Recenzja rozprawy doktorskiej na stopien doktora
w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu

w dyscyplinie nauki farmaceutyczne

Pani mgr farm. Pauliny Glajzner

pt. ”Adaptacja bakteryjnych patogenéw zwierzecych do nowego gospodarza —
czlowieka. Badania na modelu ziarenkowcéw Gram-dodatnich”

Od wielu lat jednym z waznych probleméw w zakresie zdrowia publicznego jest
zagrozenie jakie niesie dla ludzko$ci mozliwo$¢ przenoszenia patogenéw zwierzecych na ludzi.
Zjawisko przetamywania barier migdzygatunkowych dotyczy zaréwno wiruséw, u ktorych
zachodzi znacznie czesciej i szybciej, jak i bakterii. Globalna pandemia, jakiej bylismy
$wiadkami w ostatnich latach, zwigzana z przeniesieniem na ludzi typowo zwierzecego wirusa
SARS-CoV 2, i ogromne negatywne konsekwencje zdrowotne, spoleczne i ekonomiczne jakie
ona wywotala jeszcze bardziej podkreslajg jak wcigz realne i grozne jest to zjawisko. Ponadto
wiekszos$¢ znanych obecnie drobnoustrojéw wywolujgcych zakazenia u ludzi pochodzi
pierwotnie od zwierzat. Kazdego roku wykrywane sg na $wiecie $rednio cztery nowe gatunki
drobnoustrojow potencjalnie zagrazajace czlowiekowi. Do przelamywania barier
miedzygatunkowych dochodzi na styku réznych ekosysteméw wspoOlbytowania ludzi i
zwierzat, zarobwno w bliskim otoczeniu czlowieka jak i na obszarze dzikiej przyrody.
Rezerwuarem nowych patogenéw czlowieka sa najczesciej ssaki, a wsrdd nich podkresla sie
role ssakow kopytnych, gryzoni, nietoperzy oraz ssakow naczelnych. Gtéwng przyczyng
odpowiedzialng za zjawisko przetamywania bariery migedzygatunkowej jest m.in. zmienno$¢
drobnoustrojow, w tym ich czynnikéw wirulencji, antygenowosci, oraz specyficznosci wobec
gospodarza. Drobnoustroje, ktore majg zdolnos$¢ zakazania wielu réznych gospodarzy, mogg z
wickszym prawdopodobienstwem wywota¢ infekcje u czlowieka. W ostatnich latach coraz
wigcej uwagi poswieca sie drobnoustrojom, ktore stanowig mikrobiote lub sg patogenami
zwierzat towarzyszacym ludziom, zwierzetom gospodarskim lub egzotycznym zwierzgtom
wykorzystywanym jako pozywienie cztowieka.

Rozprawa doktorska Pani mgr Pauliny Glajzner wpisuje si¢ w ten wazny i aktualny
temat badawczy. Jako model badawczy Doktorantka wybrata szczepy bakterii pochodzace z
dwoch, istotnych dla ludzi i zwierzat, rodzajow Streptococcus i Staphylococcus.
Przedstawiciele réznych gatunkéw z tych obydwu rodzajow ziarenkowcoéw Gram-dodatnich
wchodzg w sktad mikrobioty czlowieka oraz zwierzat, ale takze sg groZznymi patogenami.
Doktorantka analizowata u izolatow bakteryjnych pochodzacych od ludzi jak i od zwierzat
wystepowanie szerokiego panelu cech (fenotypowych jak i genotypowych) majacych udziat w
procesie adhezji i kolonizacji gospodarza, utatwiajacych inwazje gospodarza, oraz hamujacych
dziatanie uktadu immunologicznego gospodarza. Gtéwnym celem rozprawy doktorskiej byta
ocena zdolnosci zaadaptowania wybranych gatunkéw z w/w rodzajow do gospodarza, jakim
jest czlowiek. Ponadto doktorantka poszukiwata cech, ktére mogly by stanowi¢ marker
pozwalajacy oceni¢: (I) czy mamy do czynienia ze szczepem ludzkim czy zwierzecym, oraz
(II) czy wyizolowany szczep zwierzgey jest zdolny do zakazania cztowieka.

Rozprawa doktorska przedstawiona jest w formie tradycyjnej — wszystkie materiaty
zebrano w pisemnym opracowaniu. O istotnosci uzyskanych w tej rozprawie wynikéw badan



swiadczy fakt, iz czg$¢ wynikéw zostato juz opublikowanych w dwéch pracach oryginalnych
o facznym wspétczynniku oddzialywania IF = 4,972 oraz 80 punktach MEiN:
(1) Glajzner, P., Szewczyk, E. M., Szemraj, M. (2023). Phenotypic and genotypic
characterization of antimicrobial resistance in streptococci isolated from human and
animal clinical specimens [Short Communication]. Current Microbiology, 80:228.
https://doi.org/10.1007/500284-023-03337-6. IF = 2,343 MEiN = 40
(2) Glajzner, P., Szewczyk, E. M., Szemraj, M. (2023). Pathogenic potential and
antimicrobial resistance of Staphylococcus pseudintermedius isolated from human and
animals [Article]. Folia Microbiologica, 13. https://doi.org/10.1007/s12223-022-01007-
X. IF = 2,629 MEiN = 40
W obydwu publikacjach Doktorantka jest pierwszym autorem. Ponadto problem zwigzany z
potencjatem patogennym zwierzgcych szczepow Streptococcus spp. do zakazania czltowieka
oraz zagadnienie dotyczace lekoopornosci takich szczepéw zostaty przedstawione przez Panig
mgr P. Glajzner w publikacji przegladowej Glajzner, P., Szewczyk, E. M., Szemraj, M. (2021).
Pathogenicity and drug resistance of animal streptococci responsible for human infections.
Journal - of Medical Microbiology, 70(3), 19, Article 001339.
https://doi.org/10.1099/jmm.0.001339 o IF = 3,196 i punktach MEiN = 70.

Rozprawa doktorska jest obszerna, liczy 188 stron druku oraz dodatkowe trzy strony
o$wiadczen, wspdtautoréw w/w trzech publikacji, okreslajacych wktad w ich powstanie. Uktad
rozprawy doktorskiej jest typowy. Napisana jest w przystepny sposob, a jej logiczny uktad
utatwia czytelnikowi ledzenie realizacji celow postawionych w pracy oraz analiz¢ uzyskanych
wynikoéw. Niezmiernie cenny jest rozdziat 14. Aneks, zawierajacy zebrane w tabelach doktadne
wyniki badan dla poszczegdlnych szczepéw wykorzystanych w pracy, a takze pomocny jest
zalaczony na poczatku rozprawy Wykaz Skrotow stosowanych w pracy.

W 26-stronnicowym Wistepie do rozprawy Doktorantka rzeczowo przedstawia aktualng
wiedze dotyczaca czterech zagadnien $cisle zwigzanych z tematyka pracy: (I) analizuje temat
nabywania zdolno$ci zakazania przez drobnoustroje gospodarza innego gatunku, w tym
przedstawia przyczyny, przeszkody i etapy przelamywania barier miedzygatunkowych;
(I) charakteryzuje gatunki o potencjale zoonotycznym z rodzajow Streptococcus -
S. dysgalactiae, S. uberis, S. parauberis oraz S. gallolyticus, a takze z rodzaju Staphylococcus
— S. pseudintermedius; (IIl) przedstawia patogeneze zakaze i czynniki chorobotworczosci
znanych patogenéw czlowieka z rodzaju Streptococcus i Staphylococcus; (IV) opisuje
lekowrazliwo$¢  ziarenkowcow z w/w  rodzajow. Wstep stanowi dobre teoretyczne
wprowadzenie do tematyki rozprawy doktorskiej, i w pelni uzasadnia wybdr tematyki
badawczej pracy.

Czgs¢  cksperymentalna rozprawy doktorskiej zostata wykonana prawidtowo.
Eksperymenty zostaly zaplanowane logicznie z jasno postawionym celem. Doktorantka
prowadzita badania na szczepach wyizolowanych od ludzi (47 szczepdéw z rodzaju
Streptococcus i 7 z rodzaju Staphylococcus) oraz od zwierzat (32 z rodzaju Streptococcusi7 z
rodzaju Staphylococcus). Nalezy podkresli¢, iz 32 wiw odzwierzgce izolaty pochodzily
z probek mleka od kréw z zapaleniem wymion, a izolacja bakterii zostata wykonana przez Panig
mgr Pauling Glajzner. Doktorantka przebadata 660 probek mleka, z ktorych wyizolowata 191
katalazo-ujemnych ziarenkowcéw Gram-dodatnich. Z wytypowanych do dalszych analiz 53
izolatéw po wykonaniu identyfikacji testem API STREP, a nastgpnie metoda genetyczng
(wykonujgc reakcje PCR ze starterami dla okreslonych gatunkéw i sekwencjonujac z
amplifikowane produkty genéw 16S rRNA charakterystyczne dla podgatunkéw) ostatecznie
zidentyfikowata S. uberis (n=25), S. parauberis (n=2) i S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae
(n=5). Natomiast pozostate szczepy, ktére uzyta w pracy Doktorantka, zostaly juz wczesdniej
zdeponowane w kolekcjach Laboratoriéw Mikrobiologicznych. Przed przystapieniem do




zasadniczej czgsci eksperymentalnej pracy, Doktorantka przeprowadzila reidentyfikacje
SZCZEpOW.

- W rozdziatach nr 3. Materiaty oraz nr 4. Metody, przedstawiono szczegbétowo metodyke
wykorzystang przez Panig mgr P. Glajzner w rozprawie doktorskiej, w tym w 11 tabelach
zawarto startery zastosowane do wykrywania genéw: metabolizmu podstawowego w MLST,
warunkujacych kolonizacje, kodujacych czynniki inwazyjne, zwigzanych z lekoopornoscia, a
takze przyczyniajacych si¢ do tworzenia biofilmu przez badane szczepy.

W recenzowanej pracy doktorskiej zastosowano caly szereg metod zaréwno:

(1) mikrobiologicznych (tj. izolacja bakterii z probek mleka, identyfikacja gatunkowa
bakterii przy uzyciu testow API STREP, okreslenie szerokiego panelu cech biochemicznych
badanych szczepow, zdolnosci szczepéw do tworzenia biofilmu a takze zdolnosci do
wyrastania w surowicy ludzkiej oraz bydlecej, analiza aktywnosci bakteryjnej streptokinazy
wobec plazminogenu ludzkiego oraz bydlgcego, okreslenie profili lekoopornosci szczepow
metodg krazkowo-dyfuzyjna),

(2) genetycznych (tj. poszukiwanie przy uzyciu reakcji PCR i multipleks PCR szeregu
gendéw wirulencji oraz genéw opornosci na antybiotyki i chemioterapeutyki; badanie metoda
real-time PCR poziomu ekspresji genow kodujacych produkty majace wplyw na hamowanie
aktywnosci uktadu immunologicznego gospodarza, genotypowanie izolatow metoda MLST).

Prawidlowo przeprowadzono czg¢$¢ badawcza rozprawy doktorskiej. Stosowanie
rozmaitych, poprawnie dobranych metod $wiadczy o dobrym opanowaniu warsztatu
badawczego i umiejetnosci jego wykorzystania przez Doktorantke.

Uzyskane w pracy wyniki Doktorantka przedstawita w 12 tabelach w tekscie gldéwnym
rozprawy doktorskiej, w 17 tabelach (niektérych wielostopniowych) w Aneksie do pracy, i na
17 rycinach. Wszystkie tabele i ryciny zawarte w pracy sa czytelne oraz pomocne w
interpretacji uzyskanych przez Doktorantk¢ wynikéw. Cenny jest zalaczony na koncu pracy
Wykaz Tabel i Rycin ulatwiajacy szybkie znalezienie i zapoznanie si¢ z wybranymi
fragmentami wynikow. :

Dokfadna analiza uzyskanych wynikéw oraz ich skondensowana dyskusja na 21
stronach rozprawy doktorskiej, potgczona ze wskazaniem uzyskanych przez innych badaczy
rezultatow, zostata przeprowadzona w sposob poprawny, z analizg dostgpnego piSmiennictwa
przedmiotu. Zacytowane piSmiennictwo jest aktualne, obszerne, i przedstawione na 23
stronach.

W rozdziale Wnioski z Przeprowadzonych Badan, postawione przez Doktorantke
wnioski uwazam za merytorycznie poprawne.

W__rozprawie doktorskiej Pani mgr Paulina Glajzner w wyniku wykonanych
eksperymentow i przeprowadzonej analizy uzyskata szereg interesujacych wynikow.
Za najcenniejsze elementy rozprawy doktorskiej uwazam:

1. Wykonanie szerokospektralnych badan zaréwno fenotypowych jak i genetycznych w
celu analizy wystgpowania, u szczepdéw izolowanych od ludzi oraz od zwierzat,
okreslonych cech predysponujacych szczepy do adhezji, kolonizacji i inwazji
gospodarza, cech $wiadczacych o toksyczno$ci bakterii oraz wykonanie analizy
lekoopornosci badanych szczepoéw. Tak kompleksowe podejscie do zagadnienia jest
ogromnym atutem tej rozprawy i $wiadczy o szerokiej wiedzy Doktorantki oraz jej
umiejetnosci w planowaniu poszczegdlnych eksperymentdéw oraz analizie sukcesywnie
uzyskiwanych ~ wynikow. Tylko dysponujagc tak szerokim  wachlarzem
przeprowadzonych analiz jakie wykonata Doktorantka, mozna podjaé probe oceny
zdolnos$ci zaadoptowania okreslonych gatunkow bakterii do cztowieka jako gospodarza.
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Wytypowanie przez Doktorantke, po analizie wlasnych wynikéw eksperymentalnych
oraz danych z piSmiennictwa, cech fenotypowych i genetycznych (jak obecno$é
okreslonych genéw) wskazujacych na potencjalng zdolno$¢ szczepu do przetamania
bariery migdzy gospodarzem ludzkim i zwierzecym. Wyniki dotyczace tych cech
zostaly zebrane w dwoéch tabelach o numerach 19 i 20. Do cech tych zaliczamy:
(I) obecnos¢ i ekspresje genu ska kodujacego streptokinazg, a takze test aktywacji przez
streptokinaze plazminogenu ludzkiego i bydlgcego, (III) zdolno$¢ wzrostu szczepu w
surowicy ludzkiej oraz bydlecej, (III) obecno$¢ okreslonych genéw odpowiedzialnych
za kolonizacje, inwazyjno$¢ i toksyczno$¢ szczepow, (IV) a w przypadku izolatow z
probek mleka zakazonych kréw pomocna jest takze ocena zdolno$ci bakterii do
rozkladu okreslonych cukréw. Na ich podstawie Doktorantka wysnuta wilasciwy
wniosek, iz u paciorkowcodw na proces przetamywania bariery zwierze-czlowiek majg
wplyw przede wszystkim cechy szczepu pozwalajace mu hamowa¢ dziatanie uktadu
immunologicznego czlowieka jako gospodarza.

Doktorantka wnioskuje, iz wskazowka do oceny zdolnosci adaptacji paciorkowcow do
organizmu cztowieka moze by¢ proporcja warto$ci ilosciowego oznaczenia aktywnosci
streptokinazy wzgledem plazminogenu ludzkiego i zwierzecego. Wykonywane bowiem
dotychczas metody jakosciowe, a takze wykrywanie genu ska (kodujacego
streptokinaze¢) bez badania jego ekspresji, nie s3 w petni wiarygodne.

Doktorantka jednoczesnie podkresla ztozono$¢ catego procesu przetamywania bariery
miedzygatunkowej, duza zmienno$¢ w obrebie analizowanych przez nig cech
chorobotworczosci wsréd szczepdw zaré6wno z rodzaju Streptococcus jak i
Staphylococcus, i wskazuje na koniecznos¢ prowadzenia dalszych poglebionych badan
nad wytypowaniem markeréw pozwalajacych oceni¢ zdolnos$é¢ szczepu do zakazania
cztowieka.

Niezmiernie waznym aspektem pracy jest badanie lekowrazliwosci i wystepowania
gendw zwigzanych z opornoscia u szczepéw wyizolowanych od zwierzat. Doktorantka
wykazata u szczepow zwierzecych z rodzaju Streptococcus oporno$é na tetracykline
(u 11/32), klindamycyng (u 4/32), erytromycyne (u 3/32) i mechanizm opornosci
cMLSp (u 2/32). Wszystkie szczepy odzwierzece niezaleznie od wrazliwosci na
tetracykling posiadaly gen fetM. W przypadku szczepéw S. pseudintermedius
Doktorantka wykazata: (I) u 2/7 wyizolowanych od zwierzat obecno$¢ genu mecA oraz
u wszystkich pochodzacych od zwierzat i u 4/7 od ludzi obecno$¢ genu blaZ;
(II) u szczepoéw pochodzacych od zwierzat, w odrdznieniu od tych wyizolowanych od
ludzi, wykazala oporno$¢ na erytromycyne, klindamycyne, tetracykline i
fluorochinolony, oraz u 6/7 szczepéw mechanizm opornosci cMLSg. Wystepowanie
takich lekoopornych szczepow u zwierzat stanowi powazne zagrozenie dla cztowieka.

Bardzo prosze Doktorantke aby wyjasnila nasuwajace sie watpliwoséci i odpowiedziala na

nastepujace pytania:

b
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W pracy brakuje schematu izolacji bakterii Streptococcus spp. z mleka krowiego.
Bardzo prosze Doktorantk¢ o pokazanie na slajdzie tego schematu.

Prosze o podanie jakie geny sa wykrywane przy uzyciu starteréw z Tabeli nr 1, oraz
dlaczego nie zastosowano starterow do potwierdzenia gatunkéw S. agalactiae
(2 izolaty) i S. porcinus (2 izolaty) zidentyfikowanych metodami fenotypowymi?
I dlaczego nie uzyto jako kontroli szczepdw S. agalactiae oraz S. porcinus? Ponadto do
jakich podgatunkow naleza uzyte szczepy kontrolne S. gallolyticus ZMF SV107 i ZMF
SV901?

. Piszac o wlasciwosciach lipolitycznych Doktorantka zamiennie stosuje okreslenia

fosfolipazy i lecytynazy — np. str. 46 — prosze to wyjasnié.
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4. Dotyczy rozdziatu 4.1.4.3. Bardzo prosze¢ o podanie przez Doktorantke brakujgcych w
pracy informacji, ktére z genéw byly poszukiwane klasyczng metodg PCR z pojedyncza
parg starterow oraz jaki byt sktad starterow w multipleks PCR.

5. W przypadku okreslania ekspresji genow u badanych szczepéw do jakiego szczepu
odnos$nikowego byta ona odnoszona i dlaczego?

6. Dotyczy rozdziatu Podsumowanie Wynikéw:

- punkt nr 2. Cytat ,Nieobecny byt u nich natomiast gen Ay/B kodujacy liaze
hialuronianowg”. Jakie szczepy miata Doktorantka na mysli?

- punkt nr 3. Cytat ,,Odpowiedzialne za kolonizacj¢ badanych paciorkowcow geny
wigzane ze zdolnoscig do adhezji wystgpity najliczniej wsrdd szczepow S. dysgalactiae,
przy czym migdzy dwoma podgatunkami zaobserwowano roznice pozwalajace na
uznanie niektérych z nich za szczegdlnie korzystne dla szczepéw lepiej
przystosowanych do zakazania ludzi. Byly to geny Imb, prtF'1iispl”. Natomiast z tabel
w Aneksie wynika ze: (I) gen Imb byt u 34/36 szczepéw SDSE od ludzi i u 5/5 SDSD
od zwierzat, a gen prtF1 byt u 18/36 szczepéw SDSE od ludzi i u 2/5 SDSD od zwierzat;
(II) gen ispl byl zaliczany w Materiatach, Wynikach, Aneksie do puli genow
kodujacych czynniki warunkujgce inwazyjnos¢. Bardzo prosze Doktorantke o
komentarz.

- punkt nr 5. dotyczacy szczepdw S. gallolyticus. Cytat ,,S. gallolyticus ........ mial
wystepujace powszechnie w szczepach SDSE geny ispl i dppA”. Wedhlug tabeli A8D
(dla szczepow S. gallolyticus) i tabeli A8B1 (dla szczepéw SDSE) gen dppA byt obecny
tylko u 2/11 S. gallolyticus. Bardzo prosze Doktorantk¢ o komentarz.

7. Dotyczy poszukiwania gendw lekoopornosci. Dlaczego w pracy Doktorantka twierdzi,
ze sama obecno$¢ u paciorkowcow gendw parC i gyrA $wiadczy o obecnosci
mechanizmu opornosci na fluorochinolony? Prosze takze o wyjasnienie na czym polega
mechanizm opornosci paciorkowcoéw na 3-laktamy i czy uzasadnione jest zdanie z pracy
doktorskiej str. 83 ,,U zadnego ze szczepdéw nie wykryto genu pbp2b, kodujacego
opornos¢ receptorowa na antybiotyki B-laktamowe”. Prosze takze o wyjasnienie
dlaczego w pracy poszukiwano gendéw aad-6 i aphA, jezeli aminoglikozydy nie sa
zalecane przy leczeniu zakazen wywotanych przez paciorkowce.

8. Dotyczy wrazliwosci S. pseudintermedius. Bardzo proszg aby Doktorantka wyjasnita
jaki jest zwigzek i co wynika z wykrycia u badanych szczepéw gronkowcowych genow
blaZ, mecA 1 ich wrazliwosci lub opornosci na oksacyling 1 pg w krazku. Prosze o
wyjasnienie zaprezentowanej opornosci, oddzielnie na penicyliny i na p-laktamy, na
rycinie 19 (w tym metodyke badania i jakie penicyliny oraz B-laktamy Doktorantka
miala na mysli).

9. Prosze na prezentacji o przedstawienie ktére z typéw ST oraz numeréw loci u badanych
S. pseudintermedius sa nowoodkryte przez Doktorantke — brak tego w tabeli 22.

10. W niniejszej pracy Doktorantka bardzo dokladnie przeanalizowata wyniki dotyczace
szczepOw Streptococcus spp. 1 wyciagneta szereg interesujacych wnioskéw. Jednakze
zabrakto wedlug mojej opinii wnioskdw dotyczacych szczepdw S. pseudintermedius.
Bardzo prosz¢ o komentarz czy pomimo analizy matej puli szczepéw (7 pochodzacych
od zwierzat i 7 od ludzi) Doktorantka moze stwierdzi¢ ktore cechy S. pseudintermedius
predysponuja szczepy zwierzece do przetamywania bariery miedzygatunkowe;j?

Ponadto rozprawa doktorska zawiera:

- liczne drobne uchybienia np. ekspresja biatka a powinna by¢ ekspresja genu, rozdziat
4.1.2.1.1. dotyczy izolacji bakterii a nie ich identyfikacji; podtoze agarowe z dodatkiem BHI a
powinno by¢ podloze agarowe BHI; punkt 4.1.3.5.1. Izolacja streptokinazy — nie opisuje



procesu otrzymania czystego biatka; niezgodna z Farmakopea pisownia ryfampicyny i
gentamycyny,
- nieprawidlowosci stylistyczne zdan oraz niepoprawne sformulowania
— skréty myslowe np. podtoze krwawe, w 4.1.3.5.3. z odpowiednim plazminogenem —
a powinien by¢ doktadny opis postepowania.

Jednakze przedstawione powyzej uwagi nie umniejszajg zasadniczej zawarto$ci
merytorycznej pracy, ktorg oceniam wysoko.

Whiosek:

W oparciu o powyzsza recenzje, stwierdzam, ze oceniana rozprawa doktorska Pani mgr
Pauliny Glajzner spelnia wymogi stawiane rozprawie na stopien doktora zgodnie z art.187 ust.
112 Ustawy ,,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” z dnia 20 lipca 2018 r. wnosze do Rady
Dyscypliny Naukowej Nauki Farmaceutyczne, Wydzialu Farmaceutycznego, Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi o dopuszczenie Pani mgr Pauliny Glajzner do dalszych etapéw
postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w
dyscyplinie nauki farmaceutyczne.

Warszawa, dnia 14.09.2023 r.

Warszawski Uniwersytet Medyczny
Zaktad Mikrobiologii Farmaceutycznej
i Bioanalizy
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dr hab. n. farm. Agniegtka E. Laudy



