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Podstawe formalng realizacji recenzji stanowi Uchwata Rady Naukowej Dyscypliny Technologia
Zywnoéci i Zywienia UWM Nr 9/2024 podpisana przez Panig przewodniczgca, prof. dr hab. Anne Iwaniak
(z dnia 05.04.2024) oraz rozprawa doktorska mgr inz. Arkadiusza Zakrzewskiego.

Podstawe prawng stanowi art. 190 ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (DZ.U. z 2023 r. poz. 742 ze zm.).

Ocena formalna pracy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska pt.: ,Warunki stresowe podczas
otrzymywania produktow gotowych do spozycia z ryb i krewetek a mozliwosc przezycia
oraz odpowiedz komérkowa bakterii z rodzaju Listeria sp” stanowi spojny tematycznie
cykl pieciu publikacji, w tym czterech oryginalnych prac twoérczych i jednej pracy
przeglagdowej, opublikowanych w latach 2020-2023 w recenzowanych czasopismach
naukowych o zasiegu miedzynarodowym posiadajgcych indeks wptywu IF i znajdujgcych
sie w czesci A wykazu czasopism Ministerstwa Edukacji i Nauki (MEIN). Sg to
nastepujgce pozycje:
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Suma punktéw MEIN za wymienione publikacje wchodzgce w sklad osiggniecia

naukowego, wedtug komunikatu MEIN obowigzujgcego w roku wydania prac wynosi 680,

a ich sumaryczny Impact Factor wedtug listy Journal Citation Reports (JCR) zgodnie z

rokiem opublikowania wynosi 24,755. We wszystkich pracach tworzgcych cykl Doktorant

jest pierwszym autorem autorem publikacji, w trzech z prac Pan mgr inz. Zakrzewski

petnit rGwniez role autora korespondencyjnego.

Przestana do recenzji dysertacja sktada sie z 5 rozdziatéw, zawierajgcych oprocz

kopii opublikowanych prac 66 stronicowy maszynopis. Ukfad pracy jest typowy dla
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opracowan o charakterze eksperymentalnym. Obejmuje czes¢ teoretyczng zawierajgca:
Streszczenie pracy w jezyku polskim i angielskim, Wstep, bedgcy uzasadnieniem
wyboru tematu pracy, w ktérym zawarto podstawy naukowe i przedstawiona w ramach
rozprawy tematyka badawcza, Hipoteza i cel pracy, a takze Omoéwienie wynikéw z
uwzglednieniem metod badawczych z podziatem na poszczegolne artykuty wchodzgce
w skfad cyklu. Nastepnie Autor przedstawit, Podsumowanie i wnioski oraz Bibliografie
obejmujgca 59 pozycji, a takze Oswiadczenia wspétautoréw o0 udziale w opracowaniu
publikacji oraz Naukowe Curiculum vitae. Dysertacja uzupetniona jest o Spis tabel i
rysunkéw oraz Zalgczniki. Z oswiadczen wspétautorow publikacji wynika, ze Doktorant
brat udziat w doborze wtasciwych metod do realizacji celu badan, wykonaniu analiz
laboratoryjnych, opracowaniu wynikbw i ich interpretacji, przygotowywaniu i

redagowaniu manuskryptow.

Podsumowujgc, stwierdzam Zze pod wzgledem formalnym w Swietle aktualnych przepisow

prawa praca spetnia wymogi stawiane pracy doktorskie;.

Ocena wyboru tematu i zakresu pracy

Bakterie z rodzaj Listeria spp to wyjgtkowa grupa mikroorganizméw o niezwyktych
cechach adaptacyjnych pozwalajgcych im na zasiedlanie réznych srodowisk naturalnych i
miejskich, sg rozpowszechnione w takich biocenozach jak gleba, scieki, woda, pasze oraz
produkty spozywcze. Wszystkie bakterie z rodzaju Listeria tolerujg ekstremalne warunki
srodowiskowe takie jak: niskie pH, niska temperatura oraz wysokie zasolenie. Cechg
identyfikacyjng wszystkich gatunkéw Listeria jest zdolnos¢ do ruchu w temp. 25°C, jak
rowniez fakt, iz sg katalazo-dodatnie oraz oksydazo-ujemne. Najlepiej rozwiniete
zdolnosci adaptacyjne posiada L. monocytogenes, ktéra wzrasta rowniez w temperaturze
—2 °C oraz przy pH siegajgcym do 4,4. Natomiast catkowita inaktywacja bakterii tego
gatunku obserwowana jest dopiero w temperaturze powyzej 75°C. Opisane powyzej
mechanizmy przystosowawcze do niekorzystnych warunkéw, w tym warunkéw produkcji
zywnos$ci takich jak: chtodzenie, mrozenie, kiszenie, solenie sprzyjajg przezyciu i

namnazaniu sie drobnoustrojow w zywnosci. Udowodniono, ze gtbwnym wektorem
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zakazenia ludzi bakteriami z rodzaju Listeria, a w szczegdélnosci gatunkiem L.
monocytogenes sg zanieczyszczone tym patogenem produkty spozywcze. Efektem
tego zakazenia jest listerioza, choroba przenoszona przez zywnosc¢, ktéra na podstawie
raportu opublikowanego przez Europejskiego Urzedu do spraw Bezpieczenstwa Zywnosci
(EFSA) zajmuje pigte miejsce wsrod najczesciej odnotowywanych przypadkéw zoonoz w
Europie. Wysoka $miertelnos¢ osob chorych spowodowata, ze listerioza zostata uznana
za najbardziej Smiertelng chorobe odzywnosciowg wywotywang przez patogeny jelitowe.
Niezaleznie od opisanych powyzej cech dane literaturowe wskazujg, ze bakterie
nalezagce do gatunku L. monocytogenes dodatkowo sg zdolne do tworzenia biofilmu oraz
przechodzenia w stan uspienia tzw. stadium VBNC (ang. viable but nonculturable) co
dodatkowo powoduje, ze stanowig one powazne zagrozenie w funkcjonowaniu zaréwno
instytucji publicznych, jak i zaktadéw przemystowych. W ten obszar badan, z zakresu
szybko rozwijajgcej sie mikrobiologii zywnosci oraz bezpieczenstwa mikrobiologicznego w
przemysle spozywczym wpisuje sie oceniana dysertacja. Problem ten jest umiejscowiony
w naukach rolniczych, w dyscyplinie technologia zywnosci i zywienia i moze by¢

podstawg opracowania dysertacji na stopien naukowy doktora.

Merytoryczna ocena pracy

Tytut rozprawy jest zgodny z jej trescig.

Dysertacja poprzedzona jest oswiadczeniami Autora oraz Promotora i Promotora
pomocniczego na temat samodzielnosci napisania pracy oraz odpowiedzialnosci
promotoréw za jej koordynacje dodatkowo zamieszczono informacje na temat
finansowania badahn wykonanych w trakcie realizacji rozprawy doktorskiej. W dalszej
czedci dysertacji Doktorant zawart wykaz publikacji wchodzgcych w sktad rozprawy
doktorskiej, uwzgledniajgc punkty wg listy MEIN oraz sumaryczny Impact Factor wg listy
JCR, a takze indywidualny wktad w powstanie kazdej z nich, ktéry miescit sie w przedziale
50-70%. Dodatkowo Autor uzupetnit informacje na temat naukowcéw, z ktérymi
wspotpracowat w trakcie realizacji wszystkich eksperymentow zaprezentowanych w
przygotowanych pracach. Byly to osoby zaréwno z o$rodkdédw krajowych jak i

zagranicznych i co ciekawe nie wszyscy zaistnieli w publikacjach jako wspotautorzy
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przedstawienie ich w tym miejscu w opinii Recenzenta jest dobrg praktykg 2z punktu
widzenia etyki pracy naukowej i uznaje to za duzg zalete ocenianej dysertacji. W kolejnej
czesci pracy mgr inz. Arkadiusz Zakrzewski przedstawit swoje naukowe Curiculum vitae
(10 stron), ktore nalezy oceni¢ bardzo wysoko pod kazdym wzgledem zaréwno naukowym
jak i organizacyjnym szczegolnie jezeli wezmiemy pod uwage wiek Doktoranta. W tym
miejscu musze jednak zwrdcic uwage, ze zgodnie z ogodlnie przyjetymi zasadami
dotyczacymi struktury pracy doktorskiej tg czes¢ dysertacji nalezy traktowac jako forme
informacji dodatkowej (aneksu) i umiesci¢ jg na koncu pracy. W dalszej czesci pracy
Doktorant zamiescit Wykaz skrotow, ktory uwazam za bardzo potrzebny i dobrze Ze ten
element pracy zostat uwzgledniony. Kolejne czesci dysertacji to streszczenie w jezyku
polskim i angielskim, ktoére obejmujg krotkie wprowadzenie, omdwienie celu pracy i
poszczegolnych jej etapdw oraz charakterystyke najwazniejszych wynikow.

W rozdziale pierwszym zatytutowanym Wstep Autor dokonat przegladu aktualne;j
literatury przedmiotu zwigzanej z problematykg podjeta w pracy. Doktorant opisat i
scharakteryzowat zaréwno gatunek bakterii na ktorym pracowat jak i aspekty
epidemiologiczne i technologiczne zwigzane z konkretnymi produktami. Na uwage
zastuguje fakt, ze Doktorant potraktowat te cze$¢ pracy holistycznie nie ograniczajgc sie
jedynie do aspektoéw technologicznych, ale uwzgledniajgc rowniez kontekst zwigzany ze
stresem komorkowym oraz opisat w sposéb precyzyjny cechy fenotypowe, zmiennosc
genotypowg oraz typy serologiczne odpowiedzialne za wirulencje bakterii z rodzaju
Listeria. Wiedza na temat bakterii z rodzaju Listeria podawana jest w uktadzie ilosciowym i
jakosciowym. Podsumowujgc mozna stwierdzi¢, ze dokonany przeglad literatury Swiadczy
o przemyslanym podejsciu Autora do podijetej tematyki i uzasadnia wybér tematu pracy.

W rozdziale drugim dysertacji Doktorant przedstawit wybrany do rozwigzania
problem naukowy w formie jasno opisanych 4 hipotez badawczych. W ocenie Recenzenta
hipotezy te sg prawidtowo zbudowane, jednoznaczne i zostaty w dalszej czesci pracy
sprawdzone przy pomocy odpowiednio dobranych metod. Do tak postawionego problemu
badawczego Autor w sposob prawidtowy stawia gtdwny cel badawczy uzupetniony o
cztery cele szczegdtowe. Mozna stwierdzi¢, ze tak sformutowane cele badawcze spetniajg
wymagania stawiane pracom doktorskim przez RDN a zwigzanych z uzupetnieniem luki w

wiedzy zwigzanej z tematem dysertacji.
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Rozdziat trzeci pracy stanowi opis Materiatbw i Metod badawczych
wykorzystanych przez Doktoranta w zaprezentowanych publikacjach. Rozdziat ten
poprzedzony jest czytelnym schematem badan, ktory w jasny sposdb wyjasnia logike
przeprowadzonych eksperymentow.

Uwagi, jakie mi sie nasunety w trakcie zapoznawania sie z informacjami zawartymi w
powyzszym rozdziale:

1. W rozdziale tym Autor w pierwszej kolejnosci opisuje metody: metaanaliza, model
statystyczny, analizy bioinformatyczne etc. Nastepnie w podrozdziale 3.2.3 zostaty
opisane szczepy bakterii uzyte w pracach 2-5 a w dalszej kolejnosci zostaty
opisane pozostate metody badawcze uzyte w roéznych pracach. W ocenie
Recenzenta kolejnos¢ opisu powinna by¢é zgodna z tytutem rozdziatu, a wiec
najpierw mikroorganizmy (materiat biologiczny), ktére uzyte zostaty we wszystkich
pracach eksperymentalnych a dopiero potem metody.

2. Duzg =zaletg dysertacji jest ilo$¢ szczepdw bakterii na ktérych mgr inz. A.
Zakrzewski przeprowadzit szereg eksperymentéw w przedstawionych do oceny
publikacjach. Szczepy te oczywiscie musiaty zosta¢ uprzednio wyizolowane z
roznych srodowisk oraz scharakteryzowane. W opinii Recenzenta uwzglednienie w
badaniach mikrobiologicznych szczepdéw referencyjnych pochodzgcych z
miedzynarodowych Kkolekcji bytoby wartosciowym uzupetnieniem uzyskanych
wynikow, réwniez pomocnych przy ich interpretacji.

3. W podrozdziale 3.2.2.1 Autor stwierdza, ze odczyty po sekwencjonowaniu zostaty
poddane filtrowaniu z uzyciem programu Cutadapt 3.0 co jest dobrym
rozwigzaniem ale w opinii Recenzenta brakuje informacji na temat jak zostaty
ztozone scafolldy pod katem jakosciowym (liczba powtdrzen odczytéw, usuwanie
naktadajgcych sie odczytow etc.) by¢C moze zostat uzyty jeszcze dodatkowy
program np. Unicycler ?

4. W podrozdziale 3.2.6.3.2 dotyczagcym analizy ekspresji genow Autor pracy podaje,
ze w przypadku dwoch metod przygotowania potraw czyli ceviche oraz sous vide
poddano analizie odpowiednio 9 i 16 jednak réznych gendw, przy zastosowaniu
réznych genow referencyjnych (23 i 16S rRNA). W ocenie Recenzenta stanowi

problem w porownawczej ocenie odpowiedzi komérek badanych mikroorganizmodw.
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W rozdziale czwartym, Autor przedstawit wybrane wyniki zawarte w poszczegolnych
publikacjach. Ogélnie wszystkie z zaprezentowanych wynikéw stanowigcych efekty
eksperymentéw pochodzgcych z cyklu powigzanych tematycznie publikacji to bardzo
dobrze przygotowane i zinterpretowane dane wpisujgce sie w dyscypline nauk jakg jest
technologia zywnosci i zywienia. Juz pierwsza praca cyklu (P1) stanowi niezwykle
wartoéciowy przykltad pracy przeglgdowej o charakterze ,systematic review”
wykorzystujgca platforme do pisania prac przegladowych PRISMA (ang. Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses). Nalezy podkresli¢, ze to
podejscie oparte o metaanalize danych literaturowych, ktéra wykorzystuje zasocjowane
dane do dalszych prac w cyklu tematycznym dato naukowg podstawe do przeprowadzenia
kolejnych eksperymentéw zebranych w nastepnych publikacjach. Kluczowym elementem
tego rodzaju prac jest odpowiednio sformutowany cel pracy, ktéry staje sie jednoczesnie
zagadnieniem badawczym na ktore odpowiada cata praca. Doktorant wraz z
wspotautorami pracy w doskonaty sposéb sprostali temu zdaniu. W publikacji 2 Doktorant
wykorzystat ciekawy przyktad badan modelowych na Danio rerio do analizy wirulencji 15
szczepow bakterii wyizolowanych z tososia jeziornego, pstraga teczowego oraz krewetek.
Model ten pozwolit na okreslenie potencjatu chorobotwoérczego w obrebie poszczegdinych
gatunkow oraz pomiedzy 3 réoznymi gatunkami z rodzaju Listeria (L. monocytogenes, L.
innocua i L. welshimeri). Bardzo wartosciowym wnioskiem wyptywajgcym z tej pracy w
ocenie Recenzenta jest stwierdzenie, ze wirulencja jest cechg szczepowg w obrebie
rodzaju Listera oraz powigzang jest z okreslonymi genami co wykazali Autorzy pracy. W
publikacji 3 mgr inz. A. Zakrzewski wraz z wspofautorami stosujgc analize MLST
(Multilocus Sequence Typing) oraz cgMLST (Core Genome Multilocus Sequence Typing)
opartg o analize od 7 do 1748 loci genow dokonat szczegotowej charakterystyki
genotypowej 17 szczepow bakterii z gatunku L. monocytogenes wyizolowanych w ramach
realizowanej pracy doktorskiej. Dodatkowo badania te pozwolity na okreslenie serotypow
badanych szczepow oraz podziat ich na kompleksy klonalne, typy cgMLST oraz podlinie
genetyczne. W tej samej pracy autor wykazat réznice w profilach plazmidowych oraz
obecnoséci profagobw a takze profilach wirulencji badanych szczepow. Na podkres$lenie

zastuguje rowniez ta czes¢ pracy, ktéra odnosi sie do zaleznosci filogenetycznych
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pomiedzy genomami badanych szczepdéw oraz aspekt poréwnania ich z genomami
szczepow odpowiedzialnych za przypadki listerioz w innych czesciach Europy. W ocenie
Recenzenta stanowi to komplementarne ujecie tematyki badawczej, ktore nalezy w
sposob szczegolny doceni¢. Doktorant w omawiane] pracy uzupetnia luke w wiedzy na
temat charakterystyki genetycznej szczepdw L. monocytogenes izolowanych w Polsce z
opisanych powyzej produktow, informacje te po raz pierwszy pojawiajg sie w literaturze
przedmiotu i stanowi istothng warto§¢ naukowqg. Publikacja 4 jest pracg tgczacg w sobie
aspekty technologiczne z badaniem odpowiedzi komorek bakterii na stres srodowiskowy.
W pracy tej Autor skupit sie na modelowym przygotowaniu produktu jakim jest ceviche,
ktory postuzyt do analizy szczegotowych badan na testowanych szczepach bakterii. W
ocenie Recenzenta praca zostala zaplanowana w sposob skrupulatny, a techniki
badawcze adekwatnie dobrano dla realizacji okreslonego celu i zakresu co pozwolito na
uzyskanie bardzo wartosciowych wynikow. Na szczegdlng uwage i pochwate pracy
Doktoranta zastuguje bardzo trudna i pracochtonna analiza wirulencji badanych szczepow
tym razem wykonana na modelu badawczym gasienic Galleria mellonella. Chociaz jako
Recenzent nie czuje sie uprawniony do oceny publikacji poddanych juz uprzednio
procesowi recenzji w czasopismach o wysokiej renomie, to czytajgc powyzszg prace
nasuneto mi sie pytanie dotyczgce uzytych bakterii spoza rodzaju Listeria.

Pytanie: Prosze o wyjasnienie powoddw poszerzenia materiatu badawczego uzytego w
niniejszej pracy o gatunki nie nalezgce do rodzaju Listeria (Enterococcus faecalis,
Serratia ligefaciens, Hefania alvei) i wykorzystanie ich tylko w czesci eksperymentéw.
Wyniki zawarte w ostatniej pracy eksperymentalnej cyklu (P5) wpisujg sie w ogolny
schemat dysertacji i pokazujg odpowiedz komoérek bakterii na stres powstaty w trakcie
przygotowania sous vide. Wyniki prezentujgce ten aspekt badan sg analogiczne do tych
pochodzgcych z pracy czwartej (P4) i jest to podejscie zrozumiate i logiczne w konteks$cie
poréwnania obu metod obrébki technologicznej. Niestety o ile Doktorant wykorzystat w
obu pracach tozsame metody badawcze to zastosowat je w odniesieniu do réznych
gatunkow bakterii oraz roznych szczepdw L. monocytogenes (w P4 byto 5 szczepow w P5
4 szczepy) co jednak utrudnia bezposrednie poréwnanie i wnioskowanie na temat
odpowiedzi komorkowe;j.

Kolejng czes¢ pracy stanowi rozdziat Wnioski i podsumowanie badan, w ktorym
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Doktorant sformutowat 15 wnioskdw podsumowujgcych catoksztatt realizowanych w
ramach rozprawy doktorskiej badan. Niemniej jednak w ocenie Recenzenta niektore z
wnioskéw mozna potgczy¢ poniewaz stanowig logiczng cato$¢ np. wniosek 314 lub 61 7,
przez co konkluzja pracy bytaby jednoznaczna. Jednoczesnie warto podkresli¢, ze
przedstawione wnioski potwierdzajg zaréwno poznawczy charakter jak i rozwojowy
potencjat przedstawionej do oceny dysertacji. W podsumowaniu badan Autor przedstawit
najistotniejsze ustalenia wynikajgce z rezultatéw pracy, podat rowniez kierunki dalszych
badan nie odniost sie jednak do tego gdzie i przez kogo wyniki mogg by¢ wykorzystane. Z
obowigzku Recenzenta zauwazam, ze poprawniejszg kolejnos¢ tego rozdziatu
stanowitoby najpierw podsumowanie a dopiero potem nastepujgce wnioski.

Bibliografia konczy oceniang rozprawe doktorskg zawiera 59 pozyciji
anglojezycznych w ponad potowie pochodzgcych z ostatnich 10 lat. Bibliografia jest
przygotowana bardzo starannie, z duzg troskg o szczegoty. Wszystkie nazwy czasopism
podane zostaty wedtug tego samego klucza. Nie znalaztem Zzadnych uchybien w tym
rozdziale. Dysertacja zawiera jeszcze spis tabel i rysunkéw.

Zawarte w cyklu prace sg juz opublikowane i poddane recenzjom, ja rowniez
oceniam je bardzo wysoko. To stwierdzenie pozwala jednoczesnie Recenzentowi poprosi¢

Doktoranta o rozwazenie nastepujgcych zagadnien podczas dyskusji:

1. Bardzo prosze o wyjasnienie z jakiego powodu Doktorant zrezygnowat w rozdziale

.,Rezultaty badan...” z aspektu dyskusji co jest jednak elementem precyzyjnie
lokujgcym badania na tle literatury przedmiotu oraz tgczgcym caty cykl publikacji.

2. Nawigzujgc do metod stosowanych w pracy szczegolnie w kontekscie odpowiedzi
na rozne rodzaje stresu srodowiskowego czy rozwazat Pan badanie
przechodzenia komoérek L. monocytogenes w stan VBNC a jezeli tak to jakimi
metodami?

3. O jakie badania uzupetnitby Pan aktualng Polskg norme dotyczgacg zywnosci w
kontekscie badan nad L. monocytogenes uwzgledniajgce réwniez szczepy

atypowe?

Podsumowujgc, stwierdzam ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi
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oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, dowodzgc mozliwosci wykorzystania
wiedzy na temat zmienno$ci fenotypowej i genotypowej gatunku L. monocytogenes w
kontekscie bezpieczenstwa i higieny zywnosci. Sformutowana w rozprawie hipoteza
badawcza zostata pozytywnie zweryfikowana. Praca poszerza stan wiedzy w dziedzinie
nauk rolniczych w dyscyplinie technologia zywnosci i zywienia. Dysertacja zostata

przygotowana starannie, z duzg dbatoscig o strone naukowa, jezykowg i edytorska.

Whniosek koncowy

Stwierdzam, Zze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Arkadiusza
Zakrzewskiego, pt. ,Warunki stresowe podczas otrzymywania produktéw
gotowych do spozycia z ryb i krewetek a mozliwos¢ przezycia oraz odpowiedz
komoérkowa bakterii z rodzaju Listeria sp” ma bardzo wysokg wartos¢ naukowg, a
przedstawione przez mnie bardzo drobne i nieliczne uwagi, nie umniejszajg jej
merytorycznej wartosci poznawczej oraz znaczenia podjetego problemu badawczego.
Uwazam, ze oceniana dysertacja spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim
zawartym w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz.U. z 2023 r. poz. 742 ze zm). Doktorant wykazat wysokg umiejetno$é
prowadzenia badan naukowych, a takze opracowania i interpretacji otrzymanych
wynikow w oparciu o aktualne pismiennictwo z zakresu podjetej problematyki badawczej.
Whnioskuje zatem do Wysokiej Rady Dyscypliny Technologia Zywnos$ci i Zywienia
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie o przyjecie rozprawy doktorskiej i
dopuszczenie Pana mgr inz. Arkadiusza Zakrzewskiego do publicznej obrony oraz

dalszych etapéw postepowania doktorskiego.
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