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rozprawy doktorskiej pt.: ,,Wplyw technologii wysokich ci$nien (HPP) na zmiany w wirulencji
i antybiotykoopornosci szczepéw Listeria monocytogenes izolowanych z Zzywnosci |
srodowiska jej produkcji”

wykonanej przez mgr inz. Patryka Wisniewskiego w Katedrze Mikrobiologii Zywnosci,
Technologii i Chemii Migsa UWM w Olsztynie

pod kierunkiem dr hab. inz. Anny Zadernowskiej, prof. UWM, oraz promotora pomocniczego
dr hab. inz. Wiolety Chajeckiej-Wierzchowskiej, prof. UWM

Podstawe formalng realizacji recenzji stanowi Uchwata Rady Naukowej Dyscypliny Technologia Zywnosci i
Zywienia UWM Nr 3/2026 podpisana przez Panig przewodniczaca, prof. dr hab. Anne Iwaniak (z dnia 26.06.2026)

oraz rozprawa doktorska mgr inz. Patryka Wisniewskiego.

Podstawe prawng stanowi art. 190 ust. 2 oraz 3 ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i

nauce (Dz.U. z 2024 r. poz. 1571 ze zm).

I. Ocena formalna rozprawy doktorskiej

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska pt.: ,,Wpltyw technologii wysokich ci$nien
(HPP) na zmiany w wirulencji i antybiotykoopornos$ci SzczepOw Listeria monocytogenes
izolowanych z zywnosci i srodowiska jej produkcji” stanowi cykl spojnych tematycznie pigciu
publikacji, w tym trzech oryginalnych prac twoérczych i dwoch prac przegladowych,
opublikowanych w latach 2022-2026 w czasopismach naukowych o zasiggu migdzynarodowym
wymienionych w wykazie czasopism naukowych i recenzowanych materiatbw z konferencji

mie¢dzynarodowych Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (MNiSW):
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P1. Wisniewski, P., Zakrzewski, A. J., Zadernowska, A., Chajecka-Wierzchowska, W. (2022).
Antimicrobial Resistance and Virulence Characterization of Listeria monocytogenes Strains
Isolated from Food and Food Processing Environments. Pathogens, 11, 1099.
https://doi.org/10.3390/pathogens11101099.

P2. Wisniewski, P., Chaj¢cka-Wierzchowska, W., Zadernowska, A. (2023). High-Pressure

Processing — Impacts on the Virulence and Antibiotic Resistance of Listeria monocytogenes
Isolated from Food and Food Processing Environments. Foods, 12, 3899.
https://doi.org/10.3390/foods12213899.

P3. Wisniewski, P., Chajecka-Wierzchowska, W., Zadernowska, A. (2024). High-Pressure

Processing Influences Antibiotic Resistance Gene Transfer in Listeria monocytogenes Isolated
from Food and Processing Environments. International Journal of Molecular Sciences, 25, 12964.
https://doi.org/10.3390/ijms252312964.

P4. Wisniewski, P., Chajecka-Wierzchowska, W., Zadernowska, A. (2024). Impact of High-

Pressure Processing (HPP) on Listeria monocytogenes — An Overview of Challenges and
Responses. Foods, 13, 14. https://doi.org/10.3390/foods13010014.

P5. Wisniewski, P., Zadernowska, A. (2026). Application of pascalisation in the control of

Listeria sp. in beverages — Effectiveness, limitations, and future prospects. Food
Microbiology,134, 104932. https://doi.org/10.1016/].fm.2025.104932.

Sumaryczna liczba punktéw MNiSW za cykl prac stanowigcych przedmiot rozprawy
wynosi 580, a sumaryczny Impact Factor (zgodnie z rokiem opublikowania) 23. Nalezy
podkreslic, ze we wszystkich pracach Doktorant jest pierwszym autorem, a w czterech pelnil
role autora korespondencyjnego. Zgodnie z o$wiadczeniami pozostalych czlonkéw zespolu
badawczego udzial Doktoranta w powstawaniu prac byl wiodacy i polegat na wspottworzeniu
koncepcji pracy, wiodgcym udziale w przygotowaniu manuskryptu tj. zebraniu i przygotowaniu
przegladu literatury, prezentacji wynikow i ich dyskusji na tle danych literaturowych,
sformutowaniu wnioskéw, korekcie artykutu i odpowiedzi na recenzje. Zamieszczono rowniez
informacj¢ na temat finansowania badan wykonanych w trakcie realizacji rozprawy doktorskiej
(NCN, OPUS 15, nr 2018/29/B/NZ9/00645, PRELUDIUM 23, nr 2024/53/N/NZ9/00833) oraz
sfinansowanie jednej publikacji z projektu RID nr 010/R1D/2018/19.
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Ocena ukladu i struktury rozprawy

Dysertacja podzielona jest na 10 rozdziatow, znajdujacych si¢ w logicznym uktadzie
typowym dla naukowych prac badawczych. W czgsci teoretycznej Doktorant zawart Wykaz
skrotow, Streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz Wstep, w ktorym jasno przedstawit
przedmiot i zakres badan oraz uzasadnil wybdr tematu. W kolejnych rozdziatach znajduje si¢ Cel
badan 1 Hipotezy badawcze. W czgsci metodycznej, w rozdziale Organizacja badan Doktorant w
uporzadkowany i logiczny sposéb, przedstawit etapy realizacji poszczegdlnych prac
eksperymentalnych, a w rozdziale Materialy i metody badan opisat zastosowang metodologi¢ i
techniki badawcze. W rozdziale Wyniki Doktorant przedstawil dane uzyskane w toku
przeprowadzonych badan. Tabele oraz ryciny zostaty opracowane w sposéb czytelny i zgodny z
zasadami prezentacji danych naukowych. Ich dobor jest uzasadniony merytorycznie, a
zamieszczone elementy graficzne stanowig warto$ciowe uzupetnienie opisu wynikow badan.

Uzyskane wyniki zostaly przedstawione w sposob uporzadkowany, przejrzysty i
umozliwiajgcy ich wiasciwa interpretacje. Doktorant przedstawil omoOwienie i podsumowanie
uzyskanych wynikow w rozdziatach Dyskusja oraz Wnioski i stwierdzenia koncowe. Dalej zawart
rozdzial przedstawiajacy Spis tabel 1 rycin oraz Literatura obejmujaca 162 pozycje
bibliograficzne. Dobdr wykorzystanego pi$miennictwa oceniam wysoko. Autor zgromadzit
obszerny i dobrze dobrany material zrodlowy, odpowiadajacy zakresowi oraz celom
prowadzonych badan. W Dysertacji Doktorant zamiescit takze Catkowite zestawienie dorobku
naukowego oraz Zalaczniki, na ktore sktada si¢ pig¢ publikacji (stanowiacych spdjny tematycznie

cykl) wraz z O$wiadczeniami autora i wspotautorow o udziale w opracowaniu publikacji.

Ocena strony edytorskiej

Proporcje poszczegdlnych czesci rozprawy doktorskiej oraz przejrzystos¢ prezentowanych
tresci oceniam jako wtasciwe. Rozprawa doktorska zostata przygotowana z nalezyta starannoscia
pod wzgledem edytorskim. Tekst charakteryzuje si¢ wysoka poprawnoscia jezykowa oraz
stylistyczng, a zastosowana terminologia naukowa jest wlasciwa dla dyscypliny technologia
zywnoS$ci 1 zywienia i stosowana konsekwentnie w calej pracy. Konstrukcja rozprawy jest
przejrzysta i logiczna, co utatwia odbior prezentowanych treSci. Cytowanie literatury oraz
sporzadzenie wykazu piSmiennictwa nie budzg zastrzezen i sg zgodne z powszechnie przyjetymi

standardami obowiazujacymi w publikacjach naukowych.
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I1. Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

Ocena wyboru tematyki badawczej

Podjeta w rozprawie problematyke wplywu technologii wysokich cisnien (ang. High-
Pressure Processing, HPP) na wtasciwosci biologiczne izolowanych z zywno$ci szczepow
Listeria monocytogenes nalezy uzna¢ za w pelni zasadng, aktualng oraz istotng z punktu widzenia
zaro6wno nauk podstawowych, jak i bezpieczenstwa zywnosci. Technologia HPP jest coraz szerzej
stosowang metoda nietermicznego utrwalania zywno$ci, umozliwiajacg ograniczenie liczby
mikroorganizmoéw patogennych przy jednoczesnym zachowaniu cech sensorycznych i
jakosciowych produktow. Listeria monocytogenes nalezy do najwazniejszych patogendw
zwigzanych z zywno$cig i srodowiskiem jej produkcji, w szczegolnosci serotypy 1/2a, 1/2b, 1/2c i
4b. Zdolno$¢ tego patogenu do przetrwania stresow $rodowiskowych i procesow
technologicznych sprawia, ze stanowi szczegdlne wyzwanie dla przemystu spozywczego.
Zmienno$¢ miedzyszczepowa L. monocytogenes w zakresie cech genetycznych i fenotypowych,
obejmujaca m.in. potencjal wirulencji, barotolerancj¢ oraz obecno$¢ gendéw zwigzanych z
opornos$cia, stanowi istotny czynnik wplywajacy na oceng bezpieczenstwa zywnos$ci w kontekscie
stosowania nowoczesnych technologii jej przetwarzania.

SzczegOlnie istotnym aspektem jest fakt, ze efekt HPP nie ogranicza si¢ wylacznie do
inaktywacji komorek, lecz moze rowniez modyfikowac ich fizjologig, odpowiedz stresowa oraz
ekspresje gendw zwiazanych z wirulencja. Juz wezesniejsze badania transkryptomiczne wykazaty,
ze pod wptywem HPP dochodzi u L. monocytogenes do istotnych zmian ekspresji gendw, w tym
gen6w regulowanych przez biatka SigB i PrfA oraz genow zwigzanych z wirulencja. Jednocze$nie
odpowiedz bakterii jest zalezna szczepu oraz od intensywnosci zastosowanego ci$nienia i czasu
jego dziatania. W literaturze opisano zaréwno zwigkszenie, jak i ograniczenie ekspresji
wybranych genow zwigzanych z wirulencjg, co wskazuje na ztozono$¢ odpowiedzi tego patogenu
na stres wysokoci§nieniowy.

Rownie istotnym i aktualnym zagadnieniem jest mozliwo$¢ modyfikowania przez HPP
profilu antybiotykoopornosci L. monocytogenes oraz jej potencjatu do horyzontalnego transferu
gendw. Najnowsze niezalezne badania wykazaly, ze po zastosowaniu HPP mogg wystepowac
zmiany warto$ci MIC oraz ekspresji wybranych gendéw opornosci na tetracykling, przy czym

reakcja ta ma charakter szczepozalezny.
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Zasadno$¢ podjecia badan wynika zatem nie tylko z rosnacego znaczenia technologii
HPP w przemysle spozywczym, lecz rowniez z potrzeby pelniejszej oceny konsekwencji
biologicznych przezycia L. monocytogenes poddanego dzialaniu wysokiego ciSnienia.
Szczegolnie wartosciowe jest polaczenie oceny przezywalnosci bakterii z analiza zmian
dotyczacych wirulencji i antybiotykoopornosci, poniewaz pozwala na bardziej kompleksowa
ocene¢ bezpieczenstwa technologicznego procesu. Duza wartos¢ poznawczg wnoszg badania
nad potencjalem L. monocytogenes poddanych stresowi HPP do transferu genéw opornosci
na antybiotyKi.

Dotychczasowe wyniki badan wskazuja, ze HPP, mimo wysokiej skuteczno$ci w
ograniczaniu liczebnosci L. monocytogenes, moze wywotywaé u komorek, ktore przetrwaty
proces, ztozong odpowiedZ adaptacyjng obejmujacg zmiany ekspresji genow zwigzanych z
wirulencjg, odpowiedzig stresowg oraz antybiotykooporno$cig. Szczeg6lnego znaczenia nabiera
szczepozalezno$¢ tych zmian oraz mozliwo$¢ ich utrzymywania si¢ po zakonczeniu
oddzialywania czynnika stresowego. Tym samym podjeta problematyka posiada zaréwno istotng
warto$¢ poznawcza, jak 1 znaczenie aplikacyjne z punktu widzenia oceny bezpieczenstwa
nowoczesnych technologii utrwalania zywnosci.

W rozdziale 1. Wstgp — uzasadnienie podjecia badan Doktorant przedstawit zagadnienia
teoretyczne w oparciu o przeglad aktualnej literatury przedmiotu zwigzanej z problematyka
podjeta w pracy. Doktorant scharakteryzowat gatunek Listeria monocytogenes, w szczegdlnosci
pod wzgledem cech wirulencji i antybiotykoodpornosci. Uwzgledniajac obowiagzujace regulacje
legislacyjne przedstawit zagrozenia dla bezpieczenstwa zywnosci zwigzane z obecnoscig tego
patogenu. W dalszej czgséci Autor przedstawil technologic HPP w aspekcie technologicznym oraz
wplyw stresu wysokiego ci$nienia na komorki bakterii. Doktorant zwrocit uwage, ze technologia
HPP, mimo swojej udowodnionej skutecznosci, nie jest pozbawiona ograniczen, ktdre moga
wplywa¢ na koncowe bezpieczenstwo mikrobiologiczne produktu. Subletalne traktowanie z
wykorzystaniem HPP moze uruchamia¢ u L. monocytogenes ztozone genetyczne mechanizmy
odpowiedzi na stres, co moze wplywa¢ na ich patogenno$¢ oraz zmiany profilu
antybiotykoopornosci. Wskazana przez Doktoranta luka w wiedzy dotyczy braku kompleksowego
rozpoznania wptywu subletalnych warunkéw HPP na wlasciwos$ci biologiczne L. monocytogenes,
z uwzglednieniem zmienno$ci miedzyszczepowej. W szczegdlnosci niedostatecznie poznane

pozostaja zalezno$ci pomiedzy przezyciem bakterii po ekspozycji na wysokie cis$nienie a
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zmianami jej barotolerancji, potencjatlu wirulencji oraz profilu antybiotykoodpornosci i
promowaniu transferu gendw antybiotykoopornosci. Uzupetnienie tej wiedzy ma istotne
znaczenie dla pelnej oceny bezpieczenstwa zywno$ci poddawanej obrobce wysokocisnieniowe;j.
Przedstawione we Wstepie zagadnienia teoretyczne zostaly szczegétowo omdwione w pracach
przegladowych P4 i P5. Na szczegblng uwage i pochwale zastuguje publikacja P5 przygotowana
w oparciu o metaanalize¢ danych literaturowych zgodnie z metodologiag PRISMA (ang. Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses). Zastosowanie tego podejscia
zapewnito systematyczny i transparentny sposob identyfikacji, selekcji oraz analizy
dostepnych doniesien naukowych, a tym samym stworzylo solidne podstawy do wiarygodnej
oceny aktualnego stanu wiedzy, identyfikacji najwazniejszych prawidlowosci i zaleznosci
oraz wskazania obszarow wymagajacych dalszych badan.

W rozdziale 2. dysertacji cel pracy zostal sformulowany w sposéb jasny, precyzyjny i
adekwatny do podjetej problematyki badawczej. Odpowiada on aktualnemu stanowi wiedzy
oraz uzasadnieniu podje¢cia badan. Cele szczegdotowe pozostajg logicznie powigzane z celem
glownym i tworza spdjna koncepcje badawcza.

Przedstawione w rozdziale 3. hipotezy badawcze sa trafnie sformulowane, logiczne i pozostaja
w bezposrednim zwiazku z przyjetymi celami pracy. Ich konstrukcja umozliwia empiryczng
weryfikacjc w oparciu o zastosowane metody badawcze i1 uzyskane wyniki. Hipotezy
uwzgledniaja specyfike analizowanego problemu oraz pozwalaja na kompleksowa ocen¢ wplywu
warunkow stresowych generowanych przez zastosowanie HPP na mozliwo$¢ przezycia |
odpowiedz komorkowsg szczepOw L. monocytogenes wyizolowanych z zywnosci i srodowiska jej

produkcji. Nasuwa si¢ tu jednak drobna uwaga, o charakterze dyskusyjnym:

Uwaga 1. Hipotezy H1 i H6 sg silnie ze soba powigzane i czgéciowo si¢ naktadajg. Hipoteza H1
jest bardzo szeroka, ma charakter ogdlny i zaklada zaleznos¢ efektu technologii wysokich ci$nien
od parametrow procesu oraz wiasciwo$ci matrycy zywno$ciowej, natomiast H6 stanowi jej
bardziej szczegdlowe rozwinigcie, koncentrujagce si¢ na modulujagcym wplywie matrycy na
wybrane efekty HPP. W szczegblnosci powtorzenie w obu hipotezach zatozenia dotyczacego
wplywu matrycy na przezywalnos¢ L. monocytogenes moze budzi¢ watpliwosci co do pelnej
niezaleznosci tych hipotez. Zasadne byloby zatem wyrazniejsze rozgraniczenie zakresu obu

hipotez albo potraktowanie H6 jako szczegdtowego zalozenia wynikajacego z hipotezy H1.
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Ocena zastosowanych metod badawczych

W rozdziale 4. Organizacja badan Doktorant w syntetyczny i zrozumiaty sposob wyjasnit
logike przeprowadzonych eksperymentow I przedstawit koncepcje badan. Zastosowane w pracy
zintegrowane podejscie  eksperymentalne, umozliwitlo okreslenie zmian w  zakresie
przezywalnosci, wystepowania gendéw opornosci i wirulencji u badanych izolatow. Dalsze
poglebione analizy pozwolilty na ocen¢ ich odpowiedzi komdrkowej i potencjatu do
horyzontalnego transferu gendw w warunkach stresu wywotanego dziataniem technologii HPP.
Na pochwate zastuguje schemat przedstawiajacy w zrozumiaty i czytelny sposob poszczegdlne
etapy realizacji badan z uwzglednieniem publikacji stanowigcych podstawe rozprawy doktorskie;.

Rozdziat 5. stanowi opis Materiatbw 1 metod badawczych wykorzystanych przez
Doktoranta w zaprezentowanych publikacjach. Metodyke badan zastosowang w pracy doktorskiej
nalezy oceni¢ pozytywnie. Dobdr metod badawczych jest zasadniczo wlasciwy i pozostaje w
bezposrednim zwigzku z przyjetym celem pracy oraz sformutowanymi hipotezami badawczymi.
Wykorzystanie metod mikrobiologicznych i molekularnych, stuzacych ocenie zmian
fenotypowych i funkcjonalnych stanowi wilasciwa podstawe do realizacji zalozonych celow
badawczych. W pierwszej kolejnosci (P1) Doktorant dokonal potwierdzenia przynaleznos$ci
gatunkowej badanych izolatow postugujac si¢ metodami: MALDI-TOF MS oraz genotypowej
metody PCR na obecno$¢ gendéw markerowych prs i Imol1030. W celu okreslenia serotypu
izolatow Doktorant zastosowat technike Multiplex PCR, opisang w literaturze przedmiotu i
stosowana do klasyfikacji szczepow L. monocytogenes do roznych serotypOw z linii | —
najczesciej wystepujacych w zywnosci i zrOdtach zwigzanych z zywnoscig. W ramach wstepnych
badan przesiewowych Doktorant metodami mikrobiologicznymi ocenit czynniki wirulencji
(zdolnos¢ do produkeji §luzu i1 tworzenia biofilmu) 27 izolatéw z zywnosci oraz 13 izolatow ze
srodowiska produkcji zywnosci. Wykorzystujac technike PCR analizowat u wszystkich izolatow
obecnos¢ gendéw wirulencji zwigzanych z wyspa patogenicznosci LIPI-1: prfA, hly, sigB, luxS i
InIB. Dla wszystkich izolatbw Doktorant przeprowadzit skriningowe badania fenotypowe
opornosci na antybiotyki metodg dyfuzyjno-krazkowa dla 12 antybiotykdw, zgodnie ze
standardami Europejskiego Komitetu ds. Oznaczania Lekowrazliwosci (EUCAST, 2023) i
Instytutem Norm Klinicznych i Laboratoryjnych (CLSI, 2020). Przy uzyciu techniki PCR
analizowat obecno$¢ genow oporno$ci na antybiotyki tj. Lde (cyprofloksacyna), aadB i aac(3)-1la

(aacC2) (gentamycyna), penA (penicylina G), InuA, InuB i mefA (klindamycyna/linkomycyna)
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oraz sull i sulll (trimetoprimu z sulfametoksazolem). Do dalszych poglebionych analiz Doktorant
wytypowal 6 szczepOw na podstawie ich przynalezno$ci do serotypow 1/2a lub 1/2c oraz
wykazywania w badaniach skriningowych fenotypowej opornosci (R) lub wrazliwosci przy
zwickszonej ekspozycji (1) wobec co najmniej jednego antybiotyku. W dalszych badaniach (P2),
Doktorant metoda mikrorozcienczen, scharakteryzowal wybrane szczepy pod wzgledem
opornosci 1 wartosci MIC dla 6 antybiotykdw: trimetoprimu z sulfametoksazolem, tetracykliny,
cyprofloksacyny, klindamycyny, linkomycyne i fosfomycyny. Kazdy szczep zostat
przeanalizowany metodg RT-PCR pod wzglgdem obecno$ci genéw opornosci na antybiotyki oraz
genéw wirulencji. W dalszej cze$ci badan Doktorant analizowat wptyw technologii HPP na
odpowiedz komoérkowa L. monocytogenes, przy cisnieniu 200 MPa oraz 400 MPa i czasie
ekspozycji 5 minut. Metoda posiewow ptytkowych ocenit przezywalno$ci i mozliwo$¢ regeneracji
badanych szczepOw oraz zmiany profilu oporno$ci na antybiotyki i zmiany w zdolno$ci
wytwarzania $luzu i tworzenia biofilmu. Postugujac si¢ metoda RT-gPCR Doktorant wykonat
analiz¢ ekspresji genéw wirulencji i opornosci na antybiotyki, stosujac jako referencyjny gen
kodujacy 16S rRNA. W kolejnych badaniach (P3) Doktorant analizowat wptyw technologii HPP
na transfer gendw opornosci w warunkach in vitro i in situ. Jako biorce wykorzystat standardowy
szczep Enterococcus faecalis JH2-2 (LMG 19456), a transfer gendw przeprowadzit metodg
filtrow membranowych. Dawcami byty szczepy L. monocytogenes poddane obrébce HPP w
pozywce mikrobiologicznej (200 MPa/5 min) oraz szczepy po regeneracji komorek po uprzedniej
ekspozycji na ci$nienie 400 MPa/5 min. Donory niepoddane dziataniu HPP stanowily kontrolg.
Transfer genéw w warunkach in situ oceniano w matrycy zywnosciowej, ktora stanowit sok z
marchwi. Transkoniuganty poddano analizie genotypowej z wykorzystaniem metody ERIC-PCR
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus), umozliwiajacej ich roznicowanie na podstawie
profili amplifikacyjnych.

Na podkreslenie zastuguje réznorodnos¢ i komplementarno$é¢ zastosowanych metod,
ktore umozliwily analiz¢ zar6wno na poziomie cech fenotypowych, jak 1 zmian zachodzacych na
poziomie molekularnym. Zasadniczo zastosowane procedury badawcze s3a poprawne
metodologicznie, a ich dobor nalezy uzna¢ za adekwatny do charakteru podjetego problemu
naukowego. Metodyka badan zostala przedstawiona w sposéb umozliwiajagcy oceng
prawidtowosci przeprowadzonych eksperymentow.

Pozytywnie nalezy rowniez oceni¢ zastosowane metody analizy statystycznej. W
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wickszosci przypadkéw odpowiadaja one charakterowi uzyskanych danych i1 umozliwiaja
obiektywng ocen¢ obserwowanych rdéznic oraz zaleznos$ci. Zastosowanie odpowiednich testow
statystycznych zwigksza wiarygodno$¢ wnioskowania i pozwala na wlasciwszg ocene znaczenia
uzyskanych wynikow.

Podsumowujac, metodyka pracy doktorskiej zostala zaplanowana i zrealizowana na
wysokim poziomie naukowym, a zastosowane metody s3 zasadniczo adekwatne do
postawionego celu badawczego i umozliwiaja weryfikacje przyjetych hipotez. Uwagi
dotyczace niektorych elementow metodyki, przedstawione w dalszej czeSci recenzji, nie
podwazaja jednak zasadniczej poprawnosci przyjetego podejscia badawczego. Maja one przede
wszystkim charakter porzadkujacy, dyskusyjny I mogg stanowi¢ podstawe do doprecyzowania

Sposobu opisu badan.

Uwaga 2. W dysertacji Doktorant stosuje zamiennie okreslenia ,,izolat” i ,,szczep”, co z punktu
widzenia poprawnosci terminologicznej wymaga doprecyzowania. Pojecia te nie sg tozsame. W
zwigzku z tym wskazane byloby konsekwentne stosowanie wiasciwego terminu w zalezno$ci od
etapu identyfikacji 1 charakteru badanego materiatu oraz jednoznaczne zdefiniowanie tych pojec

w czesci metodycznej pracy.

Uwaga 3. W odniesieniu do analizy statystycznej warto bytoby doprecyzowaé, czy w przypadku
wszystkich analiz spelnione zostaty zatozenia testu x> dotyczace liczebno$ci oczekiwanych w
poszczegbdlnych komorkach tabel kontyngencji. Ze wzgledu na stosunkowo niewielkg liczebnos¢
grupy izolatow pochodzacych ze $rodowiska przetworstwa zywnosci (n = 13), w wybranych
analizach zasadne mogloby by¢ zastosowanie testu dokladnego Fishera lub przedstawienie

uzasadnienia wyboru testu 2.

Uwaga 4. W rozdziale 5.5.5.2. Ekspresja genow wirulencji i oporno$ci na antybiotyki Doktorant
lakonicznie stwierdza, ze ,,Jako gen referencyjny zastosowano gen kodujacy 16S rRNA, ktory
wykazuje stabilnos¢ pod wptywem HPP”. Jednak w przypadku analizy ekspresji genoéw metoda
RT-gPCR warto byloby szerzej uzasadni¢ wybor 16S rRNA jako genu referencyjnego oraz
wskazac, czy jego stabilno$¢ ekspresji zostata zweryfikowana w warunkach zastosowanego stresu

HPP oraz podczas regeneracji komorek. Poniewaz przedmiotem badan byly zmiany
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transkrypcyjne wywotane silnym stresem fizycznym, potwierdzenie stabilnosci genu

referencyjnego jest istotne dla wiarygodnosci wzglednej oceny ekspresji analizowanych genow.

Ocena wynikow badan

W rozdziale 6. Doktorant przedstawil wyniki badan, ktore szczegdlowo zostaty opisane w
publikacjach P1-P3. Zaprezentowany material badawczy jest obszerny, a uzyskane wyniki
stanowig wartosciowy material eksperymentalny 1 pozwalaja na wieloaspektowa ocene
analizowanego problemu badawczego.

Na szczegolne podkre§lenie zastuguje jako$¢ uzyskanych wynikdw, ktore zostaty
przedstawione w sposdb uporzadkowany i logiczny. Wyniki badan sg w znacznej mierze
prezentowane w czytelnej formie, z wykorzystaniem odpowiednio dobranych tabel i rycin, co
utatwia ich analiz¢ oraz ocen¢ zalezno$ci i1 réznic pomiedzy badanymi wariantami. Sposob
prezentacji danych umozliwia przesledzenie kolejnych etapow postgpowania badawczego oraz
ocen¢ uzyskanych efektow. Przedstawiony w dysertacji zakres wynikow uznaje za
wystarczajaco kompletny w odniesieniu do postawionych celow i hipotez badawczych.

Nalezy podkresli¢, ze uzyskane wyniki tworza spojny materiat eksperymentalny i wpisuja
si¢ w obszar dyscypliny naukowej technologia Zzywnosci i zywienia, dotycza problematyki
istotnej zardwno z punktu widzenia poznawczego, jak i potencjalnych zastosowan w obszarze
bezpieczenstwa 1 jako$ci zywnosci. Przedstawiony material eksperymentalny wzbogaca wiedze
dotyczaca analizowanego zagadnienia i moze stanowi¢ podstawe do dalszych badan w tym
obszarze.

Podsumowujac, wyniki badan przedstawione w dysertacji charakteryzuja sie
odpowiednia jakoscia, sq przygotowane i zaprezentowane w sposob zasadniczo prawidlowy,
a ich interpretacja jest spéjna z zalozeniami pracy. Pomimo sformutowanych w recenzji uwag
i sugestii, calosciowg ocen¢ wynikoéw badan, ich zakresu, sposobu prezentacji oraz wykorzystania

do realizacji zatozonych celow uznaj¢ za pozytywna.

Uwaga 5. Wydaje si¢ zasadne nieco ostrozniejsze interpretowanie wynikéw dotyczacych
obecnosci gendéw wirulencji 1 gendw opornosci. Detekcja okreslonego genu metoda PCR
potwierdza jego obecnos¢ w genomie badanego szczepu, nie przesadza natomiast 0 jego ekspresji

ani o poziomie aktywnosci kodowanego czynnika. W zwigzku z tym wnioski dotyczace
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potencjatu wirulencji lub mechanizmu oporno$ci mogltyby by¢ formutowane z uwzglgdnieniem

tego ograniczenia.

Uwaga 6. W odniesieniu do wynikow RT-gPCR zasadne bytoby doprecyzowanie Kryteridw oceny
istotnosci zmian ekspresji genow. Przyjecie wartosci wzglednej ekspresji >2 lub <0,5 jako
kryterium zwigkszenia lub zmniejszenia ekspresji nie powinno by¢ utozsamiane z istotnoscig
statystyczng. Warto byloby zatem przedstawi¢ rowniez informacj¢ o zmiennosci pomiaréw oraz

zastosowanych metodach statystycznej oceny roznic ekspresji.

Uwaga 7. Wydaje si¢, ze w odniesieniu do zmian ekspresji genéw oraz cech fenotypowych
utrzymujacych si¢ po HPP bardziej precyzyjne bytoby okreslenie ich jako ,,persistent” lub
»,maintained during the tested recovery period” niz ,,permanent”. Uzyskane wyniki potwierdzaja
utrzymywanie si¢ obserwowanych zmian po przywroceniu optymalnych warunkéw, jednak nie

pozwalaja na jednoznaczne okreslenie ich trwatosci w dluzszej perspektywie czasowe;j.

Uwaga 8. W zakresie przedstawienia wynikow warto byloby bardziej bezposrednio powigzaé
dane dotyczace czestosci transferu gendw z liczebnos$cia zywych komorek dawcy w
poszczegbdlnych wariantach doswiadczenia. Ze wzgledu na znaczne rdznice w przezywalnosci L.
monocytogenes po zastosowaniu HPP, réwnolegle przedstawienie liczby zywych komodrek dawcy,
liczby uzyskanych transkoniugantow oraz obliczonej czestosci transferu utatwitoby wiasciwg

interpretacje wptywu HPP na transfer gendw.

Uwaga 9. W interpretacji wynikow ERIC-PCR wskazana bylaby wigksza ostrozno$¢ w
formutowaniu wnioskoéw dotyczacych rearanzacji materiatu genetycznego indukowanych przez
HPP. Zmiana profilu ERIC-PCR potwierdza roznice w profilu genotypowym badanych
transkoniugantow, jednak bez zastosowania bardziej rozdzielczych metod genotypowania nie
pozwala jednoznacznie okre$li¢ charakteru tych zmian ani przypisa¢ ich konkretnym

rearanzacjom lub mutacjom.

Ocena dyskusji wynikow i wnioskow

W rozdziale 7. Dyskusja Doktorant omowil uzyskane wyniki w kontekscie analizowanego
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problemu badawczego oraz w odniesieniu do wynikéw badan innych autorow. Przedstawit
znaczenie swoich badan dla bezpieczenstwa mikrobiologicznego zywnosci oraz w S$wietle
uzyskanych dowodéw naukowych wskazal na etapy, ktore wymagajg szczegOlnej uwagi i
udoskonalenia w tym obszarze.

Dyskusje wynikow oraz sformulowane na ich podstawie wnioski oceniam pozytywnie.
Dyskusja stanowi istotny element dysertacji i w zasadniczej czg¢sci wiasciwie odnosi sie do
uzyskanych wynikdw, pozwalajac na ich interpretacjc w kontekécie zatozonych celow
badawczych oraz aktualnego stanu wiedzy. Na szczegdlne podkreslenie zastuguje umiejgtnosé
interpretacji uzyskanych wynikow oraz proba wyjasnienia obserwowanych zaleznosci i roznic w
oparciu 0 wyniki badan wlasnych. Doktorant w wigkszo$ci przypadkow wilasciwie wskazat
najwazniejsze prawidlowosci wynikajace z przeprowadzonych do$wiadczen 1 podjat probe
wyjasnienia ich mozliwych przyczyn.

Pozytywnie réwniez oceniam oOdniesienie wynikéw badan wilasnych do literatury
przedmiotu. Doktorant wykorzystal wyniki wczesniejszych badan do przedstawienia szerszego
kontekstu analizowanych zjawisk, wskazujac zarowno na zgodnos$ci, jak i réznice pomigdzy
rezultatami wtasnymi a doniesieniami innych autorow. Takie zestawienie pozwala na whasciwe
osadzenie uzyskanych wynikow w aktualnym dorobku naukowym 1 podkresla ich znaczenie na tle
dotychczasowego stanu wiedzy.

Pewnym zastrzezeniem moze by¢ natomiast niewystarczajaco poglgbiona, krytyczna
analiza czgéci uzyskanych rezultatow. W niektorych miejscach dyskusja mogtaby w wiekszym
stopniu uwzglednia¢ ograniczenia zastosowanego podejscia badawczego, np. warto byloby
wyrazniej rozdzieli¢ bezposredni efekt stresu HPP od zmian zachodzacych podczas pdzniejszej
regeneracji komoérek. W przypadku wariantu 400 MPa analiz¢ transferu genéw przeprowadzano
po odzyskaniu zdolno$ci wzrostu przez komorki, dlatego obserwowane zmiany moga by¢
wynikiem zaré6wno dzialania stresu wysokocisnieniowego, jak i proceséOw adaptacyjnych
zachodzacych podczas regeneracji. W mojej opinii dyskusje moglyby wzbogaci¢ alternatywne
wyjasnienia obserwowanych efektow oraz potencjalnych czynnikdw wptywajacych na uzyskane
wyniki. Bardziej krytyczne odniesienie do wiasnych rezultatow pozwolitoby dodatkowo
zwiekszy¢ warto$¢ naukowa dyskusji 1 nada¢ jej bardziej poglebiony charakter. Uwaga ta nie

podwaza jednak zasadniczo pozytywnej oceny tego elementu dysertacji.
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Uwaga 10. Uwzgledniajac aktualny stan wiedzy oraz potrzebe zachowania rzetelnosci naukowej,
wskazane bytoby uzupehnienie tej sekcji o informacj¢ dotyczaca aktualizacji zasad interpretacji
wartosci MIC dla trimetoprimu z sulfametoksazolem (TMP-SMX). Doktorant powinien
zaznaczy¢, ze w 2025 r. EUCAST podjat dzialania zmierzajace do rewizji wartosci granicznych
dla tego polaczenia, co ma znaczenie dla wspodlczesnej interpretacji wynikdw uzyskanych w
badaniach. Jednocze$nie nalezy wskazaé¢, ze wyniki uzyskane i zinterpretowane zgodnie z
kryteriami EUCAST obowigzujagcymi w okresie realizacji badan powinny by¢ odnoszone do

owczesnej wersji wytycznych.

Doktorant dokonal tworczej syntezy uzyskanych wynikow i wykazat si¢ umiejetnoscia
wskazywania najwazniejszych prawidlowosci wynikajacych z przeprowadzonych doswiadczen
oraz formutowania na ich podstawie uzasadnionych wnioskdw, ktore przedstawit w rozdziale 8.
Doktorant poprawnie sformutowal 14 wnioskéw podsumowujacych, ktore wynikaja =z
przeprowadzonych badan, pozostajagc w zwigzku z postawionymi celami oraz hipotezami
badawczymi. Przedstawione wnioski wskazuja na osiggnigcie zaktadanych celow pracy oraz
potwierdzaja poznawczy charakter i potencjat aplikacyjny przedstawionej do oceny dysertacji. W
podsumowaniu badan Doktorant przedstawit najistotniejsze ustalenia wynikajace z rezultatow
pracy, podat rowniez kierunki dalszych badan.

Podsumowujac, Dyskusje i Wnioski oceniam pozytywnie. Doktorant wykazal sie
umieje¢tnoscia interpretacji wynikow wlasnych, ich konfrontowania z dostepna literatura
oraz formulowania wnioskdw na podstawie przeprowadzonych badan. Wskazana potrzeba
bardziej poglebionej 1 krytycznej analizy wybranych rezultatéw stanowi przede wszystkim
sugesti¢ doskonalgcg 1 nie zmienia ogoélnej pozytywnej oceny tej czesci dysertacji.

Uwzgledniajac caloksztalt przedstawionych badan, stwierdzam ze przedstawiona do
oceny rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Doktorant
wykazat, ze zastosowanie technologii HPP prowadzi do zmian w ekspresji gendw opornosci i
wirulencji u szczepow L. monocytogenes, przejsciowych lub utrwalonych zmian cech
fenotypowych oraz wzrostu czestosci transferu gendw. Efekty te byly zmienne i zalezne od
szczepu, parametroOw obrobki oraz $rodowiska. Praca wnosi nowa wiedze do dyscypliny
technologia zywnos$ci i zywienia na temat mechanizmow adaptacyjnych L. monocytogenes w

odpowiedzi na stres wysokiego ci$nienia oraz wskazuje, ze ocena bezpieczenstwa zywnosci
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powinna uwzglednia¢ réwniez monitorowanie zmian transkrypcyjnych i zmiany fenotypow
opornych, aby zapobiec rozprzestrzenianiu si¢ trudnych do zwalczenia patogennych szczepow L.

monocytogenes.

W zwigzku z przedstawionymi wynikami oraz ich znaczeniem dla bezpieczenstwa
mikrobiologicznego zywnosci, podczas dyskusji chciatabym poprosi¢ Doktoranta o odniesienie

si¢ do nastgpujacych zagadnien:

1. W s$wietle wynikow catej rozprawy HPP nalezy postrzega¢ nie tylko jako skuteczng
metod¢ inaktywacji L. monocytogenes, ale rowniez czynnik stresowy mogacy prowadzi¢
do selekcji i modyfikacji populacji bakterii. Jakie konsekwencje wynikaja z tego dla
bezpieczenstwa zywnos$ci? Jakie zmiany w parametrach procesu HPP oraz w procedurach
kontroli mikrobiologicznej produktu po procesie mozna, w opinii Doktoranta, rozwazy¢ w

$wietle uzyskanych wynikow?

2. Dlaczego wynikow uzyskanych w modelu laboratoryjnym nie nalezy bezposrednio
ekstrapolowa¢ na matryce zywnosciowg? Jakie znaczenie dla odpowiedzi L.
monocytogenes na stres HPP ma sktad i charakter matrycy zywnosciowej oraz z czego

wynikat wybor soku marchwiowego jako matrycy zastosowanej w badaniach in situ?

I11. Wniosek koncowy

W ostatecznej ocenie stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr
inz. Patryka Wisniewskiego, pt. ,,Wplyw technologii wysokich ci$nien (HPP) na zmiany w
wirulencji i antybiotykooporno$ci szczepdéw Listeria monocytogenes izolowanych z zywnosci i
srodowiska jej produkcji” charakteryzuje si¢ bardzo wysoka  wartoscia  naukowa, a
przedstawione przez mnie nieliczne uwagi, nie umniejszaja jej merytorycznej wartosci
poznawczej oraz znaczenia podjetego problemu badawczego.

Uwazam, ze oceniana dysertacja spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim,
okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce.

Doktorant wykazat si¢ wysokimi kompetencjami w zakresie samodzielnego prowadzenia badan
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naukowych oraz opracowywania i interpretacji uzyskanych wynikow.

Whnioskuje zatem do Wysokiej Rady Dyscypliny Technologia Zywnoéci i Zywienia
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie o przyjecie rozprawy doktorskiej i
dopuszczenie Pana mgr. inz. Patryka Wisniewskiego do publicznej obrony. Jednoczesnie, ze
wzgledu na bardzo wysoka warto$¢ naukowa, kompleksowos$¢ badan oraz istotny wktad w rozwoj

dyscypliny technologia zywnosci i zywienia, Wnioskuje o wyroznienie rozprawy doktorskie;j.
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