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Przedtozona mi do oceny rozprawa poswiecona jest wykorzystaniu technik analitycznych
opartych na spektrometrii mas do identyfikacji mikroorganizmoéw, oceny ich opornosci na leki
przeciwdrobnoustrojowe oraz oznaczania antybiotykdw i ich metabolitéw w materiale biologicznym.
Tematyka pracy taczy zagadnienia chemii analitycznej i bioanalityki z mikrobiologig kliniczng oraz
potrzebami monitorowania farmakoterapii. Szybkie i wiarygodne rozpoznanie drobnoustroju,
okreslenie jego wrazliwosci na antybiotyki oraz oznaczenie stezenia zastosowanego leku stanowig
istotne elementy postepowania klinicznego w zakazeniach. Podjety temat uwazam za istotny zarowno
poznawczo, jak i z punktu widzenia potencjalnych zastosowan praktycznych. Pierwsza cze$¢ badan
obejmowata wykorzystanie techniki MALDI-TOF MS do identyfikacji mikroorganizmoéw w izolatach
bakteryjnych oraz ocene antybiotykoopornosci z zastosowaniem testéw MBT-STAR-BL i MBT-ASTRA.
Druga natomiast byta poswiecona opracowaniu witdkien do mikroekstrakcji do fazy statej,
selektywnych dla wybranych antybiotykdw dzieki wykorzystaniu polimeru z odciskiem molekularnym,
oraz ich wykorzystaniu do izolacji lekéw i metabolitéw z osocza, ktdre nastepnie byty analizowane
z wykorzystaniem chromatografii cieczowej i spektrometrii mas. Na uwage zastuguje wykorzystanie
w badaniach rzeczywistego materiatu klinicznego, dzieki czemu opracowywane rozwigzania byty

testowane réwniez w warunkach ztozonej matrycy biologicznej.



Rozprawa liczy 233 strony, zostata napisana w jezyku polskim i obejmuje wprowadzenie, cel
i zatozenia pracy, rozbudowany rozdziat zatytutowany ,,Problem badawczy”, bibliografie, publikacje
wiaczone do dysertacji, podsumowanie i wnioski, wykaz dorobku naukowego, oswiadczenia
wspotautoréw publikacji oraz streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Catos¢ poprzedzajg spis tresci
oraz wykaz skrétéw. W sktad rozprawy wchodzi sze$é publikacji naukowych oznaczonych jako P1-P6
oraz wyniki dodatkowych badan okreslonych jako badania wiasne B1 i B2. Artykuty P1-P6 zostaty
opublikowane w latach 2021-2023. S3 to trzy prace doswiadczalne (P2, P3 i P5) oraz trzy przeglagdowe
(P1, P4 i P6). Doktorantka jest pierwszg autorka czterech prac (1 badawczej i 3 przeglagdowych) oraz
drugg autorkg pozostatych prac. Cztery z nich to prace anglojezyczne opublikowane w czasopismach:
International Journal of Molecular Sciences (przegladowa), Molecules, ACS Omega i Materials
(badawcze) oraz dwie przeglagdowe w jezyku polskim, ktére ukazaty sie w Wiadomosciach
Chemicznych oraz w czasopiSmie Analityka: nauka i praktyka. Prace anglojezyczne zostaty
opublikowane w czasopismach, ktére w bazie Web of Science sg sklasyfikowane w pierwszym lub
drugim kwartylu (Q1-Q2) najlepszych czasopism w swoich kategoriach. Wedtug zestawienia
zamieszczonego na stronie 11 rozprawy, sumaryczny wspoétczynnik oddziatywania (z ang. impact
factor) tych prac wynosi 17,975, a suma punktéw ministerialnych to 530. Prace anglojezyczne majg juz

tacznie 57 cytowan.

Uktad rozprawy jest nietypowy. Bezposrednio po trzystronicowym wprowadzeniu
umieszczone sg cele i zatozenia pracy. Cel gtdwny rozprawy obejmuje identyfikacje mikroorganizmow
i ocene antybiotykoopornosci bakterii oraz opracowanie metod przygotowania probek do
monitorowania stezen antybiotykdéw. Zostat on rozwiniety w postaci siedmiu celéw szczegétowych
dotyczacych wykorzystania podejs¢ omicznych w mikrobiologii, zastosowania MALDI-TOF MS do
identyfikacji bakterii z materiatu klinicznego, walidacji metody do identyfikacji mikroorganizméw
uwzgledniajgcej skrécony czas inkubacji bakterii przetrwalnikujgcych oraz opracowania i walidacji
metod oceny antybiotykoopornosci. Pozostate cele szczegétowe poswiecone sg antybiotykom beta-
laktamowym (ich biotransformacji oraz przygotowaniu prébek biologicznych do ich izolacji), a takze
identyfikacji i oznaczaniu lekéw oraz ich metabolitéw metodg chromatografii cieczowej sprzezonej ze
spektrometrig mas. Do kazdego celu szczegdétowego przyporzadkowane sg konkretne publikacje,
a przy niektoérych sg ponadto badania wtasne. Wprowadzenie réznych kodéw dla prac przeglagdowych
i badawczych utatwitoby rozrdznienie celéw doswiadczalnych od zagadnien omawianych w pracach
przegladowych. Zamiast rozdziatu Materiaty i metody Autorka umiescita spis aparatury i metod
badawczych, z ktérych korzystata, wskazujgc, ze metody badawcze zostaty szczegétowo opisane

w pracach oryginalnych i badaniach wtasnych umieszczonych w rozprawie.



Kolejna czes¢ rozprawy, zatytutowana ,Problem badawczy”, zostata podzielona na cztery
punkty. Pierwsze dwa przedstawiajg zagadnienia teoretyczne zwigzane z rolg i znaczeniem
mikroorganizméw w przemysle oraz ich wptywem na zdrowie cztowieka, a takze z antybiotykami
i antybiotykoopornoscia. Doktorantka zwraca szczegdlng uwage na zagrozenia zwigzane z zakazeniami
bakteryjnymi oraz na trudnosci w identyfikacji bakterii przetrwalnikujgcych. Przedstawia zarys historii
rozwoju antybiotykéw, ich klasyfikacje i mechanizmy dziatania, a takze uzasadnia wybodr lekéw
uwzglednionych w badaniach wtasnych. Charakteryzuje réwniez opornos¢ naturalng i nabyta oraz
najwazniejsze mechanizmy warunkujgce nieskutecznos¢ antybiotykoterapii. Ponadto pordéwnuje
metody oceny antybiotykoopornosci, uwzgledniajac ich zalety, ograniczenia oraz rozréznienie miedzy
zastosowaniami badawczymi a diagnostyka kliniczna.

Trzeci punkt poswiecony jest technice MALDI-TOF MS. Autorka przybliza te technike
czytelnikowi, omawiajac przebieg desorpcji i jonizacji analitdw, role matrycy oraz znaczenie
parametréw promieniowania laserowego dla jakosci uzyskiwanych widm. Charakteryzuje dodatni
i ujemny tryb jonizacji oraz najczesciej stosowane matryce, wskazujgc na wykorzystanie kwasu
a-cyjano-4-hydroksycynamonowego w badaniach wtasnych. Nastepnie wyjasnia zasade dziatania
analizatora czasu przelotu i poréwnuje jego tryb liniowy oraz reflektronowy, uwzgledniajac ich
mozliwosci i ograniczenia w analizie réznych grup zwigzkéw. Fragment ten stanowi wprowadzenie do
dalszego omoéwienia zastosowan MALDI-TOF MS w badaniach mikrobiologicznych, czemu poswiecony
jest punkt 3.1. Doktorantka omawia w nim zastosowanie techniki MALDI-TOF MS do identyfikacji
mikroorganizméw i oceny antybiotykoopornosci, systematycznie odnoszac przedstawiane
zagadnienia do wtasnych badani. Na przykfadzie pracy P2 wskazuje na wptyw podtoza hodowlanego na
jakos¢ widm i wyniki identyfikacji, natomiast w odniesieniu do pracy P3 oraz badan B1 omawia dobdr
sposobu przygotowania prébek oraz trudnosci w rozrdznianiu gatunkéw blisko spokrewnionych.
Charakteryzuje rowniez wykorzystywane platformy aparaturowe oraz poréwnuje wyniki uzyskane za
pomocg rdézinych systemow i narzedzi do analizy danych. Ponadto przedstawia zastosowane
w badaniu B2 testy MBT-STAR-BL oraz MBT-ASTRA stuzgce do oznaczania antybiotykoodpornosci.
W umieszczonym w tej czeSci rozprawy badaniu B1 Doktorantka analizowata wymazy z nosa
i nosogardzieli oraz sline pobrane od 85 pacjentéow z chorobami uktadu oddechowego. W badanym
materiale dominowaty mikroorganizmy z rodzajéw Staphylococcus, Streptococcus i Corynebacterium;
zidentyfikowano rowniez grzyby z rodzaju Candida. Autorka wskazuje na trudnosci w jednoznacznym
rozréznianiu niektérych gatunkéw. Natomiast w badaniu wtasnym B2 Pani mgr Daria Tarkowska
wykorzystata testy MBT-STAR-BL i MBT-ASTRA do analizy antybiotykoodpornosci u Klebsiella
pneumoniae i Staphylococcus aureus. Badania obejmowaty leki z grup beta-laktamow,

fluorochinolonéw i makrolidéw. Prébki oznaczata za pomocg spektrometréw mas rdzinych



producentéw, a uzyskane dane analizowata przy uzyciu réznych narzedzi do analizy danych oraz
interpretacji widm. Uzyskane wyniki weryfikowata za pomocg testu krgzkowego. Przedstawione
rezultaty wskazaty, iz mozliwe jest wykorzystanie zastosowanych rozwigzan do oceny opornosci, ale
jednoczesnie ujawnity rozbieznosci miedzy metodami, szczegdlnie w przypadku niektérych szczepéw
wytwarzajacych enzymy typu OXA-48. Na uwage zastuguje rozszerzenie zastosowania MBT-ASTRA
o ocene odpowiedzi Staphylococcus aureus na lewofloksacyne i azytromycyne oraz podjecie proby
adaptacji procedury wykrywania hydrolizy antybiotyku do innej platformy aparaturowej. Autorka
dostrzega potrzebe dalszej optymalizacji oraz potwierdzenia wynikéw w wiekszym, bardziej
zréznicowanym zbiorze izolatéw, co swiadczy o Jej dojrzatosci naukowej.

Punkt czwarty poswiecony jest terapeutycznemu monitorowaniu lekéw, ze szczegdlnym
uwzglednieniem oznaczania antybiotykéw i ich metabolitéw w ptynach ustrojowych. Doktorantka
omawia w nim znaczenie zmiennosci farmakokinetycznej dla indywidualizacji dawkowania oraz
mozliwosci wykorzystania chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometria mas do
monitorowania stezenia leku. Przedstawia rowniez podejscia do badania biotransformacji lekow,
odnoszac sie do wlasnych doswiadczen z zastosowaniem utleniania elektrochemicznego, uktadow
mikrosomalnych oraz analizy préobek pobranych od pacjentéw. Dalsza cze$¢ rozdziatu dotyczy
przygotowania prébek biologicznych, w tym poréwnania metod ekstrakcji ciecz—ciecz, ekstrakcji na
fazie statej (SPE i SPME) oraz charakterystyki materiatéw sorpcyjnych. Szczegéing uwage poswieca
opracowanym w ramach badan wtasnych wtéknom SPME pokrytym politiofenem i poli(3-
metylotiofenem) z odciskiem molekularnym wybranych lekéw. Opisuje ich otrzymywanie, ocene
wiasciwosci fizykochemicznych i stabilnosci oraz zastosowanie do izolacji amoksycyliny, cefotaksymu
i metronidazolu wraz z wybranymi metabolitami z osocza pacjentéw oddziatéw intensywnej terapii.
Rozdziat taczy zatem przeglad metod bioanalitycznych z oméwieniem witasnych rozwigzan w zakresie

przygotowania prébek oraz ich potencjalnego wykorzystania w monitorowaniu farmakoterapii.

Zaskakujaco, kolejnym elementem rozprawy jest bibliografia. Obejmuje ona 197 pozycji,
z czego prawie 60% to publikacje z ostatnich 10 lat. Nastepnie umieszczone sg publikacje wchodzace
w sktad rozprawy, po ktérych znajduje sie rozdziat ,,Podsumowanie i wnioski”. W mojej ocenie
powinien on zosta¢ umieszczony jeszcze przed bibliografiag. W krétkim podsumowaniu Autorka
wskazuje, czego dotyczyty poszczegdlne prace i badania wiasne zamieszczone w rozprawie,
a nastepnie formutuje szesé¢ wnioskéw, ktdre wyciggneta z przeprowadzonych badanin. Odpowiadajg

one wszystkim zagadnieniom badawczym przedstawionym w szczegétowych celach pracy.



Po zapoznaniu sie z rozprawg nasunety mi sie nastepujgce pytania:

1. Czy planowane jest wdrozenie opracowanych metod w praktyce klinicznej?

2. Jakie konkretne rozwigzania zaproponowataby Pani, aby poprawi¢ powtarzalnosé
i wiarygodnos¢ identyfikacji gatunkdéw blisko spokrewnionych, dla ktérych uzyskiwata Pani
rozbiezne wyniki?

3. W prowadzonych przez Panig badaniach mozna wyrdzni¢ dwa obszary: analizy
mikrobiologiczne oraz oznaczenia lekéw i ich metabolitdw. Praca w ktédrym z nich byta dla

Pani wiekszym wyzwaniem?

Nie mam uwag do publikacji wtgczonych do rozprawy, przeszty one niezalezny proces recenzji.
Dorobek naukowy Doktorantki jest znaczny. Oprdcz prac wigczonych do rozprawy Pani magister jest
wspotautorka 9 innych publikacji. Wyniki swoich badan prezentowata na pietnastu konferencjach
naukowych, w tym osmiokrotnie w formie prezentacji ustnej, uzyskujgc jedno wyrdznienie.
Konferencje, na ktérych prezentowata swoje wyniki, byty w wiekszosci miedzynarodowe, a udziat
w nich finansowata z minigrantéw pozyskanych w macierzystej Szkole Doktorskiej. Dwukrotnie
nagrodzona przez JM Rektora Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu: za osiggniecia
organizacyjne oraz za osiggniecia naukowe. Pokazuje to, iz Pani magister Daria Tarkowska jest
wzorowo rozwijajacg sie mtoda badaczka, a zwiefczeniem tych ponadprzecietnych osiggnieé jest

uzyskany w Narodowym Centrum Nauki grant PRELUDIUM, ktérego jest kierownikiem.

Czytajgc rozprawe, zauwazytem kilka drobnych btedéw, ktére w zadnym stopniu nie
umniejszajg wysokiej warto$ci merytorycznej ocenianego dzieta.

1. Mikroekstrakcja do fazy statej, a nie stacjonarne;j.

2. 6540 to model urzadzenia, a nie jego rozdzielczosé.

3. Spektrometria mas, a nie masowa.

4. Predkos¢ wirowania powinna by¢ podana w postaci wzglednej sity odsrodkowej (RCF),

a nie liczby obrotéw na minute.

Podsumowujgc, uwazam, iz Doktorantka w petni zrealizowata postawione cele badawcze,
a zrealizowane prace majg charakter metodyczny i aplikacyjny, obejmujac opracowanie i walidacje

procedur analitycznych oraz ich zastosowanie do rzeczywistego materiatu biologicznego.



Biorgc pod uwage powyisze, stwierdzam, iz oceniana rozprawa spetnia wymagania stawiane
tego typu dzietom okreslone w art. 187 ust. 1i 2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. 2022 poz. 574), w zwigzku z czym zwracam sie do Rady Dyscypliny Nauki
Chemiczne Wydziatu Chemii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu z wnioskiem o dopuszczenie
Pani mgr Darii Tarkowskiej do dalszych etapdw postepowania w sprawie nadania stopnia naukowego

doktora w dziedzinie nauk chemicznych.

Jednoczednie, ze wzgledu na interdyscyplinarny charakter przeprowadzonych badan,
potencjat wdrozeniowy uzyskanych wynikéw oraz dorobek publikacyjny stanowigcy podstawe
rozprawy, obejmujacy az szes¢ powigzanych tematycznie prac, zwracam sie do Rady Dyscypliny Nauki
Chemiczne Wydziatu Chemii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu z wnioskiem o wyrdznienie

rozprawy.
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