlnym
zwrdéceniem uwagi na jej wykorzystanie w badaniach mikrobiologicznych. W ostatnim rozdziale
Doktorantka przedstawita zagadnienie terapeutycznego monitorowania lekdw. Po biografii
obejmujacej 197 pozycji literaturowych, umieszczone zostaty teksty szesciu publikacji, wchodzacych w
sktad dysertacji, podsumowanie i wnioski, dorobek naukowy Doktorantki, o$wiadczenia wspétautorow

oraz streszczenia rozprawy w jezyku polskim i angielskim. Cato$¢ obejmuje 233 strony.

Gtéwnym celem dysertacji byto opracowanie i integracja nowoczesnych technik analitycznych
przeznaczonych do identyfikacji mikroorganizméw, zaawansowanego badania ich mechanizmow
opornosci wobec antybiotykéw, a takze opracowanie nowych metod przygotowania probek do
monitorowania stezen antybiotykéw wykorzystywanych w terapii pacjentéw. Doktorantka rozpoczeta
badania od analizy aktualnego stanu wiedzy w zakresie podejmowanej tematyki. W pierwszej
publikacji o charakterze przegladowym przedstawita mozliwoéci zastosowania technik ,-omicznych”
do identyfikacji mikroorganizméw oraz wykrywania antybiotykoopornoéci. Pierwszy etap
doéwiadczen, przedstawiony w dysertacji, objat proteomiczng identyfikacje mikroorganizméw w
prébkach pacjentéw z infekcjami gérnych drég oddechowych oraz w prébkach trudnogojacych sig ran
pooperacyjnych, co zostato opisane w publikacji P2. Problemowi wykrywania antybiotykoodpornosci
dedykowane byty badania z wykorzystaniem komercyjnych zestawéw MBT STAR-Carba IVD oraz MBT-
ASTRA, oba bazujgce na technice MALDI-TOF MS. Badania te, opisane przez Doktorantke w rozprawie,

objely opracowanie nowej metody wykrywania antybiotykoodpornoéci oraz walidacje metody,



z wykorzystaniem spektrometru Zybio EXS2600. W pracy P3 przedstawiono badania nad skréceniem
czasu wykrywania mikroorganizméw skupione na zweryfikowaniu mozliwosci krétszej inkubacji
bakterii przetrwalnikujgcych, wyizolowanych z prébek zywnosci, przy zachowaniu doktadnosci
i wiarygodnosci procesu detekcji. Innym kierunkiem zainteresowar badawczych Doktorantki byto
oznaczanie antybiotykéw beta-laktamowych oraz ich metabolitéw. Przedstawienie tego zagadnienia,
w aspekcie technik in vitro, in vivo oraz modelowania in silico zawarto w pracy przegladowej P4.
Doktorantka opisata réwniez wykorzystanie alternatywnej metody badania metabolitow lekéw,
generowanych na drodze elektrochemicznego utleniania w reaktorze elektrochemicznym, potagczonym
on-line/off-line z tandemowym spektrometrem mas (EC MS/MS). Kolejne dwie prace, P5 i P6, dotyczyty
badan nad mozliwosciag wykorzystania ekstrakcji MIP-SPME do wyizolowania i wzbogacenia
antybiotykéw beta-laktamowych i ich metabolitéw z osocza ludzkiego w procedurze terapeutycznego

monitorowania farmaceutykdéw.

Specyfika rozpraw doktorskich opartych na cyklu publikacji naukowych sprawia, ze rola
recenzenta w ocenie merytorycznej przedstawionych badan jest do pewnego stopnia odmienna niz w
przypadku klasycznych dysertacji. Publikacje tworzace rozprawe przeszty wczeéniej proces recenzyjny
prowadzony przez ekspertow z danej dziedziny, co stanowi niezalezng weryfikacje jakosci naukowej
uzyskanych wynikéw oraz oryginalnosci podjetej tematyki badawczej. O randze prac $wiadczy rowniez
ich opublikowanie w czasopismach o zasiegu migdzynarodowym, indeksowanych w uznanych bazach
naukowych. W tej sytuacji szczegélnej uwagi wymaga analiza zakresu zaangazowania Doktorantki
w realizacje poszczegdlnych etapéw badan oraz w przygotowanie publikacji, zwtaszcza ze wszystkie
prace wchodzace w sktad osiggniecia doktorskiego zostaty opracowane we wspotautorstwie.
Na podstawie przedstawionych o$wiadczen wspétautoréw mozna stwierdzi¢, ze wkfad
mgr D. Tarkowskiej w powstanie publikacji wchodzacych w skiad rozprawy byt znaczacy. Nalezy
zauwazyd, ze Doktorantka jest pierwszym autorem czterech spo$rdd szeéciu prac oraz drugim autorem
dwdch pozostatych artykutow. Wskazuje to na jej kluczowa role w realizacji badan oraz przygotowaniu

publikacji, ktére stanowig podstawe ocenianego osiggnigcia naukowego.

Do najwazniejszych osiggniec pfzedstawionej rozprawy doktorskiej, stanowigcych elementy
nowosci naukowej, zaliczam:

»  opracowanie szybkiej procedury bazujacej na technice MALDI-TOF MS do identyfikacji bakterii
w prébkach pobranych z trudno gojacych sie ran pooperacyjnych oraz prébek pobranych z drég
oddechowych pacjentdw;

=  zaproponowanie  procedury  umozliwiajgcej  skrécenie  czasu inkubacji  bakterii
przetrwalnikujacych, co pozwala na ich szybszg identyfikacje i szybsze wdrozenie terapii; jest to
kluczowe w przypadku ostrych infekcji bakteryjnych zagrazajgcych zyciu pacjenta, np. przy sepsie,
czy wielolekoopornych zakazeniach szpitalnych;

*  objecie badaniami nad antybiotykoopornoscig zréznicowanych pod katem zakresu dziatania
terapeutycznego i mechanizméw dziatania antybiotykéw; prace te objety imipenem, cefotaksym,

piperacyling, ciprofloksacyne, lewofloksacyne oraz azytromycyne;



=  opracowanie procedury elektrochemicznej syntezy polimeru z odwzorowaniem molekularnym,
stosowanego jako sorbent w ekstrakcji SPME; otrzymany polimer umozliwit izolacje i wzbogacenie
amoksycyliny, cefotaksymu i metronidazolu z osocza ludzkiego; oznaczenie tych antybiotykow
z wykorzystaniem techniki SPME-LC-MS/MS

= zweryfikowanie mozliwosci wykorzystania spektrometru MALDI Zybio EXS2600 do wykrywania
antybiotykoodpornosci;  sprawdzenie  zgodnosci w  klasyfikacji szczepéw  opornych
z wykorzystaniem Zybio, podejscia bioinformatycznego CLOVER Biosoft oraz testow MBT-STAR-BL
i MBT-ASTRA.

Po przeczytaniu rozprawy nasuneto mi sig kilka pyta. Najwazniejsze z nich zamieszczam ponizej

i prosze mgr Darie Tarkowska o ustosunkowanie sie do nich podczas obrony pracy.

= W rozdziale 4.1 Oznaczanie i identyfikacja antybiotykéw oraz ich metabolitow w pfynach
ustrojowych przedstawiono m.in. aspekt badania metabolitéw lekéw na drodze
elektrochemicznego utleniania farmaceutyku. Informacje zawarte w tym fragmencie (str. 66-68)
sa w zasadzie opisem przeprowadzonych doswiadczen, niestety nie podano jakie leki poddano
badaniom, nie przedstawiono wynikéw tych badan, Doktorantka ograniczyta si¢ do
sformutowania ,Na podstawie uzyskanych wynikdbw mozna stwierdzi¢, iz o
Z jakiego powodu wyniki tych badan nie zostaty zamieszczone w pracy?

= Czy w oparciu o przeprowadzone badania mozna wyciggng¢ wnioski odnosnie mozliwosci

zaprojektowania polimeru z odwzorowaniem molekularnym do konkretnego antybiotyku?
= Jak Autorka rozumie pojecie walidacji? W podsumowaniu (str. 214) napisano: ,Zastosowanie tej
technologii przyczynito sie do skrécenia czasu diagnostyki oraz zwigkszenia jej precyzyjnosci
w poréwnaniu do tradycyjnych metod. Wyniki te stanowiq potwierdzenie walidacji metody
w diagnostyce klinicznej, ...” (punkt 1), ,Walidacja tych metod pozwala na szybsze wykrycie
zagrozen zarébwno w kontekscie infekcji klinicznych, jak i w przemysle spozywczym” (punkt 2) oraz
Walidacja tej metody pozwala na precyzyjne monitorowanie stezenia lekéw, co jest kluczowe

w kontekscie personalizacji leczenia ,, (punkt 5). Prosze o wyjasnienie.

Ogdlnie praca jest napisana starannie, tre$¢ jest zobrazowana klarownymi rysunkami
i tabelami. Podsumowanie trafnie uwypukla wszystkie najwazniejsze etapy i wyniki badar. Biorgc pod
uwage strukture pracy, w moim odczuciu rozprawa jest napisana troche chaotycznie, brak jest
wyraznego oddzielenia doniesieri literaturowych od przeprowadzonych przez Doktorantke badan.
Przykltadowo, we wspomnianym wczesniej rozdziale 4.1., po wprowadzeniu i opisie badarn wtasnych
oraz wyciagnieciu wnioskéw, Autorka, w oparciu o literature, ponownie wyjaénia podejscie EC MS/MS,
pokazuje schemat uktadu pomiarowego, m.in. przytacza informacje, ktére podata juz wczeéniej, przed
opisem badan wtasnych. Taki sposéb podania informacji utrudnia stwierdzenie jaki byt zakres prac
doéwiadczalnych Autorki. Zaskakujgce dla mnie jest wymienienie stosowanej aparatury na poczgtku
rozprawy, jako czesci Celu i zatozen pracy, przed opisem zagadnie badawczych. W dysertacji, jak
w kazdej pracy, mozna znalez¢ niefortunne sformutowania oraz pewne powtérzenia tresci, ktorych
przyktadéw nie bede szczegétowo przytacza¢. Wspomniane niedoskonatosci nie rzutujg na bardzo

pozytywny odbidr pracy.



W pracy wida¢ bardzo dobrg znajomos¢ interdyscyplinarnej tematyki badawczej oraz duze
zaangazowanie Doktorantki w szeroko prowadzone badania. Znaczne zréznicowanie stosowanych
technik pomiarowych pozwala wnioskowac o szerokiej wiedzy z zakresu technik badawczych i Swiadczy

o doskonatym przygotowaniu Doktorantki do dalszej pracy badawczej.

Catkowity dorobek naukowy mgr Darii Tarkowskiej jak na mtodego naukowca, nalezy réwniez
uzna¢ za wyrdzniajgcy. Jest ona wspdtautorem 6 publikacji odnoszacych sie do tematyki rozprawy
doktorskiej oraz 9 innych publikacji; sumaryczna warto$¢ wspétczynnika oddziatywania przekracza 34.
Doktorantka wielokrotnie uczestniczyta w konferencjach krajowych i zagranicznych. W swoim dorobku
ma 8 wystgpient ustnych oraz 7 prezentacji posterowych. Na swoje badania zdobyta Grant dla
Doktorantéw oraz Mtodych Naukowcéw (finansowanie wydziatowe), a obecnie kieruje realizacjg

grantu NCN Preludium.

Podsumowujgc, z petnym przekonaniem stwierdzam, iz przedstawiona praca doktorska
catkowicie spetnia wymagania stawiane pracom doktorskim w ustawie o stopniach naukowych i tytule
naukowym i wnosze do Rady Dyscypliny Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu o dopuszczenie

mgr Darii Tarkowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z przedstawionych osiggnie¢ Doktorantki wynika, iz jest ona bardzo obiecujgcym mtodym
badaczem. Wyniki badan, ktére przeprowadzita w ramach realizacji pracy doktorskiej majg duzy
potencjat aplikacyjny w nowoczesnej diagnostyce medycznej i terapeutycznym monitorowaniu
farmaceutykéw. Aktualnoéé i znaczenie podjetej tematyki badawczej nie budza zadnych watpliwosci.
Zwazywszy na szeroki zakres badan i ich warto$¢ merytoryczna, oraz dorobek naukowy Doktorantki,

whnioskuje o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr Darii Tarkowskiej



