Recenzja pracy magister Karoliny Mielko
pt. ,Badania metabolomiczne bakterii Pseudomonas aeruginosa”

na stopien doktora nauk chemicznych

Przedmiotem pracy doktorskiej mgr Karoliny Mielko jest poréwnanie profili metabolomicznych
szczepdw Pseudomonas aeruginosa o roznych fenotypach lekowrazliwosci oraz wywodzacych sie z
roznych zrédet w celu wyjasnienia proceséw adaptacji tego drobnoustroju do zmieniajgcych sie
warunkéw bytowania. Podjety problem jest bardzo istotny z klinicznego punktu widzenia, poniewaz
P. aeruginosa jest groznym drobnoustrojem oportunistycznym wywotujgcym ciezkie zakazenia u
pacjentéw hospitalizowanych (zwtaszcza w oddziatach intensywnej terapii i oparzeniowych) oraz u
chorych na mukowiscydoze, a jego naturalnie wysoka i dynamicznie narastajgca na skutek m.in. presji
selekcyjnej lekoopornos¢ powoduje, ze terapia tych infekcji staje sie coraz trudniejsza. W zwigzku z
powyzszym poznanie proceséw metabolicznych wykorzystywanych przez bakterie w rdznych
sytuacjach, w tym przy nabywaniu mechanizmdéw opornosci moze mie¢ znaczenie dla poszukiwania

nowych strategii zapobiegania i leczenia zakazen.

Praca doktorska stanowi spdjny tematycznie cykl 4 publikacji (1 poglagdowej i 3 oryginalnych) i sktada
sie z nastepujgcych czesci: spisu tresci, wykazu skrétéw, streszczenia w jezyku polskim i angielskim,
wprowadzenia, celéw, metodologii, piSmiennictwa, o$wiadczenia Doktorantki o zaangazowaniu w
przygotowanie poszczegdlnych artykutéw wchodzacych w sktad cyklu, kopii opublikowanych prac, z
ktorych kazda poprzedzona jest skrétowym omodwieniem oraz podsumowania i wnioskow.
Dodatkowo, do rozprawy dotgczono informacje o dziatalnosci naukowej Doktorantki (wykaz
publikacji, informacje o czynnym i biernym udziale w konferencjach oraz stypendiach, stazach i

nagrodach naukowych).

We wprowadzeniu Kandydatka scharakteryzowata pateczke ropy btekitnej (jej witasciwosci,
wystepowanie, chorobotwdrczos¢ i lekoopornosé) oraz opisata istote i zasady badan
metabolomicznych (w tym stosowane techniki analityczne oraz sposoby obrébki i analizy danych).
Wprowadzenie stanowi dobre uzasadnienie celowosci podjetych badan, jednak Kandydatka nie
ustrzegta sie pewnych niescistosci:

- Piszgc o chorobotwdrczosdci P. aeruginosa Doktorantka wymienia zakazenie ucha wewnetrznego
(tzw. ucho ptywaka). W rzeczywistosci chodzi o zapalenie ucha zewnetrznego. Wspomina takze o

zakazeniu przewodu pokarmowego (goraczce Shanghai), ktéra w naszych warunkach wystepuje



bardzo rzadko, pomija natomiast najczestszg postac szpitalnych zakazen wywotywanych przez ten
drobnoustrdj, tj. zapalenie ptuc zwigzane z mechaniczng wentylacjg (tzw. respiratorowe zapalenie
ptuc u chorych w oddziatach intensywnej terapii).

- Piszgc o lekoopornosci bakterii, Doktorantka powotujgc sie na artykut w Lancecie (w piSmiennictwie
pomija nazwe cytowanego czasopisma) twierdzi, ze w 2019 roku zakazenia bakteryjne byty
powodem S$mierci 4,95 min ludzi na swiecie, z czego prawie 1,5 min to zgony spowodowane
zakazeniami szczepami wielolekoopornymi. W rzeczywistosci, wg danych w/w artykutu 4,95 min
zgonow miato zwigzek z lekoopornoscig bakterii, a 1, 27 min zgondéw byto przez nig spowodowanych.
- Piszac o leczeniu zakazen P. aeruginosa, Kandydatka wskazuje, ze wybdr leku zalezy od zjadliwosci
szczepu. W rzeczywistosci kluczowe znaczenie ma postac zakazenia (w trakcie typowej diagnostyki
zakazen nie ocenia sie zjadliwosci drobnoustrojow). Wsrdéd stosowanych w terapii  antybiotykdw
Doktorantka wymienia cyt. ,penicyliny (najczesciej z inhibitorami B-laktamaz, np. piperacylina),
karbapenemy (meropenem, imipenem) oraz cefalosporyny IV i V generacji (np. cefepim i
ceftazydym)”. Stosowang w leczeniu penicyling z inhibitorem p-laktamaz jest piperacylina-
tazobaktam, natomiast ceftazydym jest cefalosporyng lll generacji. Ponadto Kandydatka zwraca
uwage, ze coraz czesciej pojawiajg sie szczepy oporne na wszystkie antybiotyki (pandrug resistant,
PDR), co cyt. ,w przypadku osdb z obnizong odpornoscig prowadzi do zwiekszonej Smiertelnosc¢”.
Zakazenia PDR, ze wzgledu na brak mozliwosci skutecznego leczenia, zwiekszajg ryzyko zgonu u
wszystkich, nie tylko u pacjentdw z obnizong odpornoscia.

- Charakteryzujagc mechanizmy opornosci P. aeruginosa mgr Mielko wskazuje, ze podstawowym
mechanizmem sg enzymy zdolne do dezaktywacji antybiotykow: cyt. ,najpowszechniejsze sg B-
laktamazy, hydrolizujgce wigzania w czgsteczkach antybiotykdéw B-laktamowych, ale sg to réwniez
cefalosporynazy czy penicylinazy”. Penicylinazy i cefalosporynazy sg przedstawicielami B-laktamaz.

Na uznanie zastuguje natomiast bardzo przejrzyscie przedstawiony przed Kandydatke opis
skomplikowanego zagadnienia badan metabolomicznych, w tym czytelny schemat eksperymentu

metabolomicznego.

Doktorantka postawita sobie ambitne zadanie scharakteryzowania metabolomu rdéznych szczepdéw
P. aeruginosa i sformutowata 4 cele szczegétowe, tj. opracowanie najlepszej metody dezintegracji
bakterii do eksperymentédw metabolomicznych, poréwnanie profili metabolomicznych P. aeruginosa
z innymi  gatunkami bakterii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich oraz okreslenie rdzinic w
metabolomie P. aeruginosa w zaleznosci od pochodzenia izolatu (Srodowisko naturalne versus drogi
oddechowe chorych na mukowiscydoze) i jego lekowrazliwosci.

Sposdb realizacji w/w celéw zostat zaprezentowany w pracach oryginalnych wchodzacych w sktad

rozprawy doktorskiej.



Na cykl publikacji sktadajg sie 3 prace oryginalne: “Comparison of bacteria disintegration methods
and their influence on data analysis in metabolomics”, opublikowana w Scientific Reports (IF 4,38),
“Possible metabolic switch between environmental and pathogenic Pseudomonas aeruginosa strains:
1 H NMR based metabolomics study” zaprezentowana w Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis (IF 3,94) oraz ,Metabolomics comparison of drug-resistant and drug-susceptible
Pseudomonas aeruginosa strain (intra- and extracellular analysis)” przedstawiona w International
Journal of Molecular Science (IF 5,92), a takze praca pogladowa ,Metabolomic studies of
Pseudomonas aeruginosa” opublikowana w World Journal of Microbiology and Biotechnology (IF
2,48). We wszystkich publikacjach mgr K. Mielko jest pierwszym autorem, a jej wktad zostat
szczegdtowo opisany w zatgczonym przez nig oswiadczeniu. Szkoda, ze Kandydatka nie zataczyta
os$wiadczen pozostatych wspétautorow o ich zaangazowaniu oraz zgdd na wykorzystanie w/w prac

do Jej rozprawy doktorskie;j.

W swoich badaniach opublikowanych w w/w pracach oryginalnych mgr Mielko wykazata m.in., ze na
wyniki badain metabolomicznych ogromny wptyw ma zastosowana metoda dezintegracji komdrek
bakteryjnych. Powyzsza obserwacja ma bardzo istotne znaczenie praktyczne, wskazuje bowiem na
wazne ograniczenia metodologiczne tych badan, zwtaszcza w kontekscie poréwnywania rezultatow
uzyskiwanych w réznych eksperymentach. Wyniki badarn Doktorantki sugerujg takze, ze analiza profili
metabolomicznych przy uzyciu spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego, po utworzeniu
odpowiednich baz danych metabolomdw, bedzie mogta byé¢ w przysztosci wykorzystana jako
narzedzie do identyfikacji drobnoustrojéow. Ponadto Kandydatka dowiodta, ze szczepy P. aeruginosa
izolowane z r6znych miejsc majg odmienne profile metabolomiczne — izolaty pochodzace od chorych
na mukowiscydoze charakteryzowaty sie szybszym metabolizmem aminokwaséw w poréwnaniu do
szczepow srodowiskowych. Podobnie, wykazata, ze szczep oporny na antybiotyki bardziej efektywnie
metabolizowat aminokwasy w poréwnaniu do szczepu lekowrazliwego.

W/w prace wpisujg sie w nowe kierunki badan wykorzystujgce analize metaboloméw w celu
wyjasnienia mechanizmoéw lezgcych u podstaw adaptacji drobnoustrojéow do zmieniajacych sie
warunkéw srodowiska (w tym obecnosci antybiotykdéw).

W sktad cyklu wchodzi takze bardzo ciekawie i klarownie napisany artykut pogladowy, w ktérym
Doktorantka przedstawita aktualne informacje nt badan metabolomicznych u P. aeruginosa,

zwracajac uwage zaréwno na potencjat metabolomiki jak i jej ograniczenia.

Doktorantka zrealizowata wszystkie zatozone cele badawcze, a uzyskane wyniki podsumowata w 5 w

petni uprawnionych wnioskach. W rozprawie zabrakto dyskusji i krytycznej analizy uzyskanych



wynikéw. Wprawdzie kazda z prac oryginalnych wchodzgcych w skfad cyklu zawiera te czes¢, tym

niemniej jej catoSciowe ujecie w rozprawie bytoby bardzo wartosciowe.

Wszystkie powyzsze uwagi i sugestie majg charakter porzadkujgcy i nie wptywajg na ocene

merytoryczng rozprawy.

W podsumowaniu stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr K. Mielko spetnia warunki
okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z
2022 r. poz. 574 z pdin. zm.). Wchodzace w jej sktad publikacje sg spdjne tematycznie, zostaty
zaprezentowane w czasopismach zagranicznych o wysokim wspdtczynniku oddziatywania, a
przedstawione w nich wyniki majg duzg wartos¢ poznawczg i praktyczng — pogtebiajg wiedze na
temat mozliwosci zastosowania badan metabolomicznych w szeroko rozumianej mikrobiologii
klinicznej. Sktadam zatem wniosek do Wysokiej Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne
Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie mgr Karoliny Mielko do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

Rownoczesnie ze wzgledu na znaczne walory naukowe i aplikacyjne pracy prezentujacej nowe
informacje na temat aspektéw technicznych eksperymentéw metabolomicznych oraz mozliwosci
wykorzystania analiz metaboloméw do identyfikacji drobnoustrojow i oceny ich adaptacji do
Srodowiska sktadam wniosek do Wysokiej Rady o jej wyrdznienie. Przeprowadzone przez
Doktorantke badania stanowig przyczynek do poszukiwania nowych strategii diagnostyki,
zapobiegania i leczenia zakazen, w tym wywotywanych przez trudne do eradykacji drobnoustroje
lekooporne. Na podkreslenie zastuguje réwniez fakt, ze wyniki badan Kandydatki zostaty
opublikowane w dobrych czasopismach naukowych, o wysokim wspdtczynniku oddziatywania, co

Swiadczy o ich wysokiej jakosci i odzwierciedla wage poruszanych zagadnien.
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