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Warszawa, 13.12.2023

Prof. dr hab. Danuta Kotozyn-Krajewska
Instytut Nauk o Zywieniu Cztowieka
Szkota Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Ocena rozprawy doktorskiej

pani mgr Urszuli Zarzeckiej

pt. ,Antybiotykooporno$¢ drobnoustrojéw wchodzacych
w sklad kultur starterowych i ochronnych — mozliwo$é
horyzontalnego transferu genéw oraz wplyw czynnikéw
Srodowiskowych na ekspresje¢ oporno$ci na antybiotyki”
wykonanej na Wydziale Nauki o Zywnosci, Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie, w dziedzinie nauk
rolniczych,

w dyscyplinie technologia Zywno$ci i zywienia,

pod Kierunkiem

pani dr hab. inz. Anny Zadernowskiej, prof. UWM jako
promotora

i pani dr inz. Wioletty Chajeckiej-Wierzchowskiej jako
promotora pomocniczego

Podstawa recenzji
Recenzja zostala wykonana w zwigzku z pismem
Przewodniczacej Rady Naukowej Dyscypliny Technologia Zywnosci
i Zywienia prof. dr hab. inz. Anny Iwaniak z dnia 27.06.2023.
Recenzja sporzadzona zostala na podstawie przedtozone;j

rozprawy doktorskiej.

1 Ocena rozprawy doktorskiej
Tytul pracy

Przedstawiona do recenzji praca doktorska nosi tytut
»Antybiotykooporno$¢ drobnoustrojéw wchodzacych w skiad kultur
starterowych 1 ochronnych — mozliwos¢ horyzontalnego transferu

genéw oraz wplyw czynnikéw $rodowiskowych na ekspresje
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opornosci na antybiotyki”. Temat odpowiada tresci badan oméwionych w pracy doktorskiej.

Plazmidy oporne na antybiotyki moga by¢ przenoszone koniugatywnie do innych szczepow,
gatunkow, a nawet rodzajéw, w tym potencjalnych patogenéw ludzkich lub zwierzecych. Rodzi to
pytanie, czy moze zachodzi¢ wymiana genetyczna migdzy drobnoustrojami pokarmowymi a ludzka
mikroflora jelitowg lub patogenami. Lekarze coraz czegsciej zwracajg uwage na powazny problem
antybiotykoodpornosci bakterii patogennych. Sposréd bakterii kwasu mlekowego oporno$é¢ na
antybiotyki odnotowano w przypadku szczepéw wyizolowanych z wieprzowiny i wolowiny, a
zwlaszcza z przewodu pokarmowego ludzi i zwierzat. Wiele gatunkéw LAB, takich jak L.
rhamnosus, L. casei, L. paracasei, wiele innych pateczek kwasu mlekowego, pediokokéw i
leuconostokow jest samoistnie opornych na wankomycyne ze wzgledu na specjalng strukture ich
prekursoréw peptydoglikanu $ciany komérkowe;j.

W Swietle obecnych badan, istnieje potencjalne ryzyko poziomego transferu plazmidéw
koniugacyjnych i transpozonéw zawierajagcych geny oporno$ci na antybiotyki. Ze wzgledu na
niewielka liczbe doniesien naukowych dotyczacych tego zjawiska w przypadku bakterii fermentacji

mlekowej wykorzystywanych jako kultury starterowe, wybér tematu uwazam za w peini

uzasadniony.

Struktura pracy i ocena zastosowanego piSmiennictwa
Praca liczy 68 str. tekstu wraz ze spisem piSmiennictwa plus zalaczniki tj. pelne teksty
publikacji wechodzacych w skiad pracy i o$wiadczenie wspolautordw (facznie 148 stron).
Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska pani mgr Urszuli Zarzeckiej ma forme
opracowania, omawiajacego jednotematyczny cykl 5. publikacji, w ktérym pierwszym autorem jest
Doktorantka, sumaryczny wskaznik IF=25,521, a punktacja wedtug MNiSW= 580 pkt. (zgodnie z
roku opublikowania pracy). Udziat procentowy Doktorantki w poszczeg6lnych publikacjach jest
znaczacy i wynosi od 55 do 65%. Cykl publikacji skiada si¢ z jednego artykutu przegladowego i
czterech oryginalnych artykuléw w czasopismach naukowych.
P1. Zarzecka U., Zadernowska A., Chajecka-Wierzchowska W. 2020. Starter cultures as a reservoir
of antibiotic resistant microorganisms. LWT-Food Science and Technology, 127, 109424,
https://doi.org/10.1016/j.1wt.2020.109424 (100 pkt. MEiN2020; IF2020 3,714, liczba cytowan —

bez autocytowan - Web of Science - 18)
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P2. Zarzecka U., Chajecka-Wierzchowska W., Zadernowska A. 2022. Microorganisms from starter
and protective cultures - Occurrence of antibiotic resistance and conjugal transfer of tet genes in
vitro and during food fermentation. LWT-Food Science and Technology, 153, 112490.
https://doi.org/10.1016/j.1wt.2021.112490 (100 pkt. MEIN2022; IF2022 4,006, liczba cytowan —
bez autocytowan - Web of Science - 6)

P3. Zarzecka U., Chajecka-Wierzchowska W., Zakrzewski A., Zadernowska A., Fraqueza M.J.
2022. High pressure processing, acidic and osmotic stress increased resistance to aminoglycosides
and tetracyclines and the frequency of gene transfer among strains from commercial starter and
protective cultures. Food Microbiology, 107, 104090. https://doi.org/10.1016/J.FM.2022.104090
(140 pkt. MEiN2022; IF2022 5,516, liczba cytowan — bez autocytowan - Web of Science - 3)

P4. Zarzecka U., Zadernowska A., Chajecka-Wierzchowska W., Adamski P. 2023. Effect of high
pressure processing on changes in antibiotic resistance genes expression among strains from
commercial starter cultures. Food Microbiology, 110, 104169.
https://doi.org/10.1016/j.fm.2022.104169 (140 pkt. MEIN2023; 1F2023 6,374, liczba cytowar — bez
autocytowan - Web of Science - 1)

P5. Zarzecka U., Zadernowska A., Chajecka-Wierzchowska W., Adamski P. 2023. High-pressure
processing effect on conjugal antibiotic resistance genes transfer in vitro and in the food matrix
among strains from starter cultures. International Journal of Food Microbiology, 388, 110104.
https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2023.110104 (100 pkt. MEiN2023; IF2023 5,911, liczba
cytowan — bez autocytowan - Web of Science - 2).

Rozprawa skfada si¢ ze streszczen w jezyku polskim i angielskim, wstepu z oméwieniem
zagadnien w $wietle literatury, celu, zakresu i hipotez badawczych, materiatow i zastosowanych
metod, wynikow, dyskusji, stwierdzen konicowych i podsumowania, pi$miennictwa i zalacznikéw.
Zamieszezono tez wykaz stosowanych skrétdéw, a takze informacj¢ o aktywnosci naukowej i
zestawienie dorobku naukowego. Taki uklad pracy jest prawidlowy i pozwala na klarowne
przedstawienie wykonanych badan. W zalacznikach znajdujg si¢ kopie wszystkich publikacji
stanowigcych przedmiot rozprawy doktorskiej oraz o$wiadczenia wspoétautoréw  publikacji
stanowigcych przedmiot rozprawy doktorskie;j. Wszyscy wspétautorzy okreslili na czym polegal
ich wklad w przygotowanie publikacji i wyrazili zgode aby publikacje zostaly wykorzystane w
przewodzie doktorskim mgr Urszuli Zarzeckiej. Sa takze o$wiadczenia Doktorantki, z okresleniem

na czym polegat jej wkiad w przygotowanie publikacji.

SggW
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Zmieszczony w omdwieniu pieciu publikacji wykaz literatury zawiera 97 pozycji
najnowszego pismiennictwa swiatowego. Nalezy jednak podkresli¢, ze szczegOlowe i krytyczne
przedstawienie zagadnien literaturowych znajduje si¢ w publikacji P1, w ktérej Doktorantka
wykorzystata 50 pozycji najnowszego pismiennictwa §wiatowego. Oceniam pozytywnie zardwno

ten przeglad literatury jak i dobor zastosowanego pismiennictwa.

Cel pracy i hipotezy naukowe

Celem pracy byla analiza wystepowania opornosci na antybiotyki wéréd szczepow
wehodzacych w sklad komercyjnych kultur starterowych i ochronnych oraz ich zdolno$é¢ do
horyzontalnego transferu genéw opornoscei. Analizie poddano takze wpltyw czynnikéw stresowych
zwigzanych z produkcja i przechowywaniem zywnosci na zmiany w ekspresji genéw kodujacych
0pornosc na antybiotyki, jak i czgstosé transferu genow.

Cel pracy zostal sformutowany konkretnie i merytorycznie poprawnie. Nie mam do niego
zastrzezen.

Doktorantka sformutowata takze hipotezy badawcze:

1. Drobnoustroje wehodzace w sktad komercyj nych kultur starterowych i ochronnych moga
by¢ nosicielami gendw nabytej opornosci na antybiotyki

2. Drobnoustroje te mogg wykazywa¢ zdolnos¢ do horyzontalnego transferu genéw i przez
to bra¢ udzial w rozprzestrzenianiu opornosci w §rodowisku

3. Czynniki stresowe zwigzane z produkcja, przetwarzaniem i przechowywaniem zywnosci
moga prowadzi¢ do zmian w fenotypie opornosci na antybiotyki szczepéw wchodzacych w skiad
kultur starterowych i ochronnych, ekspresji genéw opornosci na antybiotyki i/lub czestosci transferu
genow opornosci

Nie mam zastrzezen merytorycznych do sformutowanych hipotez. Natomiast uwazam, ze
hipoteza druga powinna zostaé¢ uzupetniona o kilka stow gdyz w obecnej formie, ze wzgledu na
sformutowanie ,,Drobnoustroje te...” stanowi w pewien sposob kontynuacj¢ hipotezy pierwszej.
Proponuj¢ nastgpujace brzmienie: Drobnoustroje wchodzace w sklad komercyjnych kultur
starterowych i ochronnych moga wykazywaé zdolnosé do horyzontalnego transferu genéw i przez

to bra¢ udzial w rozprzestrzenianiu opornosci w srodowisku.
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Ocena zastosowanych metod badawczych

Praca zostata przeprowadzona w dwéch glownych czeéciach. Pierwsza dotyczyla oceny

wystgpowania opornosci na antybiotyki i zdolnosci do horyzontalnego transferu genéw natomiast

druga analizy wplywu czynnikéw stresowych na poziom opornosci i czestos¢ horyzontalnego

transferu genow.

Badania zostaty przeprowadzone w 5 etapach przedstawionych jasno na schemacie. Byly to:

1.

OSSN

Izolacja i identyfikacja szczepow z kultur starterowych i ochronnych.

Ocena wystepowania opornosci na antybiotyki.

Analiza zdolnosci do horyzontalnego transferu genow.

Analiza wplywu czynnikéw stresowych na poziom opornosci na antybiotyki.

Analiza wptywu czynnikow stresowych na czgstos¢ horyzontalnego transferu genow.

Doktorantka zastosowala réznorodne, nowoczesne techniki mikrobiologiczne. Korzystata z

aparatury wysokiej jakosci, ale wykorzystywata takze tradycyjne metody posiewow.

Szczepy (40) do analizy otrzymata z komercyjnych kultur starterowych (30) i ochronnych (10),,

od producentéw oferujacych kultury do wykorzystania w przemysle spozywezym. Liofilizowane

kultury ozywiata na bulionie MRS, a nastepnie izolowata na podlozu agarowym MRS do uzyskania

czystych szczepéw. Kolejnym krokiem bylo przeprowadzenie ekstrakcji genomowego i

plazmidowego DNA. Po identyfikacji zduplikowane szczepy odrzucita i do dalszych analiz wybrata

po jednym szczepie danego gatunku od kazdego producenta. Doktorantka przeprowadzila

genotypowanie przy uzyciu techniki ERIC-PCR, a profile ERIC-PCR analizowala za pomocg

analizy skupien z wykorzystaniem oprogramowania BioNumerics .

Do okreslenia fenotypu opornosci na antybiotyki Doktorantka zastosowata dwie metody

oznaczania: za pomocg paskéw gradientowych na podiozu agarowym Mueller-Hinton i przy uzyciu

systemu VITEK®2 Compact do oznaczania wrazliwosci drobnoustrojow. Testy obecnosci genow

opornosci na antbiotyki przeprowadzila z wykorzystaniem reakcji PCR przy uzyciu okreslonych

starterow 1 warunkow, a jako kontrole pozytywne zastosowala szczepy referencyjne E. faecalis

ATCC® 29212, E. faecalis ATCC® 51299, S. epidermidis ATCC® 35984, S. epidermidis ATCC®

12228 1 szczepy z kolekeji Katedry Mikrobiologii Przemystowej i Zywnosci dobrze

scharakteryzowane pod katem wystepowania genow opornosci na antybiotyki.
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Doktorantka przeprowadzita analize transferu genow opornosci in vitro i in situ. Zdolnogé
do przenoszenia genéw opornosci na antybiotyki in vitro Doktorantka badala z wykorzystaniem

metody filtréw membranowych, mozliwo$é transferu genow in situ zbadala na modelu

zakwaszonego mleka,

W czegsci drugiej swoich badan Doktorantka dokonata analizy wplywu czynnikéw
stresowych na poziom opornosci i czestogé horyzontalnego transferu genéw. Jako czynniki stresowe
wybrala ekspozycje¢ na niskie pH, zwigkszenie stezenia NACL i wysokie cignienie. Analize
przezywalnosci szczepdw w odpowiedzi na czynniki stresowe przeprowadzita metoda cytometrii
przeptywowej i metoda plytkowa. Po ekspozycji na czynniki stresowe Doktorantka przebadala
zmiany w fenotypie opornosci na antybiotyki (analiz¢ zmian ekspresji genow opornosci oraz wplyw
czynnikow stresowych na czgstosé transferu genow opornosci).

Uwazam, ze metody badawcze zostaly prawidlowo wybrane i dostosowane do

przeprowadzonych badan. Sg roznorodne i umozliwity uzyskanie planowanych rezultatow.

Merytoryczna ocena oméwienia wynikéw badan, dyskusji i wnioskow

Wyniki badan zostaly przedstawione przez Doktorantke w kilku rozdzialach oméwienia
odnoszacych si¢ do: puli szczepdéw zakwalifikowanych do analizy, wystepowania opornosci na
antybiotyki wsréd drobnoustrojow z kultur starterowych 1 ochronnych, zdolnosci bakterii
fermentacji mlekowej do horyzontalnego transferu gendw, przezywalnosci w odpowiedzi na
czynniki stresowe zwigzane z przetworstwem zywnosci, wplywu czynnikow stresowych na zmiany
w fenotypie antybiotykoodpornosci i ekspresji genow opornosci na antybiotyki, wplywu czynnikéw
stresowych na zmiany w czgstosci transferu genéw opornoécei na antybiotyki. Dokladne oméwienie
wynikéw znajduje si¢ w zalaczonych publikacjach P2, P3, P4 i PS5. Artykuly zostaly przygotowane
bardzo starannie i opublikowane w bardzo dobrych czasopismach naukowych. Uwazam, ze
zaprezentowanie wynikow badan, zaréwno w oméwieniu jak i publikacjach, nie budzi zastrzezef.

Wyniki zostaly takze przedyskutowane przez Doktorantke¢ w rozdziale Dyskusja. Ten
rozdziat jest szczegdlnie istotny i $wiadczy o krytycznym podejsciu do wykonanych badan, a takze
umiejetnosci analizy i syntezy. Doktorantka wskazala na réznice w wynikach badan otrzymanych
w rezultacie swoich do$wiadczen, w poréwnaniu z otrzymanymi przez innych autoréw (np.
dotyczacych fenotypu opornosci na antybiotyki). W dyskusji Doktorantka wskazata, ze sposrod
wszystkich zidentyfikowanych genéw opornosci, najwieksza réznorodnogé wystapita w przypadku

genow opornosci na tetracykliny, a poniewaz szczepy wykorzystywane przemystowo sg spozywane

6
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w duzej liczbie, niepokojacym zjawiskiem jest stwierdzona zdolnogé drobnoustrojow wchodzacych
w skiad kultur przemystowych do horyzontalnego przekazywania nabytej opornodci na antybiotyki.
Autorka zasugerowata, Ze zdolnosé do przenoszenia genow jest cechg zalezna od szczepu i moze
zaleze¢ od wielu czynnikow srodowiskowych, a nawet pojedyncze przypadki przeniesienia genu
opornosci na antybiotyki sg zjawiskiem niepozadanym, gdyz przyczyniaja sie do rozprzestrzeniania
opornosci w Srodowisku.

Bardzo istotng czescig wynikéw i ich dyskusji jest przedstawienie badan dotyczacych
wplywu stresu zwigzanego z zywnoscia na opornos$¢ na antybiotyki wérdd bakterii fermentacji
mlekowe;j. Jest to cz¢s¢ nowatorska gdyz w pismiennictwie jest niewiele tego rodzaju dos$wiadczen.
Doktorantka wykazata, ze w wyniku dziatania czynnik6w stresowych zwigzanych z przetwarzaniem
zywnosci, moze dochodzi¢ do zmian w czestosci transferu genow opornosci na antybiotyki zaréwno
W warunkach laboratoryjnych jak i bezposrednio w produkcie. Oceniam t¢ cze$¢ badan i ich
omowienie bardzo wysoko.

Na podstawie wynikéw i ich dyskusji, Doktorantka sformutowala 3 spostrzezenia. Sg one
logiczne i wynikaja z przeprowadzonych badai. Nie wiem dlaczego nie nazwala ich wnioskami
gdyz moim zdaniem sg to wnioski. Merytorycznie odpowiadajg na cel pracy i hipotezy badawcze.

Podsumowujgc t¢ czes¢ recenzji, stwierdzam, ze Doktorantka wykazala si¢ umiejetnoscia
zebrania, opracowania, przedstawienia bardzo roznych wynikow badan. Swéj wywaéd prowadzila
logicznie, klarownie, starajac si¢ formulowaé ostrozne wnioski. Wskazuje to na ogélna, szeroka
wiedzg teoretyczng i umiejetnosé samodzielnego prowadzenia pracy naukowej przez Doktoranta.

Rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, otwierajgc drzwi do
dalszych badan, ktore maja tez praktyczne zastosowanie. Przedstawione w rozprawie wyniki
udowodnily, ze problem antybiotykoopornosci dotyczy szczepéw niepatogennych, celowo
dodawanych do zywnosci i od lat uznawanych za bezpieczne, co moze budzié niepokdj. Jest to
szczegolnie istotne ze wzgledu na wykazang zdolnos¢ przenoszenia genow opornosci. Moze to w
istotny sposob przyczynié sie do rozprzestrzeniania opornosci na antybiotyki w §rodowisku. Poza
tym uzyskane wyniki wskazuja, ze w czasie przetwarzania zywnosci moze dochodzié do
zwigkszania poziomu ekspresji gendéw opornosci na antybiotyki i/lub czgstosei transferu genéw, a
tym samym szybszego rozprzestrzeniania opornosci w $rodowisku. Praktycznym aspektem, z
punktu widzenia zdrowia publicznego, jest zwrécenie uwagi na to zagrozenie i ryzyko, ze szczepy

wprowadzane do zywno$ci mogg staé sie srodowiskowym rezerwuarem genéw opornosci na
antybiotyki.
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Zauwazone niedokladne sformulowania i pytania do Doktorantki
Pragng podkreslié, ze praca jest napisana bardzo dobrym jezykiem, w sposéb klarowny i
Jednoczesnie zwigzty, Mam w zwigzku z tym niewiele uwag i jedno pytanie:

1. Uzupelnienie drugiej hipotezy o stowa ~wchodzace w sklad komercyjnych kultur
starterowych i ochronnych” — wyjasnienie w odpowiedniej czedci recenzji.

2. W kilku miejscach, gtéwnie w rozdziale Dyskusja zauwazytam sformulowanie ,,odpornog¢”
(zamiast oporno$¢) w odniesieniu do szczepow lub gendéw np. s. 52 ,,...odporne na zimno
szczepy LAB...”;s. 55 ,,... rozprzestrzenianie si¢ gendw odpornosci...”. Rozumiem, ze byta
to nieuzasadniona ingerencja ,,sztucznej inteligencji”.

3. Mysle, ze dyskusja moglaby zostaé podzielona na dwie czesci: pierwsza, ktéra dotyczy
oceny wystepowania opornodci na antybiotyki i zdolnosci do horyzontalnego transferu
genow oraz druga odnoszgca si¢ do analizy wplywu czynnikow stresowych na poziom
opornosci i czestos¢ horyzontalnego transferu genéw.

4. Whnioski, a nie ,,spostrzezenia” - wyjasnienie w odpowiedniej czesei recenzji.

5. Pytanie: c¢zy znane sa Pani dowody na przenoszenie gendéw opornosci w warunkach

przewodu pokarmowego?

Informacja o pozostalym dorobku pani mgr Urszuli Zarzeckiej

Pani mgr inz. Urszula Zarzecka jest wspélautorka 9 wysoko punktowanych publikacji w
czasopismach z wysokim IF, 11 rozdzialéw w monografiach pokonferencyjnych 18 doniesien na
konferencjach naukowych (w tym 5 miedzynarodowych).

Doktorantka brata udziat w 3 projektach, w tym w Jednym byta kierownikiem, wykonata 21
recenzji artkutow naukowych. Laczny IF wynosi 52,702, liczba punktow MEIN 1290, H-indeks 5.

Jest to naprawde imponujacy dorobek naukowy mlodego pracownika.

Whiosek konicowy

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska pani mgr Urszuli Zarzyckiej
wnosi nowe elementy do dyscypliny technologia zywnogci i zywienia. Doktorantka postawita przed
sobg konkretne, bardzo ambitne zadania i konsekwentnie Je wykonata. Praca ma duzy aspekt

poznawczy, a takze aplikacyjny.
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Reasumujge stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca pani mgr Urszuli Zarzyckiej
spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim, okre$lonym w Ustawie z dnia 20 lipca 2018r.
— Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023, poz. 742 ze zm.) i wnioskuje do Rady
Naukowej Dyscypliny Technologia Zywnosci i Zywienia, Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego
W Olsztynie o dopuszczenie pani mgr Urszuli Zarzyckiej do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Jednoczesnie stawiam wniosek o wyrdznienie rozprawy doktorskiej pani mgr Urszuli

Zarzyckiej ze wzgledu na jej wysoki poziom naukowy i mozliwogci aplikacji uzyskanych wynikow
w praktyce przemystowej i dietetycznej.






