Krakéw, 4 wrzesnia 2023 r.

RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pani mgr farm. Pauliny Glajzner pt. ,,Adaptacja
bakteryjnych patogenéw zwierzecych do nowego gospodarza —
czlowieka. Badania na modelu ziarenkowcow gramdodatnich”.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr farm.
Pauliny Glajzner, przygotowana pod kierunkiem Promotora, Pani Prof. dr
hab. farm. Eligii M. Szewczyk, profesora Uniwersytetu Medycznego
w Lodzi wpisuje sig w tematyke waznych naukowo i bardzo pozadanych
badan majacych na celu poznanie mechanizmdéw adaptacji zwierzecych
patogenéw bakteryjnych do nowego gospodarza — czlowieka, poznanie
biologicznych markeréw odpowiadajacych za przystosowanie do nowego
gospodarza — za kolonizacjg i zakazenie, zjawisko zwane w epidemiologii
przetamywaniem bariery migdzygatunkowej w chorobach infekcyjnych,
z dodatkowym ambitnym watkiem zbadania mozliwosci terapeutycznych
bedacych w dyspozycji lekarza w przypadkach rozwoju zakazenia
czlowieka tymi szczepami. Autorka dysertacji zainspirowala sig
zjawiskami transmisji i adaptacji wiruséw w czasie pandemii cigzkiego
ostrego zespolu ptucnego SARS-2 / Covid-19, o czym informuje w
»Wstepie”, co dowodzi zmystu epidemiologicznego, nie tylko
analitycznego, ale tez syntetycznego konstruktywnego. Autorka zajeta sig
poszukiwaniem mozliwo$ci oceny stopnia zagrozenia ze strony nowych
patogendéw Dbakteryjnych czlowieka polegajacych na okreSleniu cech
mogacych zakwalifikowaé je jako markery wirulencji, co niostoby
dodatkowa warto$¢ w postgpie zaawansowanej diagnostyki i racjonalizacji
procesu terapeutycznego.

Wszechobecnoéé drobnoustrojéw w biosferze, kolonizacja réznych
nisz ekologicznych przez bakterie, sa zjawiskami ekologicznymi dobrze
poznanymi przez mikrobiologéw. W ostatnich dwéch dekadach
szczegblna uwage przywiazuje si¢ do nowych infekcyjnych chordb
czlowieka pochodzacych od zwierzat - antropozoonoz, aczkolwiek samo
takie zjawisko, ogdlnie opisywane bylo od dziesiecioleci, natomiast
w ostatnich dekadach nabieralo systematycznych cech. Przeniesienia
patogendéw od zwierzat na czlowieka maja charakter powszechny; dzieki
skutecznym barierom anatomicznym i fizjologicznych, wiaczajac
biocenozg fizjologiczna cztowieka, nie skutkuja zakazeniem, niemniej
jednak w szczegélnych sytuacjach dochodzi do powaznych zakazen
wlacznie z zagrozeniem zdrowia publicznego. Przetamanie bariery
migdzygatunkowej nastgpuje wtedy gdy u nowego gospodarza wystepuja
tzw. czynniki ulatwiajace zakazenie a z drugiej strony, u drobnoustrojow
z powodu organizacji genomu i zmienno§ci genetycznej obecne sa
czynniki wirulencji, antygenowosci, swoisto§¢ wobec zywiciela, cechy
lekoopornosci i budowania biofilmu bakteryjnego.
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Zjawiska przelamywania bariery migdzygatunkowej sa z duzymi sukcesami poznawane
w badaniach wirusowych odzwierzgcych chorobach cztowieka, natomiast w przypadkach
bakteryjnego czynnika etiologicznego obserwuje si¢ duze oczekiwania na postgpy. W ostatnich
latach badano mechanizm przetamywania przez bakterie bariery miedzygatunkowej skupiajgc
uwage na zjawisku dywergencji sekwencji genomowej (zachodzacej czgsto i skuteczniej
u wiruséw) i na stabilno$ci genomdw, za co odpowiadaja enzymatyczne mechanizmy naprawy
DNA, gdzie enzymy pelnia funkcje inhibitoréw rekombinacji migdzygatunkowej, i system
reparacji SOS bedacy kontrolerem zmian indukowanych w genomie i zmiennosci genetycznej.
Na te zjawiska ma zawsze wplyw presja selekcyjna $rodowiska co powoduje, ze ten sam
patogen moze mieé rozne zdolnosci kolonizowania i zakazani gospodarza. Mechanizmy tych
zjawisk zainspirowaly Autorke¢ do badan, ktorych zwieniczeniem jest przedstawiona praca
doktorska.

Wiedza przedstawiona w kolejnych podrozdziatach ,,Wstepu” ma fundamentalne
znaczenie, porzadkuje i systematyzuje dzisiejszy stan wiedzy na temat przefamywania bariery
miedzygatunkowej przez patogenne wirusy i bakterie. Co wigcej, pokazuje podstawy do
rozwijania przyszlych badan oraz wskazuje mozliwosci aplikacyjne o powaznym znaczeniu
w  zaawansowanej diagnostyce medycznej laboratoryjnej i w racjonalizacji procesu
terapeutycznego.

Odpowiedziq na przedstawione powyzej wyzwania jest dysertacja Pani mgr Pauliny
Glajzner, ktora podjeta si¢ ambitnego zadania oceny zdolnosci zaadaptowania wybranych
gatunkéw bakterii z rodzajow Staphylococcus i Streptococcus do gospodarza, jakim jest
cztowiek. Autorka badata cechy drobnoustrojéw warunkujqce ich zdolnosci kolonizacyjne oraz
inwazyjnosé;  poszukiwata  biomarkeréw  fenotypowych i  genetycznych  waznych
w przystosowaniu do nowego gospodarza. Jest to bardzo wazny kierunek badan. Przedlozona
do oceny dysertacja przedstawia nowatorskie badania o wysokiej wartosciach naukowej
i praktycznej.

Rozprawa doktorska Pani mgr farm. Pauliny Glajzner zostata przygotowana w Katedrze
Diagnostyki Laboratoryjnej i Molekularnej, w Zaktadzie Mikrobiologii Farmaceutycznej
i Diagnostyki Mikrobiologicznej na Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu Medycznego
w Lodzi pod opieka naukowa Pani Prof. dr hab. n. farm. Eligii M. Szewczyk. Zesp6t kierowany
przez Pania Prof. E. M. Szewczyk wyr6znia si¢ ugruntowang wysoka pozycja naukowg dzieki
bardzo dobrym publikacjom z dziedziny mikrobiologii klinicznej, dyscypliny diagnostyki
molekularnej, z interesujacymi odniesieniami epidemiologicznymi, co zdaniem recenzenta jest
wazne w tego typu projektach, a w przypadku tego zespotu bardzo rzetelnie opracowywane
i oglaszane w wysoko punktowanych periodykach , indeksowanych w migdzynarodowych
bazach danych, jak Journal of Medical Microbiology, Folia Microbiologica, Microbiology,
Current Microbiology, Internartional Journal of Molecular Sciences i innych, a takze
w rodzimych periodykach o wzrastajacym wskazniku impact factor — Polish Journal of
Microbiology i Advancements of Microbiology.

Rozprawa doktorska mgr P. Glajzner zostata przygotowana w formie dysertacji
napisanej w jezyku polskim, zgodnie z kanonem przyjetym na uniwersytetach. Praca ma
Jogiczny uktad i czyta si¢ ja ze zrozumieniem poszczegéInych watkéw badawczych. Sklada sig
z konwencjonalnych cze$ci; wyjatkiem jest zalaczony w konicu rozdziat 14 ,,Aneks”, ktory na
36 stronach (od 151 do 186) pokazuje 56 tabel oraz ich spis na str. 149. Zamieszczenie tych



tabel w ,,Aneksie” porzadkuje rozprawe obfitujaca w liczne wyniki, gdyz niezaleznie od tego
rozdziat ,,Wyniki” zawiera tabele i ryciny. Objgtos¢ dysertacji jest spora, liczy 191 stron, zatem
wyodrebnienie zestawu tabel w ,, Aneksie” bylo bardzo dobrq decyzjq utatwiajqcq czytanie, jak
réwniez objetosé¢ dysertacji sq usprawiedliwione i akceptowane biorgc pod uwage ztozong
tematyke projektu, liczbe metod badawczych i bardzo liczne wyniki wymagajqce precyzyjnego
systematycznego przedstawienia i opracowania.

Maszynopis jest poprzedzony przedstawieniem trzech publikacji (2 oryginalnych
i 1 przegladowej) ogloszonych w wysoko punktowanych migdzynarodowych periodykach,
przedstawiajacych czes¢ wynikow zawartych w rozprawie doktorskiej, po czym nastgpuje
,,Spis tresci” (6 stron). Calosé na 191 stronach obejmuje kolejno nastgpujace czgdei: ,,Wykaz
skrotéw” (5 stron), ,,Wstep” (26 stron), sformutowanie celéw pracy w rozdziale 2 ,.Zatozenia
i cel pracy” (1 strona), specyfikacja uzytych materialow ( 11 stron), przedstawienie
stosowanych metod badawczych (19 stron), opis uzyskanych wynikéw (32 strony),
,.Dyskusja”: (23 strony), ,,Podsumowanie wynikow” (2 strony), ,, Wnioski z przeprowadzonych
badan” (2 strony), streszczenia w jezyku polskim i angielskim (3 + 3 strony), ,,Pismiennictwo”
(260 pozycji na 23 stronach), ,,Spis tabel” (1 strona), ,,Spis rycin” (1 strona), rozdziat 14
,,Aneks” (36 stron, skomentowany powyzej), ,,Dorobek naukowy” (2 strony) i ostatni rozdziat
16 ,,O$wiadczenia wspotautoréw” okreslajace ich wkiad w trzy publikacje zawierajgce czg$¢
wynik6w zawartych w rozprawie doktorskiej (3 strony).

Pierwszy rozdzial ,, Wstgp” jest bardzo dobrym wprowadzeniem do dalszych czg$ci
rozprawy. Uwage zwraca rzetelne wprowadzenie w ztozong problematyke, wymagajgcg wiedzy
z kilku dyscyplin, zasadniczo z biochemii molekularnej i genetyki wybranych gatunkéw bakierii
waznych w zakazeniach czlowieka i zwierzqt, ale takie z ekologii i epidemiologii
oportunistycznych patogenéw, co znalazto odzwierciedlenie w tytulach podrozdziatow czy
akapitéw, a dotyczy zagadnien takich jak nabywanie zdolnosci zakazania gospodarza innego
gatunku, przelamywanie bariery migdzygatunkowej, nowe choroby odzwierzgee cztowieka,
przeszkody w uzyskaniu zdolnosci zakazenia cztowieka, etapy nabywania zdolnosci
patogennych dla nowego gospodarza, patogeny zwierzgce jako nowe patogeny czlowieka
i wlasciwodci wybranych do badan gatunkéw ziarenkowcow gramdodatnich. Autorka
interesujaco opisuje potencjat pangenomu bakterii i zmiennoéci genetycznych oraz wynikajacej
z tego plastycznosci fenotypowej biochemicznej, ze wskazaniem roli horyzontalnego transferu
genéw i mutacji punktowych. Recenzent bedzie zainteresowany wystuchaniem Doktorantki na
temat mechanizméw molekularnych HTG a takze o genetycznych mechanizmach regulacji
ekspresji i supresji genow kodujacych biatka wazne na réznych etapach rozwoju zakazenia.
Rozdzial ten  znakomicie integruje obszary badawcze przedstawione w kolejnych etapach
zlozonego projektu. Po nieznacznym uzupetnieniu nadaje si¢ do publikacji jako interesujgca
praca przeglgdowa.

Cele pracy sformufowane w kolejnym rozdziale sq racjonalne, logiczne i nie budzq
watpliwosci pod wzglgdem przestanek; sq oryginalnym i wartosciowym wktadem do nauki.
Objely one: i) wyselekcjonowanie kolekcji drobnoustrojéw przetamujacych bariery
miedzygatunkowe; ii) oceng zdolnosci zaadaptowania wybranych gatunkow do gospodarza; iii)
poszukiwania wyznacznikéw umozliwiajacych przystosowanie do nowego gospodarza.
Nadrzednym celem byla ocena zagrozenia ze strony pojawiajacych si¢ nowych patogenow co
pozwolitoby wskazaé biomarkery do rozpoznania zdolnosci szczepu zwierzgcego do zakazenia
cztowieka.



Kolejne rozdzialy - 3. Materialy i 4. Metody przedstawiajq material biologiczny,
kolekcje drobnoustrojow, podloza hodowlane i odczynniki, aparature i metody badawcze
opisane wlasciwie i w sposob wystarczajgcy aby czytelnik mogt oceni¢ prawidlowosc
eksperymentéw i wypracowaé wilasny poglgd na temat wartosci naukowej przedstawionych
wynikow. Badania zostaly roztozone racjonalnie na kilka etapow w sposéb logiczny, po czym
konsekwentnie je realizowano. Recenzent zwraca szczegélng uwage na prawidtowy dobor
szczepéw bakteryjnych. O ile wybdr dwich rodzajow ziarenkowcoéw gramdodatnich —
Streptococcus i Staphylococcus nie stanowil szczegolnego wysithu intelektualnego wobec
zalozenia badawczego oceny przelamywania bariery migdzygatunkowej przez patogeny, fo
wybor poszczegdlnych gatunkéw w obrebie tych rodzajow, co wigcej pozyskiwanie szczepow
dzikich z pracowni diagnostycznych i szczepéw kontrolnych, wzorcowych i wskaznikowych
z kilku renomowanych kolekcji - bankéw drobnoustrojow i kolekcji wiasnej Zaktadu
Mikrobiologii Farmaceutycznej i Diagnostyki Mikrobiologicznej Uniwersytetu Medycznego w
Lodzi, jak réwniez zespol czynnosci polegajgcy na opracowywaniu tych szczepow, przed
przystgpieniem do szczegétowych badan genetycznych i biochemicznych, jak réwniez
przeprowadzone analizy z zastosowaniem zaawansowanych metod molekularnych MALDI-
TOF, real-time PCR, MLST, sekwencjonowanie DNA, z wykorzystaniem technik
informatycznych — programow MEGA1I, Scion Image i apiweb, budzq bardzo wysokie uznanie.
Opisane metody badawcze zostaly dobrane prawidtowo w celu osiggnigcia zaplanowanych
efektow. Recenzent nie zauwazyt w pracy bledoéw metodycznych.

Najobszerniejszy w catej rozprawie rozdziat ,,Wyniki” liczy 31 stron. Autorka uzyskata
obfitoé¢ oryginalnych wynikow, ktére sprawnie zaprezentowata dzielac ten rozdziat na szereg
podrozdziatéw ilustrowanych 22 tabelami i 33 rycinami (szczegotowe wyniki
z poszczegOlnych etapow eksperymentéw zawiera ,,Aneks”, opisany powyzej). Do
najwazniejszych osiagnig¢ mgr P. Glajzner naleza: i) analizy genetyczne — sekwencjonowania
DNA w celu identyfikacji i weryfikacji oceny fenotypowej oraz pokazania powiazan
filogenetycznych miedzy zsekwencjonowanymi genami 16 S rRNA  wybranych szczepow
ludzkich i zwierzecych; ii) powiazania genetyczne pomig¢dzy uzyskanymi typami
sekwencyjnymi ST analizowanych szczepéw a wystgpujacymi na terenie Europy; iii)
precyzyjna charakterystyka reakcjami PCR szczep6w i podgatunkoéw oraz komplementarnymi
metodami hodowlanymi i testami biochemicznymi profili fenotypowych (enzymy, toksyny,
adhezyny), lekoopornosci i biofilmu; genéw odpowiedzialnych za kolonizacje oraz cechy
réznicujgce szczepy a nie gatunki; iv) opisanie mechanizméw adapatacji patogenow
zwierzecych do organizmu czlowieka; przetamywania barier miedzygatunkowych przez
bakterie.

Sq to powazne osiggnigcia naukowe. Recenzent zwraca uwage na dodatkowe wartosci
wynikajgce z uzyskanych osiggnie¢ badawczych, jak wskazanie kierunkéw badah w celu
racjonalizacji procesu zaawansowanej diagnostyki z rozwinigciem aplikacyjnym w rozumieniu
wytypowania biomarkeréw kolonizacji i adaptacyi, co ma wysokg wartos¢ w epidemiologii oraz
finalnie na podniesienie efektywnosci procesu terapeutycznego w leczeniu chordb zakaznych.

Biorgc pod uwage duzo uzyskanych przez Doktorantke wynikow o wysokiej wartosci
poznawczej, kolejny rozdziat ,, Dyskusja” wymagat szczegdlnej dyscypliny i logiki. Doktorantka
wywigzata sig sprawnie z tego wyzwania, komentujqc krytycznie swoje osiggnigcia odnoszgc
sie do wiedzy i wynikéw innych autoréw. Trafug decyzjg Autorki bylo wprowadzenie
podrozdziatéw z tytutami oraz tabeli i ryciny w tym rozdziale liczgcym 20 stron, co powaznie
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ulatwia czytanie i zrozumienie ztozonych zjawisk jakimi sq mechanizmy kolonizacji, adaptacji
i patogennosci drobnoustrojow.

Kolejny rozdziat ,,Wnioski” zawiera w zwigztej formie sformutowane w 8 punktach
konkluzje wynikajace z osiagnietych wynikéw. Opierajac si¢ na catosci wynikéw oraz na tych
wnioskach Doktorantka dodatkowo formuje w 3 punktach sugestie wyptywajace z pracy,
odnoszace si¢ do przysztych badan. Pisze o trudnosciach zebrania kolekgji drobnoustrojow do
badan mechanizméw przetamywania barier migdzygatunkowych, o wiarygodnosci wynikow
wynikajacych z ograniczonej liczby gatunkéw i szczepéw oraz krytycznie o danych
statystycznych wobec zachodzacego zjawiska migdzy réznymi gatunkami gospodarza.
Rozdziat ,, Wnioski” pokazuje zdolno$é Autorki zaréwno do budowania syntezy jak réwniez
dowodzi dojrzatosci naukowej, co wigcej zdolnosci widzenia perspektywicznego zachodzqcych
zjawisk.

Kolejne dwa rozdzialy to streszczenia w j¢zykach polskim i angielskim (3 + 3 strony).

Rozdziat 11. ,,Pi$miennictwo” obejmuje 260 pozycji na 23 stronach, w zdecydowanej
wiekszosci ogloszonych w ostatniej dekadzie. Jest to dowdd bardzo dobrego przygotowania
Doktorantki do przeprowadzonych badan. Cato§¢ pracy zwieficzaja ,,Spis tabel” (24 na
1 stronie), ,,Spis rycin” 20 na 1 stronie), ,,Aneks” (36 stron, rozdzial scharakteryzowany
powyzej), ,,Dorobek naukowy” Autorki (2 strony) i oswiadczenia wspétautorow ogtoszonych
wspolnych publikacji (3 strony).

Strony edytorska i jezykowa. Oceniana praca zostata przygotowana bardzo starannie.
Tekst zostal napisany zwiezlym przejrzystym jezykiem, zdania sq petne i zréwnowazone.
Zalgczone ryciny sq pokazane w atrakcyjnych formach przyciggajgcych uwage. Czytanie pracy
budzi zainteresowanie czytelnika. 7. racji obowiazku recenzent znajduje kilka uchybien: i)
zjawiska policzalne nie okreSla si¢ stowami ,duza ilo$¢” lecz ,,wysoka liczba”, i nie
,zmniejsza” lecz ,,obniza”; ii) zdaf nie zaczyna si¢ od skrétu, ani od nazwy facinskiej: str. 27,
98, 107,109, 117; iii) w rozdziale ,,Pismiennictwo” w publikacji Fabregas N i wsp. brak roku
publikacji; iv) akcent emocjonalny wiaczony do informacji nt. opornosci paciorkowcéw na
antybiotyki, str. 29.

Podsumowanie. Biorac pod uwage przedstawiony w dysertacji oryginalny dorobek
naukowy Pani mgr Pauliny Glajzner recenzent stwierdza, Ze jest to dorobek solidny, wynikajacy
7z bardzo dobrej koncepcji i uzyskany dobrze dobranymi metodami badawczymi, zardwno
klasycznymi zweryfikowanymi w praktyce diagnostycznej jak i metodami zaawansowanymi
molekularnymi, biochemicznymi i genetycznymi, ktore s3 nowoscig naukowa i pozwolity
uzyskaé bardzo dobre wyniki; co wigcej, wyznacza nowe kierunki badan i aplikacji.
Spostrzezenia te jednoznacznie wskazuja na wysokie kwalifikacje Doktorantki. Przedstawiona
do recenzji rozprawa doktorska zostata wykonana i zredagowana zgodnie z przyj¢tym kanonem
uniwersyteckim i spetnia warunki okreslone w art. 187 ust. 1 i 2 Ustawy Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. 2023 poz. 742).

Recenzent wnosi do Rady Nauk Farmaceutycznych na Wydziale
Farmaceutycznym Uniwersytetu Medycznego w Eodzi o dopuszczenie Pani mgr farm.
Pauliny Glajzner do dalszych etapéw przewodu doktorskiego omaz o wyroéznienie

przedstawionej rozprawy doktorskiej. (Uzasadnienie jest zglaczone). r ; : : .

Krakéw, 4 wrzesnia 2023 r.




Uzasadnienie
whniosku o wyréznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr farm. Pauliny Glajzner.

Rozprawa doktorska pt. ,, Adaptacja bakteryjnych patogenow zwierzecych do nowego
gospodarza — czlowieka. Badania na modelu ziarenkowcoéw gramdodatnich” zastuguje na
wyrdznienie z nastepujacych powodow:

1. Dostrzezenia i opisania zfozonego zjawiska zachodzacego w biosferze
mikrobiologicznej oraz odwaznego sformutowania projektu badawczego w celu poznania
zachodzacych w nich  mechanizméw ekologicznych i molekularnych — genetycznych
i biochemicznych.

2. Podjecia systematycznych, bardzo dobrze zaprojektowanych badan z doborem
wlasciwie wybranych metod badawczych, zaréwno zaawansowanych genetycznych jak
i zweryfikowanych przez praktyke diagnostyczng konwencjonalnych metod hodowlanych
i biochemicznych.

3. Uzyskania interesujacych naukowo wynikéw pokazujagcych mechanizmy
przelamywania barier migdzygatunkowych przez patogenne bakterie, co wigcej otwierajacych
nowe kierunki badan.

4. Wyosobnienia nowych typéw  genetycznych i  zarejestrowania ich
w miedzynarodowym banku informacji o drobnoustrojach.

5. Wskazania wartosci aplikacyjnych dotyczacych wyréznienia bakteryjnych
biomarkeréw patogennosci w drobnoustrojach — w nowych szczepach kolonizujgcych
cztowieka, bardzo wazne w zaawansowanej diagnostyce; co ponadto ma duze znaczenie w skali
badan ekologii drobnoustrojéw i epidemiologii zakazen, a perspektywicznie w racjonalizacji
procesu terapeutycznego.

Krakow, 4 wrze$nia 2023 r.




