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Postawa formalna opracowania recenzji

Recenzja zostata wykonana w oparciu o uchwale Rady Naukowej Dyscypliny
Technologia Zywnoéci i Zywienia Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego (UWM) w
Olsztynie, podjeta w dniu 29 wrzesnia 2023 roku w zwigzku z postepowaniem doktorskim
wszczetym celem nadania pani mgr Urszuli Zarzeckiej stopnia naukowego doktora w
dziedzinie nauk rolniczych w dyscyplinie technologia Zzywnosci i Zzywienia. Recenzja
uwzglednia wymagania okre§lone w art. 187 ust. 1-4 z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2023, poz. 742 ze zm.).

Ocena istotnosci podjetego tematu

Naduzywanie oraz niewtasciwe stosowanie antybiotykéw doprowadzito do powstania
wielu szczepow chorobotworczych opornych na dziatanie antybiotykow. Okazuje sig, ze
zjawisko nabywania opornosci na antybiotyki dotyczy rowniez bakterii fermentacji mlekowe;j
(LAB), a wigc mikroorganizméw 0 statusie GRAS, powszechnie wykorzystywanych w
przemysle. Niestety w ostatnich latach pojawiaja si¢ prace wskazujace na to, ze LAB moga
stanowi¢ zagrozenie dla os6b o obnizonej odporno$ci immunologicznej, a takze by¢
rezerwuarem gendow opornosci na antybiotyki. Zbadaniem skali tego ostatniego zjawiska u
LAB wchodzacych w sktad kultur starterowych 1 ochronnych oraz identyfikacja czynnikow,
ktére moga na nig wplywaé postanowita zajac¢ si¢ doktorantka. Tematyka rozprawy dotyka
zatem zagadnien o istotnym znaczeniu poznawczym i aplikacyjnym.



Ocena strony formalnej pracy oraz dorobku doktorantki

Rozprawa doktorska pani mgr Urszuli Zarzeckiej zostala przygotowana na podstawie
cyklu pigciu publikacji, w tym czterech oryginalnych prac twoérczych. Ich sumaryczny IF
wynosi 25,521, a suma punktow MEiN jest rowna 580. Wskazane prace zostaty opublikowane
w latach 2020-2023 w prestizowych czasopismach zakresu technologii i mikrobiologii
zywnosci wydawnictwa Elsewier (LWT-Food Science and Technology, Food Microbiology,
International Journal of Food Microbiology). Wspoétczynnik ich wplywu miesci sie w
granicach od 3,714 do 6,374 ($redni IF wynosi 5,1), a ich cytowalno$¢ przekracza 30.
Parametry te dowodza wysokiej wartosci naukowej prac bedacych przedmiotem ocenianej
dysertacji oraz sg doskonalym potwierdzeniem zainteresowania Srodowiska naukowego ich
tematykg. Wszystkie publikacje wchodzace w sktad zgloszonego dzieta sg pracami
zespotowymi. Liczba ich wspotautoréw waha si¢ od trzech do pieciu. Co istotne we wszystkich
pracach mgr U. Zarzecka jest pierwszym autorem, a w czterech roéwniez autorem
korespondencyjnym. We wszystkich publikacjach wspétautorami sg roéwniez promotor i
promotor pomocniczy. Zgodnie z o$wiadczeniami wspotautorow udzial doktorantki w
realizacji i przygotowaniu zgloszonych publikacji byl wiodacy i wynidst od 55 do 65%
(Srednio 60%). Wkitad wiasny doktorantki zostal oszacowany rzetelnie, a dodatkowe
informacje zawarte w opracowaniu oraz oswiadczeniach wspotautoréw sprawiaja, ze powyzsze
dane s3 W pelni transparentne. Z zalaczonych informacji wynika, ze mgr U. Zarzecka wykonata
wigkszo$¢ eksperymentow i analiz. Uczestniczyla tez w opracowaniu koncepcji i metodologii
badan, interpretacji ich wynikow oraz przygotowaniu manuskryptow do druku. Wart
zaznaczenia jest rowniez fakt, ze badania opisane w dwoch pracach oryginalnych zostaty
wykonane w ramach projektu  badawczego PRELUDIUM-20 (nr  projektu:
2021/41/N/NZ9/00675), w ktorym doktorantka petnita funkcje kierownika.

Uktad przedtozonej do recenzji rozprawy doktorskiej jest przejrzysty i jednoczesnie
typowy dla prac opartych na monotematycznym cyklu publikacji. Cato$¢ rozprawy sktada si¢ z
autoreferatu podzielonego na siedem rozdziatéw oraz dwoch zalacznikéw. W liczacym 68
stron autoreferacie przedstawiono krotki przeglad literatury (wstgp), cel i zakres pracy,
materiaty i metody badawcze, omowienie wynikoéw badan, dyskusj¢, stwierdzenia koncowe
oraz spis cytowanej literatury. Oprocz tego W rozprawie znalazlo si¢ streszczenie pracy w
jezyku polskim i angielskim, wykaz stosowanych skrotéw oraz informacje o aktywnos$ci i
imponujacym juz w tej chwili, dorobku naukowym doktorantki. Doktorantka poza dorobkiem
publikacyjnym zgtoszonym do dysertacji, jest bowiem wspotautorem siedmiu publikacji
naukowych, ktorych sumaryczny IF wynosi 24,467, dwoch publikacji spoza bazy JCR,
jedenastu rozdziatbw w monografiach pokonferencyjnych oraz osiemnastu prezentacji
posterowych. Ponadto odbyta staz naukowy w ramach programu ,,PROM — Stypendium
wymiany mig¢dzynarodowej dla doktorantow i kadry akademickie;” w Departamento de
Higiene y Tecnologia de los Alimentos, Universidad de Leén, pod opieka prof. Maria
Mercedes Lopez Fernandez. Poza tym w latach 2019-2021 brata udziat w wykonywaniu dwoch
projektow badawczych.

Zatacznikami do rozprawy sa natomiast reprinty wskazanych publikacji wraz z
towarzyszacymi im materiatami uzupelniajacymi oraz bardzo dobrze przygotowane
o$wiadczenia ich wspotautorow. W zwigzku z tym calo$¢ rozprawy jest obszernym
opracowaniem liczacym tacznie 148 stron.

W rozprawie zacytowano 97 pozycji literaturowych, ktore zostaty bardzo dobrze
wybrane. Ich cytowania w tekscie dysertacji sg prawidtowe. Do kazdej pozycji oprocz pelne;j
informacji bibliograficznej, dotaczono link z numerem doi, co pozwala na szybkie znalezienie
ich wersji elektronicznej. Geneza badan jest $wietnie wyjasniona, omoéwienie ich wynikow
rzeczowe, a dyskusja dojrzata i jednoczesnie inspirujgca do podjecia dalszych badan.



Zauwazam tez, ze cala rozprawa jest napisana precyzyjnym, naukowym jezykiem i wzorowo
przygotowana od strony edytorskiej.

Pod wzgledem formalnym rozprawa spelnia zatem wszystkie wymagania stawiane
pracom dysertacyjnym na stopien doktora nauk rolniczych w dyscyplinie technologia zywnosci
I zywienia, tj. ma charakter eksperymentalny i zawiera komplet wymaganych rozdzialow
utozonych w sekwencji typowej dla prac o charakterze do§wiadczalnym. Stanowi ona przy tym
zwartg i logiczng cato$¢, a jej Autorka legitymuje si¢ bogatym dorobkiem naukowym.

Ocena merytoryczna pracy

Recenzowana praca autorstwa mgr Urszuli Zarzeckiej dotyczy antybiotykoodpornosci
bakterii fermentacji mlekowej wykorzystywanych do produkcji zywno$ci oraz mozliwosci jej
rozprzestrzeniania si¢. Dodatkowo pokazuje jaki wptyw na ekspresje genéw zwigzanych z
antybiotykoodporno$cig oraz czestos¢ ich przenoszenia do innych LAB, wywieraja czynniki
stresowe zwigzane z produkcja zywnos$ci, a zwlaszcza obrobka wysokoci$nieniowa. Z
ogromnym zainteresowaniem zapoznalam si¢ treScig przedmiotowej rozprawy i uwazam jg za
bardzo warto$ciowe i wysoce pozadane dzieto.

Prace rozpoczyna o$miostronicowy wstep literaturowy, ktory doskonale wprowadza
czytelnika w problematyke rozprawy. Wstep ten sktada si¢ z pieciu podrozdziatow. Najpierw
zarysowano w nim genez¢ problemow zwigzanych z antybiotykoodporno$cig. Zwrdcono
uwage, ze zagadnienie to dotyczy nie tylko bakterii chorobotworczych wystepujacych w
srodowisku szpitalnym, ale réwniez tych, ktoére sa powszechnie stosowane w przemysle
spozywczym jako kultury starterowe 1 ochronne. W tym kontekécie w kolejnych
podrozdziatach poruszono kwestie dotyczace bezpieczenstwa szczepdéw Stosowanych do
produkcji zywnosci, akcentujac potrzebg ich badania takze pod katem opornosci na
antybiotyki. W zwiazku z tym, ze sktadnikami wielu kultur przemystowych sa LAB, w
kolejnym podrozdziale zebrano dane na temat ich opornosci na antybiotyki oraz sposobow jej
przenoszenia. Informacje te w polaczeniu z prezentowanym dalej danymi dotyczacymi
mozliwos$ci aktywacji, rozwoju i rozprzestrzeniania si¢ opornosci na antybiotyki w odpowiedzi
na warunki stresowe, podkreslity znaczenie badan dysertacyjnych. Ze wzglgdu na tematyke
pracy podrozdzialy te uwazam za szczegoOlnie interesujgce, wartoSciowe i oryginalne.
Zasygnalizowane w nich zagadnienia zostaty doktadnie omoéwione w bardzo dobrze notowanej
publikacji przegladowej (P1l: Starter cultures as a reservoir of antibiotic resistant
microorganisms. LWT-Food Science and Technology, 127), zgtoszonej jako czesé dysertacji.
Tres¢ tej publikacji wskazuje na znakomite przygotowanie merytoryczne doktorantki.
Zauwazam ponadto, ze zebrane w niej dane byty bodzcem do podjecia zasadniczych badan
oraz pozwolity na sformutowanie trzech hipotez badawczych, kluczowych dla realizacji celu
dysertacji. Ich weryfikacja wymagata przeprowadzenia kilkuetapowych badan. Badania te
zostaly dobrze zaplanowane i wykonane z wykorzystaniem szerokiego wachlarza
nowoczesnych metod oraz narzedzi badawczych. Bakterie wchodzace w sktad kultur
starterowych i ochronnych identyfikowano technika spektrometrii mas MALDI-TOF, a
nastepnie genotypowano przy uzyciu techniki ERIC-PCR. Technikg¢ ta wykorzystano rowniez
do potwierdzania transferu genoéw opornosci na antybiotyki (genotypowania otrzymanych
traskoniugantow). Wrazliwos¢ LAB na dzialanie antybiotykéw o0znaczano m.in. z
wykorzystaniem systemu VITEK 2. Geny kodujgce oporno$¢ na wybrane antybiotyki
wykrywano przeprowadzajac PCR, a ich ekspresje analizowano w oparciu o wyniki Real-Time
PCR. Przezywalno$¢ bakterii oznaczano natomiast metoda posiewow ilosciowych oraz przy
uzyciu cytometru przeptywowego. Wszystkie wymienione metody zostaly opisane z nalezyta



starannosci i wlasciwie uzyte. Cala metodologia badan zostata takze pozytywnie oceniona
przez niezaleznych recenzentéw publikacji wchodzacych wktad rozprawy doktorskiej.

W dysertacji szczegolne miejsce zajmujg badania nad transferem genéw kodujacych
opornos¢ na antybiotyki. Wart podkreslenia jest fakt, ze badania te przeprowadzono nie tylko,
jak to czyni wigkszos$¢ badaczy, w warunkach in vitro, ale takze in situ, tj. w mleku, do ktorego
zakwaszana uzyto wybrane kultury LAB (dawcow i biorcy). To w pelni oryginalne podejscie
badacze pozwolito na dokonanie wielu waznych okry¢. W tym miejscu ciekawi mnie — w jaki
sposob ustalono warunki badan modelowych oceniajacych mozliwosé transferu genéw
opornosci na antybiotyki? Czy temperatura oraz czas inkubacji moga mie¢ wplyw na ten
proces? Analogiczne pytanie nasuwa mi si¢ w przypadku badan nad wplywem czynnikow
stresowych na transfer genéw odpowiedzialnych za antybiotykoodporno$¢. Dlaczego inkubacje
oceniajgca wplyw stresu osmotycznego i pH opisang w publikacji P3 prowadzono innej
temperaturze (30°C) niz w badaniach bedacych przedmiotem publikacji P2, P4 i P5 (37 i 42°C)
oraz dodatkowo w warunkach beztlenowych? Ciekawi mnie roéwniez - dlaczego w
poszczegolnych eksperymentach analizie poddano roézne pule dawcow (inne szczepy) oraz czy
rozwazano uzycie w pracy rowniez wiekszej puli szczepow - biorcow?

Pierwszym etapem pracy badawczej doktorantki byla izolacja szczepoéw LAB. Z tym
wcale nie tatwym zadaniem doktorantka data sobie radg, izolujac tacznie 58 szczepow LAB z
30 komercyjnych kultur starterowych oraz 10 ochronnych. Szczepy te nastepnie
zidentyfikowata oraz ocenita ich roznorodnos¢ genetyczng. Po zapoznaniu si¢ wynikami tych
badan, mam pytanie do doktorantki — czy wyniki identyfikacji zaskoczyty Panig? Czy sktad
badanych kultur byt zgodny z deklaracjami ich producentow? Ciekawi mnie rowniez jakie
doktadnie kultury byty przedmiotem Pani badan?

Zidentyfikowane szczepy mgr U. Zarzecka przebadata dalej m.in. pod katem obecnos$ci
genow kodujacych oporno$¢ na wybrane antybiotyki. Badania te niestety potwierdzilty
przypuszczenia doktorantki i wspolpracujacych z nig naukowcodw, dotyczace wystgpowania w
szczepionkach wykorzystywanych do produkcji zywnos$ci fermentowanej szczepoéw bedacych
zroédlem gendw nabytej opornosci na antybiotyki. Co wiecej wykazaly, ze geny te moga by¢
przenoszone na drodze koniugacji do innych LAB. Waznym odkryciem doktorantki, troch¢
tagodzacym obawy zwiazane rozprzestrzenianiem si¢ gendow antybiotykoodpornosci byto
ustalenie, ze czestos¢ ich transferu w zywnosci byta nizsza od wystepujacej W warunkach
laboratoryjnych. Niemniej jednak kolejne badania dostarczyly juz bardzo niepokojacych
danych. Z racji sentymentu jaki mam do LAB oraz uznania ich zastug, dane te szczerze mnie
zasmucity. Wykazaty bowiem, Ze stresy generowane przez wzrost cisnienia osmotycznego,
zakwaszenie, przechowywanie chtodnicze oraz obrobke wysokoci$nieniowa, a wigc procesy z
ktorymi mozemy mie¢ do czynienia podczas produkcji zywnosci, zwigkszaja
szybkos¢/czestos¢  transferu genow kodujgcych oporno$¢ na antybiotyki. Kolejng dobrze
udokumentowang i bardzo wartoSciowa obserwacja poczyniong przez doktorantke byto
stwierdzenie, ze ww. czynniki stresowe wptywaja takze na poziom ekspresji genow opornosci
na antybiotyki, a sposob i sita ich dziatania zalezy od rodzaju i nat¢zenia czynnika stresowego.
Ciekawym wynikiem prezentowanym w publikacjach P3 i P4 bylo tez ustalenie, ze ekspozycja
na wysokie ci$nienie zwicksza ekspresje genow kodujacych oporno$¢ na tetracykliny,
ampicyling i chloramfenikol, natomiast obniza gendéw kodujacych opornos¢ na
aminoglikozydy. Zmiany te znajdowaly przy tym odzwierciedlenie w oznaczeniach warto$ci
MIC.

Wyniki badan dysertacyjnych mgr U. Zarzecka poddata analizie w odniesieniu do
dostgpnej literatury. Z merytorycznego punktu widzenia dyskusja wynikéw zostata
przeprowadzona poprawnie. Doktorantka nawigzata w niej do wynikéw badan innych autoréw
0 podobnym charakterze, pokazujac na ich tle swoje dokonania.



Podsumowaniem dysertacji sg trzy trafne stwierdzenia oraz krotki dodatkowy
komentarz. Podkreslono w nim potrzebe prowadzenia dalszych badan. Zaakcentowano tez, ze
wykryta w pracy zdolnos$¢ przenoszenia genow antybiotykoodpornosci u szczepow LAB budzi
niepokoj. Ciekawa jestem zdania doktorantki na temat zwigzanych z tym realnych zagrozen.

Reasumujac stwierdzam, ze oceniana rozprawa doktorska w postaci cyklu pigciu
publikacji naukowych jest w pelni oryginalnym opracowaniem o doskonale wybranej,
aktualnej i godnej podjecia tematyce. Wszystkie prace bedace jej przedmiotem reprezentujg
wysoki pozom naukowy oraz moga by¢ przyczynkiem do stawiania dalszych hipotez i pytan
badawczych. Najlepszym potwierdzeniem ich wartosci jest fakt, ze zostaly opublikowane w
czasopismach o uznanej renomie w dyscyplinie technologia zywno$ci i zywienia.

Praca doktorska mgr U. Zarzeckiej zostata wykonana z duza staranno$cia oraz
zachowaniem wlasciwej metodologii badan biologicznych. Czytatam ja z przyjemnoscia oraz
uznaniem dla jej Autorki. W moje ocenie w rozprawie doktorskiej mgr Urszuli Zarzeckiej na
wyréznienie zastuguje nie tylko sposob, ale i jakos¢ wykonania badan. Bardzo wysoko
oceniam zakres przeprowadzonych prac eksperymentalnych, wiclokierunkowo$¢ podejs$é
badawczych oraz ilo§¢ i rodzaj uzytych technik analitycznych. Dzigki temu mozliwe byto
kompleksowe spojrzenie na zagadnienia zwigzane z mozliwoscig przenoszenia/wymiany
gendw antybiotykoodporno$ci pomigdzy LAB obecnymi w zywnos$ci. Oceniana rozprawa
doktorska wraz ze sktadajacymi si¢ na nig publikacjami jest ponadto zr6dtem nowej wiedzy na
temat wplywu czynnikéw stresowych na antybiotykoodpornos¢ LAB oraz ryzyko jej
przenoszenia. Poprzez to wnosi ona istotny wklad w badania zmierzajace do wyjasnienia
odpowiedzi komoérkowej bakterii na warunki stresowe. Unikalny materiat wynikowy zebrany
w dysertacji wskazuje jednak przede wszystkim na potrzebe monitorowania
antybiotykoodpornosci szczepow LAB wykorzystywanych do produkeji zywnosci nie tylko na
poziomie fenotypowym, ale rowniez genotypowym.

Whioski koncowe

Przedstawiona mi do oceny doktorska pani mgr Urszuli Zarzeckiej pt.
»Antybiotykoodporno§¢ drobnoustrojéw wchodzacych w sktad kultur starterowych i
ochronnych — mozliwosci horyzontalnego transferu genéow oraz wplyw czynnikéw
srodowiskowych na ekspresje opornosci na antybiotyki”, spelnia wymagania zapisane w
ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U 2023, poz.
742 ze zm.). Na tej podstawie wnosze do wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny Technologia
Zywnoéci i Zywienia Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie o dopuszczenie
Autorki rozprawy do dalszych etapow postepowania doktorskiego.

Ponadto, z uwagi na wysoki poziom naukowy publikacji bedacych podstawa
przedtozonej do recenzji rozprawy doktorskiej, bardzo dobrze zaplanowang strategi¢
badawcza, kompleksowg analize tematu oraz wysokg warto§¢ materiatu wynikowego, zwracam
sic do Wysokiej Rady o wyroznienie rozprawy doktorskiej pani mgr Urszuli Zarzeckiej
stosowang nagroda.





