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Dane o Kandydatce

Kandydatka do stopnia doktora jest osobg bardzo aktywna pod wzgledem
naukowym. W swoim dorobku ma 14 publikacji z czego 12 to prace z listy JCR,
1 w czasopi$mie branzowym i 1 w czasopi$mie o charakterze popularno-naukowym.
Dodatkowo znajdujemy 11 rozdzialbw w monografiach pokonferencyjnych. Pani
mgr Urszula Zarzecka 18 razy prezentowata wyniki na konferencjach naukowych.
W roku 2023 od lutego do marca Kandydatka odbyta staz naukowy w Departamento
de Higiene y Tecnologia de los Alimentos, Universidad de Leon.

Pani mgr Urszula Zarzecka byla kierownikiem 1 projektu i wykonawca
2 projektow finansowanych ze Zrédel zewnetrznych (NCN 1 Ministerstwo Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego). Jej osiggniecia naukowe wyrazone wskaznikami
bibliometrycznymi sg bardzo wysokie (IF=52,702, punkty ministerialne 1290, h-indeks
5,52 cytowania) bioragc pod uwage fakt, ze Kandydatka jest mtodym naukowcem na
poczatku kariery naukowe;.
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Z przekazanych dokumentéw wynika, ze mgr Urszula Zarzecka wczes$niej
nie ubiegala si¢ o stopien doktora w dyscyplinie technologia zywnosci i zywienia ani
w innej dyscyplinie.

Ocena formalna pracy

Przedstawiona do oceny praca to cykl 5 publikacji o zasiggu migdzynarodowym
opublikowanych w latach 2020-2023 w czasopismach z listy JCR opatrzonych wspolnym
tytutem ,,Antybiotykooporno$¢ drobnoustrojéw wchodzacych w sklad kultur
starterowych i ochronnych — mozliwos¢ horyzontalnego transferu gendéw oraz
wplyw czynnikow srodowiskowych na ekspresje opornosci na antybiotyki”. Jedna
praca jest praca o charakterze przegladowym, natomiast pozostale 4 sa pracami
eksperymentalnymi (oryginalnymi). Dodatkowo do cyklu publikacji dotaczono
komentarz w jezyku polskim zawierajacy wprowadzenie do tematyki, cel i zakres pracy,
hipotezy badawcze, metodyke, wyniki, dyskusje i literature. Wszystkie prace wchodzace
w sktad dysertacji doktorskiej sg wieloautorskie, a z os§wiadczen wspotautorow wytania
sig zdecydowanie wiodacy wkiad koncepcyjny i wykonawczy Doktorantki. Taki uklad
pracy jest typowy dla prezentacji cyklu publikacji i spelnia wymagania ustawowe
dotyczace prezentacji osiggniecia w przewodzie doktorskim.

Dobor i znaczenie tematyki

Zwigkszajagca si¢ ilos¢ morganizmoéw antybiotykoodpornych jest palacym
problemem wspoélczesnej mikrobiologii lekarskiej 1 epidemiologii ale roéwniez
mikrobiologii zywnos$ci. Powszechnie stosowang praktyka koncernow farmaceutycznych
podczas opracowywania nowych chemioterapeutykéw jest zazwyczaj modyfikacja
strukturalna dostepnych na rynku antybiotykéw. Jest to droga bezpieczna dla producenta,
poniewaz nie ponosi on tak duzych naktadow finansowych jak przy opracowaniu
I wdrozeniu zupetnie nowego zwiazku o aktywnosci antybiotycznej. Co nie znaczy, ze
takich badan si¢ nie prowadzi. Przyktadem na to sg badania z 2023 r. prowadzone w Cold
Spring Harbor Laboratory przez zespét badaczy pod kierunkiem Profesora Johna
E. Mosesa, ktorzy opracowali antybiotyk zwalczajacy wankomycynooporne szczepy
Enterococcus spp., co ciekawe bakterie nie rozwijaty opornosci na nowy lek. Niemniej
badania te sa obecnie na etapie wstepnym.

Bakterie do przekazywania antybiotykoodpornosci wykorzystuja gownie
horyzontalny transfer genéw, ktory obejmuje takie procesy jak: koniugacja, transdukcja
czy transformacja. A biorac pod uwage Sredni czas generacji bakterii Szacowany na okoto
od kilku minut do kilku godzin nabywanie lekoopornosci przez mikroorganizmy jest
bardzo dynamiczne. Ponadto duzym rezerwuarem genow antybiotykoopornosci
sa mikroorganizmy S$rodowiskowe nie zawsze zwigzane z mikrobiotag 1 patogeneza
wystepujacg u czlowieka i zwierzat, a wprowadzane mogg by¢ do ich organizmow
np. z zywnoscig. Do takich mikroorganizmow zaliczymy drobnoustroje stosowane
w przemy$le spozywczym i paszowym, gdzie wykorzystuje si¢ mikroorganizmy
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w postaci kultur starterowych i kultur ochronnych. Najczesciej jest to szeroko pojeta
grupa bakterii kwasu mlekowego, ale nie tylko. Bakterie kwasu mlekowego pomimo
statusu GRAS moga by¢ wektorem przenoszacym antybiotykoopornos¢ szczego6lnie jesli
posiadajg ruchome elementy genetyczne takie jak plazmidy i1 transpozony. Podjeta
w dysertacji tematyka oceny wplywu stresu srodowiskowego na kultury bakterii
starterowych i ochronnych jako czynnika wplywajacego na transfer genow
antybiotykoopornosci oraz ich ekspresje jest jak najbardziej aktualna i wpisuje si¢
W nurt badan prowadzonych w dyscyplinie technologia zywnosci i Zywienia.
Ponadto wnosi do wiedzy z zakresu tej dyscypliny nowe informacje dotyczace
przedmiotu badan.

Ocena merytoryczna pracy

Problem antybiotykooporno$ci szczepéw patogennych dla cztowieka i zwierzat
jest w literaturze szeroko opisany. Natomiast niewiele jest danych na temat przenoszenia
tej cechy przez bakterie uznane za bezpieczne dla cztowieka i posiadajace status GRAS
czyli bakterie kwasu mlekowego. Bakterie kwasu mlekowego stosowane do wytwarzania
zywnosci oraz do jej konserwowania majg tzw. histori¢ bezpiecznego stosowania
I niewiele jest doniesien o ich chorobotworczym potencjale, a gdy si¢ to dzieje, zazwyczaj
sa to przypadki gdzie wspotistniejg rowniez inne choroby lub uktad immunologiczny
czlowieka jest ostabiony np. chemioterapia. Bezpieczna historia stosowania szczepow
bakterii Zzywnosci spowodowala dopuszczenie ich do stosowania w produkcji Zywnosci
bez koniecznosci przeprowadzenia badan potwierdzajacych ich bezpieczenstwo.
Kontrowersyjny obecnie moze by¢ fakt, ze szczepy, ktorym w przesztosci przyznano
status bezpiecznych nie muszg by¢ regularnie sprawdzane pod katem wystepowania
nabytej opornos$ci na antybiotyki. Zatem szczepy te moga sta¢ si¢ rezerwuarami genow
opornosci 1 przyczynia¢ si¢ do ich rozpowszechniania.

Wiadomo, ze bakterie fermentacji mlekowej charakteryzujg si¢ naturalng
opornoscig na antybiotyki np. szczepy (wg. klasyfikacji obowigzujacej do 2020 roku)
nalezace do rodzaju Lactobacillus spp. sa oporne na wankomycyne. Nie jest to zjawisko
niepokojace poniewaz naturalna antybiotykooporno$¢ jest zazwyczaj kodowana na
elementach stalego genomu bakterii i nie podlega horyzontalnemu transferowi genow.
Niemniej obecnie wiadomo, ze bakterie kwasu mlekowego w procesie adaptacji
srodowiskowe] zdolne sg do pobierania ruchomych elementéw genetycznych, ktore
stwarzaja ryzyko horyzontalnego przenoszenia antybiotykoopornosci. Oczywiscie
nie zawsze si¢ tak dzieje.

e Prositabym o wyjasnienie kiedy obecno$¢ plazmidu lub plazmidow
u bakterii kwasu mlekowego nie bedzie promowata przenoszenia
antybiotykoopornosci.

Przystepujac do badan Doktorantka postawita 3 hipotezy badawcze:

1. Drobnoustroje wchodzace w sklad komercyjnych kultur starterowych
1 ochronnych moga by¢ nosicielami genow nabytej opornosci na antybiotyki.
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2. Drobnoustroje te moga wykazywac¢ zdolno§¢ do horyzontalnego transferu
gendw 1 przez to bra¢ udziat w rozprzestrzenianiu opornosci w srodowisku

3. Czynniki stresowe zwigzane z produkcja, przetwarzaniem i przechowywanie
zywnoS$ci moga prowadzi¢ do zmian w fenotypie opornosci na antybiotyki
szczepow wchodzacych w sktad kultur starterowych i ochronnych, ekspresji
genow opornosci na antybiotyki i/lub czestosci transferu genow opornosci.

Do badan wykorzystano kultury starterowe 1 ochronne od wiodacych
producentéw. Zatem badania przeprowadzono na szczepach, ktore faktycznie wystepuja
w $rodowisku zywnosci. Fakt ten zastuguje na podkreslenie i1 jest niezmiernie wazny
z punktu widzenia zaréwno producenta ale przede wszystkim konsumenta. Wszystkie
szczepy poddano analizie genetycznej z uzyciem réznych metod biologii molekularnych
1 potwierdzono ich przynaleznos¢ do deklarowanych taksondw oraz scharakteryzowano
ich fenotypowy profil antybiotykoodpornosci. U wszystkich wytypowanych do badan
szczepow zostala zbadana obecno$¢ szesciu gendw opornosci na tetracykling, czterech
kodujacych biatka chronigce rybosom — tetM, tetO, tetS 1 tetW oraz dwoch kodujacych
pompy efflux — fefK i fefl.. Ponadto kazdy ze szczepdéw byl analizowany pod katem
obecnosci genow kodujacych oporno$¢ na aminoglikozydy - aac(6')-leaph(2")-1a,
aph(3")-Illa, aph(2")-Ic, aac(6')-1i and ant(6')-1a, chloramfenikol - cat, p - laktamy —
blaZ, blaTEM, blaOXA, blaSHV 1 blaCTX-M, glikopeptydy — vanA 1 vanB
orazmakrolidy — ermA, ermB, ermC 1 msrA/B. Dodatkowo uzyto specyficznej pary
starterow do amplifikacji genu zwigzanego z obecnoscia transpozondéw koniugacyjnych
Tn916/Tni545.

Bardzo ciekawym i wnoszacym nowe informacje do nauki w dyscyplinie
technologia ZywnoSci i zZywienia jest eksperyment dotyczacy mozliwoSci
horyzontalnego przenoszenia genow odpowiedzialnych za opornos¢ na tetracyklineg.
Wytypowano 5 dawcoéw (bakterie kwasu mlekowego) posiadajacych geny opornosci
na tetracykling zlokalizowane na plazmidach oraz biorce Enterococcus faecalis wolnego
od plazmidéw. Eksperyment przeprowadzono w dwodch srodowiskach: w modelowym
podtozu BHI oraz w mleku jako matrycy zywnosci. W wyniku eksperymentu
stwierdzono, ze w matrycy zywnosci czg¢stos¢ wystgpowania transferu genéw opornosci
jest $rednio o jeden rzad logarytmiczny nizsza niz w przypadku podtoza modelowego.

e Jak mozna wytlumaczy¢ ten fakt?

e (Czy przeprowadzono analiz¢ sktadu obu §rodowisk i wskazano roznice,
ktore moglyby mie¢ kluczowe znaczenie w ograniczaniu lub
stymulowaniu horyzontalnego transferu genéw?

Podczas produkcji zywno$ci obecne w niej bakterie beda poddawane réznym
zabiegom technologicznym. Doktorantka do badan nad wplywem procesow
technologicznych wytypowata procesy temperaturowe (niska temperatura), zmiany
ci$nienia osmotycznego oraz wysokie ci$nienie. Na tym etapie pracy roOwniez oceniono
przezywalno$¢ metoda ptytkowa, stan fizjologiczny zuzyciem cystometrii przeplywowej
oraz profil fenotypowy 1 genotypowy antybiotykooporno$ci badanych bakterii
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mlekowych. Stwierdzono, ze czynnikiem wplywajacym w sposob decydujacy
na przezywalno$¢ bakterii kwasu mlekowego bylo cisnienie 400 MPa, gdzie
zaobserwowano redukcje zywych komorek od 64 do 93%. Natomiast wysokie ci§nienie
400 MPa nie miato zasadniczo wplywu (obserwowana tendencja) na poziom
antybiotykooporno$ci wyrazonej jako warto§¢ MIC. Natomiast bakterie poddane stresowi
osmotycznemu, niskiemu pH oraz niskiej temperaturze reagowaty w wickszosci
przypadkow podwyzszeniem stezenia MIC, przy wysokiej przezywalnosci okoto 80 do
90%. Ponadto w badaniach stwierdzono, ze niskie pH i ci$nienie osmotyczne wptywaja
na szybko§¢ ekspresji genow antybiotykoodpornosci. Innym rodzajem stresu
srodowiskowego bedzie obecnos¢ w $Srodowisku wysokich cisnien. Jest to coraz
popularniejsza metoda utrwalania zywnosci w przemys$le spozywczym. [ tutaj
Doktorantka wykazata, ze technika wysokich ci$nien wplywa na ekspresje genow
antybiotykoodporno$ci co ma swoje odzwierciedlenie w profilu fenotypowym tej cechy.
Dodatkowo w matrycy jaka jest zywnos$¢ cecha ta moze by¢ intensyfikowana lub
ostabiana.

Praca zostata bardzo starannie zaplanowana i konsekwentnie realizowana.
Prezentacja wynikow i1 dokumentacja jest rzetelna i nie budzi zadnych watpliwosci.
Zatozony cel pracy zostat zrealizowany, postawione hipotezy badawcze pozytywnie
zweryfikowane.

Wnhniosek o wyrodznienie

Stwierdzam, ze podje¢ta w dysertacji tematyka i zaproponowane badania
w ukladzie modelowym ale rowniez dotyczace Srodowiska zywnosci sa nowatorskie,
wnosza do dyscypliny technologia zywnoSci i Zywienia nowe informacje
i z pewnos$cia beda inspiracja dla innych badaczy do rozwijania tego kierunku
badan. Ponadto dysertacja zostala przygotowana jako cykl publikacji
opublikowanych bardzo dobrych czasopismach o zasiegu miedzynarodowym z listy
JCR. Wykorzystane metody badawcze - Kklasyczne jak i najnowszej generacji
wymagaly od doktorantki duzej wiedzy teoretycznej jak i praktycznej oraz
pokazuja jak doskonalym warsztatem posluguje si¢ Kandydatka do stopnia
doktora.

W zwiazku z powyzszymi przestankami wnioskuje do Rady Naukowej
Dyscypliny Technologia Zywnosci i Zywienia Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego
w Olsztynie o wyroznienie przedlozonej przez Panig mgr Urszule Zarzecky rozprawy
doktorskiej zatytutowanej ,,Antybiotykoopornos¢ drobnoustrojow wchodzacych w sktad
kultur starterowych 1 ochronnych — mozliwo$¢ horyzontalnego transferu genow
oraz wptyw czynnikow §rodowiskowych na ekspresj¢ opornosci na antybiotyki”.

Whiosek koncowy
Z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona do oceny dysertacja

doktorska zatytutowana  ,,Antybiotykoopornos¢ drobnoustrojow wchodzacych
w sklad kultur starterowych i ochronnych — mozliwo$¢ horyzontalnego transferu
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genéw oraz wplyw czynnikow Srodowiskowych na ekspresje¢ opornosci
na antybiotyki” speinia wymagania okreslone w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz. U. 2023, poz. 742 z p6zn. zm). Zatozone cele
badawcze zostaly zrealizowane, a postawione hipotezy pozytywnie zweryfikowane.
Przedstawione w pracy wyniki wpisujg si¢ nurt zagadnien badawczych prowadzonych
w dyscyplinie technologia zywnosci i1 zywienia.

W oparciu o powyzsze przestanki wnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny
Technologia Zywnosci i Zywienia Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie
0 przyjecie rozprawy doktorskiej Pani mgr Urszuli Zarzeckiej i dopuszczenie Jej
do dalszych etapow postepowania.
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