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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pana mgr inz. Arkadiusza Zakrzewskiego
pt. ,,Warunki stresowe podczas otrzymywania produktéw gotowych do spozycia z ryb
i krewetek a mozliwos¢ przezycia oraz odpowiedz komorkowa bakterii z rodzaju Listeria sp.”
wykonanej w Katedrze Mikrobiologii Zywnosci, Technologii i Chemii Migsa, Wydziatu Nauki
o Zywnosci, Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie
pod opiekg naukowg dr hab. inz. Anny Zadernowskiej, prof. UWM
oraz dr inz. Wiolety Chajeckiej-Wierzchowskiej

Podstawa wykonania niniejszej recenzji byta Uchwata Rady Naukowej Dyscypliny Technologia
Zywnosci i Zywienia nr 9/2024, z dnia 5 kwietnia 2024 roku w sprawie wyznaczenia recenzentow
rozprawy doktorskiej mgr. inz. Arkadiusza Zakrzewskiego we wszczetym postepowaniu
doktorskim w dziedzinie nauk rolniczych w dyscyplinie technologia zywnosci 1 zywienia.

Podstawe przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej stanowi cykl pieciu, powigzanych
tematycznie artykutéw naukowych opublikowanych w latach 2020-2023, z ktérych jeden jest praca
przegladowa, a cztery pozostate publikacjami o charakterze eksperymentalnym:

Zakrzewski A., Gajewska J., Chajecka-Wierzchowska W., Zatuski D. Zadernowska A. (2023).
Prevalence of Listeria monocytogenes and other Listeria species in fish, fish products and fish
processing environment: A systematic review and meta-analysis. Science of The Total
Environment, 907, 167912.

Zakrzewski A. J., Chajecka-Wierzchowska W., Zadernowska A., Podlasz P. (2020). Virulence
characterization of Listeria monocytogenes, Listeria innocua, and Listeria welshimeri isolated from
fish and shrimp using in vivo early zebrafish larvae models and molecular study. Pathogens, 9(12),
1028.

Zakrzewski A. J., Kurpas M., Zadernowska A., Chajecka-Wierzchowska W., Fraqueza M. J.
(2023). A comprehensive virulence and resistance characteristics of Listeria monocytogenes
isolated from fish and the fish industry environment. International Journal of Molecular Sciences,
24(4), 3581.



Zakrzewski A. J., Chajecka-Wierzchowska W., Zadernowska A. (2022). Ceviche - natural
preservative: possibility of microbiota survival and effect on L. monocytogenes. Foods, 11(6), 860.

Zakrzewski A., Gajewska J., Chajecka-Wierzchowska W., Zadernowska A. (2023). Effect of sous
vide processing of fish on the virulence and antibiotic resistance of Listeria monocytogenes. NFS
Journal, 31, 155-161.

Liczba punktow Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego za publikacje sktadajace si¢ na
rozpraw¢ doktorskg wynosi 680, natomiast Impact Factor (IF) 24,76. Wszystkie artykuly
stanowigce rozprawe doktorska opublikowane zostaly w czasopismach reprezentujacych wysoki
poziom naukowy. Czasopisma te zaklasyfikowane sga do dziedziny nauk rolniczych oraz dyscypliny
naukowej technologia zywnosci 1 zywienia.

Badania eksperymentalne wchodzace w sktad recenzowanej pracy zostaty wykonane przez
Doktoranta w ramach kilku projektow naukowych, wymienionych zarowno w cz¢$ci opisowej
rozprawy doktorskiej (Informacja o finansowaniu badan), jak i w poszczegdlnych publikacjach
naukowych. Projekty te finansowane byly przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
w ramach konkursu Diamentowy Grant oraz przez Narodowe Centrum Nauki w ramach konkurséw
PRELUDIUM 20 i OPUS 15. W przypadku Diamentowego Grantu i Preludium doktorant pehnit
funkcje kierownika projektu, natomiast w grancie Opus byl wykonawca. Funkcje kierownika
projektu Opus 15 penita Pani prof. Anna Zadernowska, a wigc promotor przestawionej do recenzji
rozprawy doktorskiej. W tym miejscu chcialbym podkresli¢ umiej¢tnosci Doktoranta nie tylko
w realizowaniu badan jako cztonka zespotoéw badawczych, ale rowniez w pozyskiwaniu srodkow na
ich realizacje.

Zgodnie z informacjami zawartymi w rozprawie doktorskiej, Pan mgr inz. Arkadiusz
Zakrzewski prowadzil swoje badania we wspotpracy z naukowcami z réznych Wydziatow
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie oraz z innych uczelni polskich i zagranicznych,
w tym z Uniwersytetu Medycznego w Gdansku, Uniwersytetu w Lizbonie oraz Uniwersytetu
Medycyny Weterynaryjnej w Wiedniu. Dlatego w tym zakresie, chciatbym doceni¢ umiejetnosci
Doktoranta w prowadzeniu badan i przygotowywaniu publikacji naukowych we wspolpracy
z innymi naukowcami.

Dobor problematyki badawczej i tematu rozprawy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest ciekawa praca przedstawiajaca, w sposob
kompleksowy i szczegblowy =zagadnienia zwigzane z wplywem obrobki gastronomicznej
(zwiagzanej z metodg sous vide oraz przygotowaniem ceviche) na zmiany w potencjale
chorobotworczym, a takze profilu antybiotykoopronosci pateczek z rodzaju Listeria. Warto
podkresli¢, ze badania zwigzane z wirulencja analizowanych szczepow Doktorant wykonywat
zar6wno na poziomie genetycznym jak i na modelu zywym z wykorzystaniem zarodkow Danio
rerio oraz larw Galleria mellonella. Ponadto, Autor, odchodzac nieznacznie od gtownego nurtu
badawczego zwigzanego z tematyka swojej pracy doktorskiej, podjat si¢ trudu przeprowadzenia
analiz zwigzanych =z wystgpowaniem bakterii z rodzaju Listeria (w szczegolnosci
L. monocytogenes) w rybach surowych, produktach z ryb oraz $rodowisku przetworczym ryb.
W mojej opinii wybor tematu recenzowanej rozprawy nalezy uznaé za trafny i dotyczacy
aktualnego, niedostatecznie zbadanego zagadnienia, a ponadto w znacznym stopniu wychodzacego
naprzeciw oczekiwaniom praktyki, w zakresic zarowno profesjonalnego jak i domowego
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przetworstwa zywnos$ci oraz S$cisle zwigzanego z nim bezpieczenstwa mikrobiologicznego
otrzymywanych produktéw spozywczych.

W dobie powszechnej dostepnosci do informacji oraz réznego rodzaju tradycyjnych jak
i nowatorskich narzedzi i urzadzen gastronomicznych, a takze rozwigzan technologicznych,
eksperymentowanie z tradycyjnymi jak i zupelnie nowymi przepisami i technikami kulinarnymi
nieustannie zyskuja na popularnosci. Z podobnych powodoéw, mozna zauwazy¢ réwniez, ze coraz
wiecej osOb, niezwigzanych profesjonalnie z gastronomia, odkrywa przyjemnos$¢ z gotowania
w domu, traktujac to nie tylko jako sposéb na przygotowanie positkow, ale rowniez jako hobby czy
forme¢ relaksu. W konteks$cie ciekawych rozwigzan technologicznych, dostepnych zaréwno dla
profesjonalnych kucharzy jak i pasjonatow kulinarnych, szczegdlng uwage zwraca metoda sous
vide. Jest to technika przyrzadzania migs, ryb oraz innych produktéw spozywczych w zamknigtych
wczesniej woreczkach prozniowych, w kontrolowanej temperaturze (ponizej 100°C, a w przypadku
ryb czesto ponizej 60°C) i czasie (zazwyczaj nie dluzszym niz kilka godzin, a w przypadku ryb
nawet ponizej 1 godziny). Z kolei, w kontek$cie ciekawych i zyskujacych na popularnosci,
stosunkowo prostych, a takze nie wymagajacych technologicznego wsparcia pomystow na
urozmaicenie menu rybnego, mozna wymieni¢ egzotyczng potrawe ceviche, przygotowywang na
bazie S$wiezych surowych ryb oraz soku z cytrusow. Pod wzgledem technologicznym,
a w szczegblnosci biorac pod uwage aspekty zwigzane z mikrobiologicznym bezpieczenstwem
zywnosci zauwazy¢ mozna, ze elementem taczacym przygotowanie potraw (w szczegdlnosci ryb)
technikg sous vide jak i zgodnie z recepturg ceviche moze by¢ brak czynnikéw zapewniajacych
efektywne niszczenie obecnych w surowych produktach mikroorganizméw, w tym przede
wszystkim bakterii patogennych. Warto zwrdci¢ uwage, ze ryby 1 owoce morza s3 jednymi
z najszybciej psujacych si¢ produktow spozywczych, a tym samym stanowig bardzo dobre
srodowisko do rozwoju bakterii, w tym chorobotworczych bakterii z rodzaju Listeria. Bakterie te,
a w szczego6lnosci gatunek L. monocytogenes, sa czynnikiem etiologicznym listeriozy, choroby,
ktéra moze mie¢ szczeg6lnie grozny przebieg u noworodkdw, osob starszych, kobiet w cigzy 1 0sob
z ostabionym uktadem odpornosciowym. Potencjat patogenny bakterii z rodzaju Listeria wigze si¢
z licznymi toksynami wytwarzanymi przez te drobnoustroje, a takze z ich zdolnoscig do
infekowania réznych typoéw komorek i przekraczania barier obronnych organizmu, w tym barier
jelitowych, krew-mozg i tozyskowych. Dlatego, chociaz zakazenia pateczkami Listeria nie nalezg
do najczgstszych, w porownaniu z innymi patogenami przenoszonymi przez zywnos¢, to jednak
charakteryzuja si¢ bardzo duza $miertelnoscia. W nawigzaniu do wczesniej wspomniane;j,
potencjalnie niewystarczajaco efektywnej pod wzgledem dziatania przeciwdrobnoustrojowego
obrobki ryb technika sous vide i procesu przygotowywania ceviche, warto zwr6ci¢ uwage na
konsekwencje jakie niesie za sobg tego typu oddzialywanie na komorki drobnoustrojéw. Podobnie
jak w mikrobiologii klinicznej, nieefektywne stezenia antybiotykow, tak w mikrobiologii Zywnosci
nieodpowiednio dostosowana technologia przetwarzania surowcow i produktéw spozywczych,
moze nie tylko umozliwi¢ przezycie drobnoustrojom chorobotwoérczym, ale rowniez doprowadzi¢
do uruchomienia u nich proceséw zaangazowanych w odpowiedz na stres komodrkowy,
a w konsekwencji do niekorzystnych z punktu widzenia pacjenta lub konsumenta zmian w ich
patogennosci oraz antybiotykoopornosci.

Reasumujac, zagadnienia ktorych dotyczy recenzowana rozprawa doktorska sa wazne
i ciekawe oraz wpisuja si¢ w tematyke¢ nurtu badan zwigzanych z bezpieczenstwem
mikrobiologicznym produktéw gotowych do spozycia, w tym przede wszystkim w kontekscie
potencjalnych zagrozen zwigzanych z obecno$cig patogennych bakterii z rodzaju Listeria.



Uwagi i komentarze

W mojej opinii, temat rozprawy doktorskiej moglby zosta¢ poszerzony o aspekty zwigzane
z zagadnieniami prezentowanymi w 3 pierwszych publikacjach wiaczonych przez Autora do cyklu
prac. W obecnej formie, temat nawigzuje przede wszystkim do dwoch ostatnich prac cyklu. W tym
kontekscie, nalezatoby rowniez bardziej podkresli¢ jaki jest zwigzek i1 znacznie prac P1, P2 1 P3 dla
realizowanej pracy doktorskiej, w szczegdlnoSci biorgc pod uwage jej temat oraz zakres
zaplanowanych do realizacji badan.

Ocena formalno-redakcyjna pracy

Praca doktorska Pana mgr inz. Arkadiusza Zakrzewskiego, wliczajac artykulty naukowe
I oswiadczenia wspotautorow liczy 154 strony. Uktad pracy oraz kolejno$é rozdziatow sg poprawne
i typowe (poza jednym wyjatkiem opisanym ponizej) dla dysertacji doktorskich opartych na cyklu
spojnych tematycznie publikacjach naukowych. Zataczone kopie publikacji stanowiagce zasadniczg
cze$¢ rozprawy doktorskiej poprzedzone zostaty krotkim opisem (tzw. autoreferatem). Rozprawe
doktorska rozpoczyna informacja o projektach, w ramach ktérych finansowane byty badania, spis
publikacji stanowigcych rozprawe doktorska, a takze wykaz pozostalego dorobku naukowego.
W dalszej kolejnosci Doktorant zamiescit wykaz skrotow, a takze streszczenie w jezyku polskim
1 angielskim. Zasadnicza cze$¢ dysertacji podzielona zostala na rozdzialy uzasadniajace
przeprowadzone badania, prezentujace sformulowane hipotezy i cele, opisujace stosowane
materialy 1 wykorzystywane metody oraz uzyskane wyniki, a takze podsumowujace najwazniejsze
osiggnigcia z poszczegdlnych analiz, w tym w postaci wnioskow. Cato$¢ opatrzona zostala spisem
cytowanej literatury. Na ostatnig czes¢ pracy sktadaja si¢ zalaczniki zawierajace o$wiadczenia
wspotautoréw poszczegdlnych publikacji oraz kopie publikacji stanowigcych rozprawe doktorska.

Oceniajac prace pod wzgledem redakcyjnym uwazam, ze zasadniczo jest ona napisana
jasnym, zrozumiatym i w wigkszosci poprawnym jezykiem. Informacje teoretyczne (w przypadku
artykutu przegladowego), jak i wyniki (w przypadku prac eksperymentalnych) przedstawione w
tabelach, wykresach i diagramach poszczegoélnych publikacji wiaczonych do cyklu stanowigcego
rozprawe¢ doktorska sg czytelne i logiczne.

We wszystkich publikacjach wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej, Pan mgr inz.
Arkadiusz  Zakrzewski jest pierwszym autorem, co $wiadczy o jego wiodacej roli
w przeprowadzanych eksperymentach. Wktad Doktoranta w przygotowanie artykulow naukowych
0 charakterze przegladowym i doswiadczalnym polegal na jego wspotudziale w opracowaniu
koncepcji manuskryptu, opracowaniu metodyki, wykonaniu analiz, wizualizacji wynikow oraz
uczestniczeniu w przygotowaniu wstepnej i ostatecznej wersji manuskryptu. Wktad Doktoranta, jak
i poszczegblnych autorow prac opisany w o0swiadczeniach wspotautorow jest zgodny
z informacjami przedstawionymi w publikacjach naukowych (rozdziaty ,,Authors' contributions”).
W mojej opinii zaangazowanie Doktoranta w przeprowadzenie eksperymentéw i przygotowanie
publikacji stanowigcych rozprawe doktorska jest odpowiednie i pomimo kilkuosobowego zespotu
autorow poszczegolnych prac z tatwoscig mozna wyodrebni¢ jego udziat w kazdym z artykutow.

Na podkreslenie zastuguje rowniez imponujacy, pozostaly dorobek naukowy Doktoranta, na
ktory sktada si¢ m.in. 19 publikacji naukowych opublikowanych w wigkszosci (17 prac),
w czasopismach z wysokim IF (w czterech z tych publikacji, Doktorant jest pierwszym autorem).

Ponadto Doktorant jest autorem kilkunastu rozdzialtow w monografiach oraz kilkudziesigciu
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doniesien konferencyjnych. W trakcie wykonywania pracy doktorskiej, Doktorant bral réwniez
udziat w siedmiu projektach badawczych oraz odbyl pi¢¢ stazy naukowych na uniwersytetach
w Austrii, Finlandii, Portugalii, Belgii i Gdansku. W sumie, na zagranicznych stazach naukowych
Doktorant spedzit ponad 330 dni.

Uwagi i komentarze

Niektore fragmenty czesSci opisowej doktoratu napisane zostaly w sposob zbyt ogolny,
a dodatkowo zdarza si¢, ze zawieraja rowniez nadmiar informacji, co powoduje, ze sg one trudne do
zrozumienia lub staja si¢ zrozumiale dopiero po uzupetnieniu i usystematyzowaniu wiedzy
z zalaczonych manuskryptow publikacji.
Na przyktad w zdaniu ,,W czgsci eksperymentalnej zastosowano unikalng kombinacj¢ metod, po raz
pierwszy zbadano mozliwo$¢ przetrwania proceséw gastronomicznych przy pomocy cytometrii
przeplywowej, charakteryzujacej si¢ znacznie wigksza dokladnos$cig niz metody tradycyjne.” —
mozliwo$¢ przetrwania powinna zosta¢ doprecyzowana, np. o drobnoustroje, lub konkretny rodzaj
czy gatunek.
Z kolei, w zdaniu ,Dodatkowo analizowano caly genom nowoczesnymi technikami
sekwencjonowania, potencjat chorobotworczy oraz wplyw obrobki sous vide i przygotowania
ceviche na pateczki L. monocytogenes nie tylko in vitro, ale réwniez w modelu zywym.” —
w jednym zdaniu podanych jest tak duzo informacji, ze trudno jest zrozumie¢ i w petni docenié
ztozono$¢ opisywanego etapu badawczego.
W kolejnym przyktadzie, ,,Badania prowadzone w ramach rozprawy doktorskiej potwierdzily, ze
zaro6wno Listeria sp. oraz L. monocytogenes czesciej wystepuja w gotowych do spozycia
produktach z ryb niz w surowcach.” — Autor powinien doprecyzowac jakie surowce ma na mysli.
Podobnie w zdaniu ,,Analiza przezywalnosci szczepéw L. monocytogenes izolowanych z ryb i ze
srodowiska produkcyjnego podczas przygotowania ceviche oraz podczas obrobki sous vide.” —
srodowisko produkcyjne powinno zosta¢ doprecyzowane.
Autorowi zdarza si¢ rowniez niewlasciwe wykorzystanie stownictwa, np. larwy barciaka nie mogly
zosta¢ zainfekowane roztworem NaCl, poniewaz substancja ta nie jest czynnikiem infekcyjnym
(,,Grupe kontrolng stanowity larwy G. mellonella zainfekowane 0,9% roztworem NaCl.”).

Autor nie umiescit tabel 1 wykresOw w czgéci opisowej doktoratu, co niestety zmusza
czytelnika do kazdorazowego odnajdowania ich w zalaczonych publikacjach.

Chociaz cel gltowny nawigzuje do tematu pracy doktorskiej, to jednak nie obejmuje
wszystkich jej watkéw badawczych. Z kolei dwa pierwsze cele szczegbélowe majg wprawdzie $cisty
zwigzek z dwoma pierwszymi publikacjami cyklu, ale juz znacznie mniejszy, z tematem pracy
doktorskiej oraz z celem gtéwnym.

Rozdziat Materialy i metody rozpoczyna si¢ do$¢ nietypowo, od opisu metod.

Dla lepszego zrozumienia pracy, warto zadba¢ o ujednolicenie nazw uzywanych do opisu
wykorzystywanych w badaniach materiatow lub miejsc, z ktéorych te materiaty (w tym,
wykorzystywane szczepy bakterii) otrzymano. W pracy naukowej, nazewnictwo powinno byc¢
jednoznaczne, a stosowanie synonimoéw moze by¢ mylace.



Chociaz analizy z wykorzystaniem larw barciaka prowadzone byly w ramach badan do
dwoch publikacji (biorgc pod uwage temat i cel pracy doktorskiej, byly to najwazniejsze
publikacje), to Autor nie uwzglednit ich w etapach badan prezentowanych na rysunku 1 (w zasadzie
etap analiz zwigzanych z patogennoscig nie zostat w ogole uwzgledniony).

Formulowanie az pigciu wnioskow na podstawie wynikow pracy przegladowej jest w moim
odczuciu nieuzasadnione, tym bardziej, ze wigkszo$¢ z nich nie ma Scistego powigzania z tematem

rozprawy.

Cze$¢ wnioskow sformulowanych przez Autora ma zbyt ogdlny charakter. Wprawdzie
whnioski powinny charakteryzowaé si¢ pewnym stopniem uogoélnienia, ale z drugiej strony musza
one przekazywac informacje w sposob na tyle konkretny, zeby mozliwe bylo jednoznaczne
zrozumienie najwazniejszych osiaggni¢¢ wynikajacych z przeprowadzonych doswiadczen. Jako
przyktad, we wniosku nr 8., okre$lenia, takie jak ,,wiele gendw”, ,najcze$ciej wykazujg”,
,hajistotniejsze antybiotyki”, nie pozwalaja ani w pelni zrozumie¢, ani doceni¢, ani wykorzystac¢
podawanych przez Autora informaciji.

Ocena merytoryczna pracy

Praca doktorska Pana mgr inz. Arkadiusza Zakrzewskiego to obszerny i dobrze wykonany
eksperyment naukowy z wykorzystaniem bardzo szerokiego wachlarza metod z zakresu
mikrobiologii klasycznej jak i biologii molekularnej, w tym zaawansowanych technik
bioinformatycznych, sekwencjonowania oraz cytometrycznych. Zastosowane metody zostaly
w wickszo$ci wlasciwie dobrane do realizacji zalozonych celow badawczych. W mojej opinii,
metodyczne zrdéznicowanie wykonanych badan naukowych oraz ich prawidlowe dostosowanie do
postawionego celu badawczego $wiadczy o profesjonalnym i wszechstronnym przygotowaniu
Autora do samodzielnego wykonywania cz¢sci doswiadczalnej pracy.

W pierwszym etapie swoich badan Doktorant przeprowadzit analiz¢ blisko 600 publikacji
naukowych pod katem okre§lenia wystepowania bakterii z rodzaju Listeria oraz gatunku
L. monocytogenes w rybach, produktach z ryb i srodowisku przetworczym. Nastepnie doktadnie
scharakteryzowal siedemnascie szczepéw L. monocytogenes, z wykorzystaniem m.in. analizy
MLST, dokonat oceny ich rezystomu oraz wirulomu, w tym obecnos$ci wysp patogennos$ci oraz
kilkudziesigciu innych gendéw zwigzanych z wirulencja. Ponadto, Autor wykonatl réwniez bardzo
ciekawe i dostarczajace waznych informacji, a przy tym ciagle dos¢ rzadko stosowane w badaniach
mikrobiologicznych, do$wiadczenia pozwalajagce mu na ocen¢ potencjalu patogennego szczepow
L. monocytogenes, L. innocua i L. welshimeri z wykorzystaniem zarodkoéw Danio rerio oraz larw
Galleria mellonella. Doktorant dokonat takze oceny zmian w zywotnosci, profilu
anybiotykoopornosci oraz potencjatu chorobotworczosci pateczek L. monocytogenes zachodzacych
w wyniku obrobki gastronomicznej. Badania z tego zakresu wykonane zostaty z zastosowaniem
metod cytometrycznych (zmiany w zywotnos$ci), genetycznych (zmiany w ekspresji genow
powiagzanych z opornoscig) oraz fenotypowych (zmiany w wartosciach MIC), a takze
z wykorzystaniem wczesniej wspomnianych larw G. mellonella.



W wyniku przeprowadzonych badan i analiz Doktorant potwierdzit, ze ryby i owoce morza
oraz $rodowisko przetworcze sa istotnym zrodlem bakterii z rodzaju Listeria w tym przede
wszystkim L. monocytogenes. Dowiodt takze, ze istnieje duza heterogenicznosé¢ fenotypowa
1 genetyczna szczepdéw izolowanych z ryb, produktéw gotowych do spozycia z ryb oraz ze
srodowiska przetwoérstwa ryb. Jak ustalit Doktorant, szczepy izolowane z surowcoéw i produktow
z ryb sg zblizone genetycznie do szczepow izolowanych od pacjentéw chorujacych na listerioze.
Waznym osiggni¢gciem przeprowadzonych prac badawczych bylo udowodnienie, ze wszystkie
badane przez Doktoranta szczepy posiadaty wyspy patogenicznosci listerii-1 (LIPI-1) niosace geny,
ktore sg kluczowe dla przezycia i wzrostu wewnatrz zainfekowanych komorek, a takze do dalszego
rozprzestrzeniania si¢ tych bakterii. W dalszych badaniach, Autor wykazal, ze sposrod
uwzglednionych w do$wiadczeniu drobnoustrojow, bakterie nalezace do gatunku L. monocytogenes
charakteryzuja si¢ najwigkszym stopniem wirulencji, odpowiadajac za najwigksza $miertelnos¢
zainfekowanych zarodkow Danio. Doktorant udowodnit, Ze przygotowanie dan z ryb metoda sous
vide lub zgodnie z przepisem na ceviche, ktére zanieczyszczone sg pateczkami L. monocytogenes,
jest niewystarczajacg obrobka, aby zapewni¢ ich bezpieczenstwo mikrobiologiczne. Przy czym jak
réwniez ustalit Doktorant, efekt mikrobiologiczny obrobki gastronomicznej powigzany jest §cisle
z charakterystyka szczepu bakteryjnego. Autor wykazal rowniez, ze poza jednym szczepem
L. monocytogenes, wszystkie pozostate staly si¢ mniej wirulentne po procesie przygotowywania
ceviche. Z kolei, stres termiczny wywotany zastosowaniem obroki sous vide, skutkowatl obnizeniem
si¢ potencjatu wirulencji u wszystkich analizowanych przez Autora szczepy bakterii. Doktorant
zaobserwowal réwniez, ze w kontek$cie zmian w profilu antybiotykoopornosci wigksze znaczenie,
w porownaniu do stresu wywotanego przygotowaniem ceviche, ma stres termiczny. W tym
wypadku Autor najistotniejsze zwickszenie wartosci MIC odnotowat dla tetracykliny,
lewofloksacyny i daptomycyny, natomiast zmniejszenie wartosci MIC dla nitrofurantoiny
i chloramfenikolu.

Podsumowujac, uzyskane przez Doktoranta wyniki s3 cenne i dostarczaja waznych
informacji o znaczeniu nie tylko poznawczym, ale rowniez praktycznym. Z calg pewnoscig wyniki
jakie uzyskat 1 zaprezentowal Doktorant poszerzyty wiedze na temat potencjatu chorobotwoérczego
i profilu antybiotykoopornosci bakterii z rodzaju Listera wyizolowanych z ryb, produktéw
gotowych do spozycia z ryb oraz ze srodowiska przetworstwa ryb.

Uwagi, komentarze i pytania do dyskusiji w trakcie obrony pracy doktorskiej:

Doktorant powinien bardziej zaakcentowaé aspekt zwigzany z nowatorskoscig
prowadzonych badan. Nowatorski charakter prowadzonych prac badawczych Doktorant wyraza
przede wszystkim poprzez stosowanie nowoczesnych metod, np. cytometrii przeptywowej oraz
analiz zwigzanych z wirulencjg, ktore prowadzone byly in vivo. Natomiast, w kontekscie
wymienionych, nowoczesnych metod badawczych, szczegdlnie w opisie wynikow, warto byloby
podkresli¢ jaka jest ich warto§¢ dodana w poréwnaniu do wynikdéw, ktére uzyskane bylyby
metodami bardziej klasycznymi. Z drugiej strony, uwazam, ze chociaz cytometria przeptywowa jest
technikg charakteryzujaca si¢ duza czulo$cia, to w badaniach mikrobiologicznych, ze wzgledu na
rozmiar komoérek bakteryjnych, jest do$¢ problematyczna (szczegdlnie w przypadku, kiedy do
znakowania komorek nie sg stosowane przeciwciata, a jedynie niespecyficzne barwniki). Z tego



wzgledu Doktorant, przynajmniej cz¢s$¢ badan powinien wykona¢ z wykorzystaniem mniej czutych,
ale bardziej bezposrednich metod, np. opartych o klasyczny pomiar liczby CFU.

Nawiazujac do dwdch ostatnich hipotez sformutowanych przez Autora, w ktoérych zatozono,
7ze przygotowanie ceviche oraz dan z ryb metoda sous vide przy wysokim poziomie
zanieczyszczenia pateczkami L. monocytogenes, moze by¢ niewystarczajgcg obrobka, aby zapewnic
ich bezpieczenstwo mikrobiologiczne, chcialbym zapyta¢ czy istniejg badania, w ktorych inni
autorzy wyciaggneli odmienne wnioski, tzn. wykazali, ze obrobka taka jest wystarczajaco efektywna.
Prosze rowniez o doprecyzowanie, jak nalezy rozumie¢ wysoki poziom zanieczyszczenia i czy,
mozna przyjaé, ze przy mniejszej liczebnosci bakterii warunki obrobki zastosowane w pracy
doktorskiej bytaby skuteczne?

W jakim okresie wyizolowane zostaly wykorzystane przez doktoranta szczepy bakterii?
W r6znych okresach izolaty bakterii cechujg si¢ okreslonym profilem antybiotykoopornosci
1 wirulencji. Dlatego uwzglednienie w pracy tego typu informacji, szczegélnie w przypadku analiz
zwigzanych z antybiotykoopornoscig i potencjalem patogennym, bylyby wartosciowe dla lepszego
wykorzystania prezentowanych wynikow.

W opisie wykorzystywanych bakterii autor zaznacza, ze wykorzystywane przez niego
szczepy pochodzily ,,z surowcoéHw, w tym tosia surowego (Salmo salar)” — zaktadam, ze autor miat
na mysli tososia atlantyckeigo, pstraga teczowego (Oncorhynchus mykiss), krewetek tygrysich
(Penaeus monodon) oraz z zaktadow przetworstwa ryb — przy czym Autor nie podaje informacji,
jak nalezy rozumie¢ ostatnie miejsce pochodzenia bakterii. W tym wypadku nie mozna wykluczy¢,
ze byly to rowniez ryby, znajdujace si¢ we wspomnianych zaktadach przetwoérstwa.

W jakim celu szczepy, ktore stanowig kolekcj¢ katedralng byly przez autora identyfikowane
ponownie?

Czy w roznych pracach wykorzystywano te same szczepy Listeria, czy za kazdym razem
byly to inne bakterie?

Dlaczego do przygotowania minimalnego medium z migsa ryb lub ceviche, wykorzystano
filety z ryby Mahi-Mabhi, a nie tososia, z ktérego m.in. wyizolowano wykorzystywane szczepy oraz
jak nalezy rozumie¢ informacjg¢, ze wykorzystane ryby byly swieze?

Podana przez Autora receptura przygotowania ceviche jest bardzo doktadna, jak na przepis
kulinarny. Prosz¢ o wyjasnienie czy wykorzystywane sktadniki musza by¢ taczone ze sobg az w tak
scisle okreslonych proporcjach (co do setnych grama)?

Autor stwierdzil, ze czestotliwos¢ wystepowania L. monocytogenes oraz Listera spp. zalezy
od gatunku ryby. Z drugiej strony stwierdzil, ze wystgpowanie tych bakterii zalezy réwniez od
rodzaju badanego materialu, w tym czy sg to ryby, proby z przetworstwa ryb lub produkty gotowe
do spozycia. Prosze o wyjasnienie czy wyniki uzyskane dla prob z przetworstwa lub produktow
gotowych mozna powigza¢ z gatunkami ryb, np. czy produkty gotowe do spozycia s3



przygotowywane najczesciej z wykorzystaniem gatunkéw ryb bardziej podatnych na
zanieczyszczenia mikrobiologiczne.

Proszg o wyjasnienie z czego moga wynikaé stwierdzone przez Autora rdznice pomiedzy
czestoscig izolacji L. monocytogenes z surowych ryb i gotowych do spozycia produktow w Europie
oraz z czego moga wynika¢ duze rdznice w czestosci wystepowania L. monocytogenes w réznych
krajach.

Wykorzystanie ryb (Danio rerio) w tego typu badaniach wydaje si¢ uzasadnione, natomiast
chcialbym zapyta¢ si¢ czy Autor brat pod uwage jakie$ kryteria (np. fizjologiczne lub zwigzane
z uktadem odporno$ciowym), ktore uzasadnialy wybdr larw barciaka, jako drugiego organizmu do
badan in vivo. Czy po zmianie modelu badawczego z Danio na barciaka, Autor obserwowat réznice
w uzyskiwanych wynikach, ktére mogtyby zmieni¢ kwalifikacj¢ badanych szczepow bakterii pod
wzgledem ich patogennosci? Ktéory model Autor uwaza za lepszy, bioragc pod uwage analize
potencjatu chorobotworczego rodzaju Listeria?

Ktore czynniki wirulencji analizowanych bakterii, biorgc pod uwage specyficznos$é¢ dziatania
przynajmniej czgséci z nich, mogly wptywaé na $miertelnos¢ Danio i barciaka?

W badaniach potencjatu chorobotworczego szczepéw L. monocytogenes z wykorzystaniem
Danio oraz barciaka Autor podaje odsetek zainfekowanych larw, ktore przezyly. Chciatbym
poprosi¢ o wyjasnienie, czy sa jakie§ kryteria, ktore pozwalaja sklasyfikowaé potencjal
chorobotworczy (np. jako wysoki) z uzyciem takiego modelu badan oraz czy w przypadku bakterii
odznaczajacych si¢ znacznie mniejszym potencjalem wirulencji niz L. monocytogenes (np. ze

wzgledu na brak zdolno$ci do wytwarzania toksyn) odsetek przezywalno$ci wynosi¢ powinien
100%.

Na podstawie wynikow analiz z wykorzystaniem barciaka, Autor wnioskuje, ze stres
termiczny obniza potencjat wirulencji (biorgc pod uwage wskaznik przezycia larw). Czy mozliwe,
ze uzyskane wyniki s3 determinowane nie tylko zmianami w wirulencji, ale rowniez ogolnej
zywotnosci (w tym np. braku lub zaburzonej zdolno$ci do namnazania) L. monocytoges?

W ilu powtdrzeniach wykonywano analizy zwigzane ze zmiang antybiotykoopornosci? Czy
obserwowano réznice w warto§ciach MIC pomigdzy powtorzeniami biologicznymi?

Whniosek 12 ,Za wzrost S$miertelnosci organizmoéw modelowych, zainfekowanych
pateczkami L. monocytogenes poddanych stresowi termicznemu odpowiadajg geny wirulencji inne
niz te znajdujace si¢ na LIPI 17, wykracza poza zakres prowadzonych badan. Autor, w Zadnej
z prac nie przedstawit jednoznacznych wynikéw $wiadczacych, ze za $miertelno$¢ odpowiadaly
geny wirulencji, lub ze byly to okreslone czynniki wirulencji. Co wigcej, sam Autor zauwaza, ze nie
stwierdzit korelacji miedzy wykrytymi genami kodujacymi czynniki wirulencji, a $miertelno$cia
larw.



Podsumowanie i konkluzja koncowa

Catosciowa ocena recenzowanej pracy doktorskiej przygotowanej przez Pana mgr inz.
Arkadiusza Zakrzewskiego jest w petni pozytywna. Przedstawione przeze mnie uwagi i pytania nie
pomniejszaja osiggnie¢ Doktoranta, co do uzyskanych wartos§ciowych wynikow, lecz wynikajg z
ciekawosci naukowej 1 majg by¢ pomocnymi wskazowkami w realizacji przysztych przedsigwzigé
naukowych. Doktorant udowodnil, ze dysponuje dobrym warsztatem badawczym, ktory umozliwit
mu uzyskanie oryginalnych wynikow o duzej wartosci, zarobwno w aspekcie teoretycznym, jak
i aplikacyjnym. Do najwazniejszych mocnych stron dysertacji nalezy zaliczy¢ trafny, ciekawy
i aktualny dobor problematyki badawczej, kompleksowy program badan empirycznych, biegle
postugiwanie si¢ literaturg przedmiotu oraz umiejetne prowadzenie analizy uzyskanych wynikow.
Natomiast prezentacja osiagni¢¢ naukowych, w formie publikacji, w ktérych Doktorant wystepuje
jako pierwszy autor i ktore opublikowane zostaly w wysokiej jakosci czasopismach naukowych
swiadczy o jego dojrzatosci i samodzielno$ci oraz podkre$la warto§¢ naukowg uzyskanych
wynikow.

Reasumujac, Doktorant udowodnil swoja dojrzalo$¢ intelektualng jako mlody badacz
1 naukowiec oraz w mojej opinii jest w stanie podjac si¢ kolejnych wyzwan naukowych. Rozprawa
doktorska pt. ,,Warunki stresowe podczas otrzymywania produktow gotowych do spozycia z ryb
i krewetek a mozliwos¢ przezycia oraz odpowiedz komoérkowa bakterii z rodzaju Listeria sp.”
wykonana przez Pana mgr inz. Arkadiusza Zakrzewskiego w Katedrze Mikrobiologii Zywnosci,
Technologii i Chemii Migsa, Wydziatu Nauki o Zywnosci, Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego
w Olsztynie, pod opicka naukowa dr hab. inz. Anny Zadernowskiej, prof. UWM oraz dr inz.
Wiolety Chajeckiej-Wierzchowskiej spetnia warunki okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst jednolity: Dz. U. z 2023, poz. 742 ze zm.).
Bioragc powyzsze pod uwage zwracam si¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Technologia Zywnoéci
i Zywienia Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie z wnioskiem o przyjecie rozprawy
doktorskiej Pana mgr inz. Arkadiusza Zakrzewskiego oraz dopuszczenie Doktoranta do dalszych
etapow postepowania doktorskiego.

Jednoczesnie majac na uwadze bardzo wysoka warto§¢ naukowa ocenianego cyklu
publikacji stanowigcego rozprawe doktorska, wnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny
Technologia Zywnosci i Zywienia Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie o jej
wyroznienie. Rozprawa doktorska mgr inz. Arkadiusza Zakrzewskiego wnosi nie tylko bardzo duzo
do naszej wiedzy nad patogennos$cia pateczek z rodzaju Listeria, ale ze wzgledu na mozliwosc¢
wykorzystania wynikow w technologii zywnos$ci ma duzy potencjatl aplikacyjny. Proponowane
wyroznienie jest rowniez wyrazem mojego uznania dla Doktoranta za prace wlozong
w przeprowadzenie badan wyr6zniajacych si¢ oryginalno$cig zastosowanych metod oraz za
umiejetnos¢ interpretacji uzyskanych danych, co niewatpliwie $wiadczy o dojrzatosci naukowe;j
Doktoranta i wptywa na wysoki poziom naukowy prac wchodzacych w sktad cyklu stanowigcego
rozpraw¢ doktorska.
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