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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marty Marii Soltysiuk
Tytul rozprawy: ,Potencjal infekcyjny oraz wrazliwoéé na substancje przeciwdrobnoustrojowe
szczepbw Listeria spp. wyizolowanych z ryb”

Prace wykonano w Katedrze Weterynaryjnej Ochrony Zdrowia Publicznego, Wydzialu Medycyny
Weterynaryjnej Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie, pod kierunkiem dr hab. Agnieszki
Wiszniewskiej-Laszczych, prof. UWM, z udzialem promotora pomocniczego dr Pauliny
Przyborowskiej

Podstawa formalna opracowania recenzji

Recenzj¢ rozprawy doktorskiej mgr Marty Marii Soltysiuk opracowalem w zwigzku z powolaniem
mnie, uchwala Rady Naukowej Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego
w Olsztynie z dnia 2 lipca 2026 r., na recenzenta przedmiotowej rozprawy, 0 czym zostalem
poinformowany pismem z dnia 9 lipca 2026 r., znak WMW-DZ.5201.4.2026.

Oceny dokonano w odniesieniu do wymagan okre$lonych w art. 187 ust. 1 - 4 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, dotyczacych wykazania przez kandydata og6lnej wiedzy
teoretycznej, umiejgtnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej oraz przedstawienia
oryginalnego rozwigzania problemu naukowego.

Dziedzina: nauki weterynaryjne

Dyscyplina: weterynaria

Ogolna charakterystyka recenzowanej rozprawy doktorskiej

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska ma forme opracowania opartego na dwdch oryginalnych,
powigzanych tematycznie publikacjach naukowych:

Soltysiuk M., Przyborowska P., Wiszniewska-Laszczych A., Tobolski D. Prevalence and
antimicrobial resistance profile of Listeria spp. isolated from raw fish. BMC Veterinary Research, 2025,
21:333.IF-3,2

2. Soltysiuk M., Przyborowska P., Wiszniewska-Laszczych A., Tobolski D. Virulence,
cytotoxicity potential and biofilm production ability of Listeria spp. isolated from raw fish in Poland.
BMC Veterinary Research, 2026, 22:220. IF-3,2

Doktorantka jest pierwsza autorkg obu publikacji. Zgodnie z przedstawionymi deklaracjami wkiadu
autoréw uczestniczyla w opracowaniu metodyki badaf, pobieraniu i gromadzeniu materiatu,
wykonywaniu doswiadczen, walidacji wynikéw oraz przygotowaniu pierwotnych wersji obu
manuskryptéw. Zakres zadeklarowanych czynnosci wskazuje na jej istotny udzial w przygotowaniu
cyklu publikacyjnego stanowigcego podstawg rozprawy. Tematyka pracy miesci si¢ w obszarze nauk
weterynaryjnych i obejmuje zagadnienia z zakresu mikrobiologii, bezpieczefistwa Zywnosci, zdrowia
publicznego, opornosci na substancje przeciwdrobnoustrojowe oraz zdolnosci do tworzenia biofilmu.
Poszczegblne czgéci cyklu s ze soba powigzane przedmiotowo i metodycznie, a ich wspdlnym
elementem jest rozbudowana charakterystyka szczepdw bakterii Listeria spp. wyizolowanych
z surowych ryb. Badania objely wyst¢powanie bakterii z rodzaju Listeria, ich identyfikacj¢ gatunkowa,
fenotypowg oceng lekowrazliwosci, analizg obecnosci wybranych genéw zwigzanych z opornoscia,
identyfikacje¢ markeréw wirulencji, genoserogrupowanie izolatéw L. monocylogenes, oceng zdolnosci
tworzenia biofilmu oraz badanie aktywnosci cytotoksycznej wobec wybranych linii komérkowych. Tak
szerokie podejécie umozliwilo wielokierunkows charakterystyke zgromadzonej kolekcji izolatow
i stanowi jedng z zalet rozprawy.
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Ocena oryginalnosci doboru i rozwigzania problemu naukowego

Bakterie z rodzaju Listeria, a zwlaszcza L. monocylogenes, pozostajg istotnym zagrozeniem
mikrobiologicznym zwigzanym z Zywnoscig. Szczegblne znaczenie majg tu produkty gotowe do
spozycia. Do tej grupy naleza migdzy innymi produkty rybne solone, marynowane, wedzone, pakowane
prézniowo i przechowywane przez stosunkowo dlugi czas. Za duzg warto$¢ pracy uwazam objecie
badaniami materialu pochodzacego ze sledzi. W przeciwienstwie do lososia wedzonego, ktéry byt
przedmiotem licznych badan dotyczacych wystgpowania, przezywalnosci i wzrostu L. monocytogenes,
bezpieczefistwo mikrobiologiczne produktéw ze $ledzia pozostaje relatywnie stabo rozpoznane. Ma to
istotne znaczenie praktyczne, poniewaz sledzie sg powszechnie spozywane jako produkty gotowe do
spozycia. Na uwagg zastuguja rowniez wyniki dotyczace ryb stodkowodnych. Stwierdzona w badanym
materiale obecnoéé L. monocytogenes wskazuje na potrzebg uwzglednienia tej kategorii surowca
w dalszych badaniach i systemach nadzoru nad bezpieczefistwem Zywnosci. Badania wykonane
w ramach rozprawy koncentrujg si¢ wigc na grupach surowcow slabiej rozpoznanych niz inne, co
zwigksza poznawczq i aplikacyjng warto$¢ uzyskanych wynikéw.

Aktualnosé jest kolejng zaleta rozprawy, poniewaz podejmuje problematyke zgodng z kierunkami
rozwijanymi obecnie przez EFSA. Uzyskane wyniki dobrze wpisuje si¢ W koncepcje ,,One Health”,
laczaca zagadnienia Srodowiska, zywnosci, zdrowia zwierzat i cztowieka. Kolejnym warto$ciowym
aspektem rozprawy jest objecie badaniami nie tylko L. monocytogenes, ale réwniez L. innocua,
L. seeligeri i L. welshimeri. Pozwolilo to na scharakteryzowanie szerszej populacji bakterii z rodzaju
Listeria, a nie wylacznie gatunku uznawanego za gléwny czynnik etiologiczny listeriozy. Takie
podejécie moze dostarczaé informacji dotyczacych ekologii rodzaju Listeria, dystrybucji wybranych
gendéw oraz cech fenotypowych wystepujgeych rowniez u gatunkow uznawanych za niepatogenne lub
mniej patogenne. W mojej ocenie nalezy zachowaé ostroznoéé w stosowaniu okreslenia ,,rezerwuar”.
Przeprowadzone badania potwierdzajg wystepowanie Listeria spp. i okreslonych determinant
genetycznych w badanych rybach, nie pozwalajg jednak wykaza¢ ich trwalego utrzymywania si¢
w érodowisku ani transmisji genéw pomigdzy szczepami. W tym kontekscie bardziej adekwatne byloby
okreslenie ,.potencjalne zrédto” lub ,,potencjalny rezerwuar’.

Pomimo wskazanej uwagi wybor problematyki badawczej oceniam bardzo pozytywnie. Dane dotyczace
wlasciwoéci szczepéw Listeria spp. izolowanych z surowych ryb w Polsce s3 ograniczone,
a przedstawione badania poszerzaja wiedz¢ na ten temat.

W éwietle przedstawionych wynikéw uznajg, ze rozprawa stanowi oryginalne rozwiazanie problemu
naukowego w rozumieniu art. 187 ust. 2 ustawy.

Ocena pi$miennictwa

Pi$miennictwo wykorzystane w rozprawie odpowiada jej zakresowi tematycznemu i umozliwia
przedstawienie aktualnego stanu wiedzy dotyczacego wystgpowania, lekowrazliwosci, wirulencji oraz
zdolnoéci tworzenia biofilmu przez bakterie z rodzaju Listeria. Dobér #rodet stanowi wilasciwg
podstawe do interpretacji uzyskanych wynikow i dyskusji z dotychczasowymi doniesieniami.

Ocena celéw i hipotez badawczych

Cele i hipotezy badawcze pozostaja zgodne z zakresem przeprowadzonych do$wiadczen i zostaly
w wickszoéci bezposrednio zweryfikowane za pomoca zastosowanych metod. Niektore zaleznosci,
zwlaszcza dotyczace wplywu $rodowiska pochodzenia ryb oraz molekularnego podioza
obserwowanych fenotypéw opornosci, wymagaja ostrozniejszej interpretacji. Nie podwaza to jednak
zasadnoéci przyjetej koncepcji badawczej.

Ocena wiedzy teoretycznej zaprezentowanej przez doktorantke

Rozprawa potwierdza dobrg znajomos¢ przez Doktorantke problematyki bakterii z rodzaju Listeria, ich
znaczenia dla bezpieczenstwa Zywnosci, mechanizméw opornosci i wirulencji oraz zdolnosci tworzenia
biofilmu. Zakres przeprowadzonych badai wymagal integracji wiedzy z mikrobiologii zywnosci,
bakteriologii, biologii molekularnej i biologii komérki. Doktorantka wykazala umiejetnos¢
wykorzystania tej wiedzy do planowania i interpretacji wielokierunkowych badan. Pojedyncze uwagi
dotyczace zakresu interpretacji wynikow nie zmieniaja pozytywnej oceny jej przygotowania
teoretycznego. Niektore sformulowania interpretacyjne wymagaja jednak wigkszej precyzji. Dotyczy to
pojecia rezerwuaru, interpretacji kategorii opornosci ustalonych z wykorzystaniem kryteriow
zastgpczych, oraz wnioskowania © potencjale infekcyjnym na podstawie obecnosci genéw
i cytotoksycznosci ekstraktow bezkomérkowych. Uwagi te odnosza sig gléwnie do zakresu
wnioskowania, a nie do zasadniczej znajomosci problematyki.
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Rozprawa dokumentuje odpowiedni poziom wiedzy teoretycznej Doktorantki w dyscyplinie
weterynaria.

Ocena umiejetno$ci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej

Material badawczy

Material badawczy obejmowat 750 prébek surowych ryb pobranych w latach 2020 - 2022. Liczebno$é
materiatu wejéciowego stanowi bardzo mocng strong rozprawy. Badano ryby zwigzane ze Srodowiskiem
stodkowodnym, obejmujgcym wody stojgce i przeplywowe, oraz ze $rodowiskiem morskim.
Z badanego materialu uzyskano 104 izolaty nalezgce do czterech gatunkéw: L. seeligeri - 36,
L. welshimeri - 30, L. monocytogenes - 24 oraz L. innocua - 14 izolatow. Interesujacym elementem
pracy jest poréwnanie izolatéw pochodzacych z réznych srodowisk wodnych i od réznych gatunkéw
ryb. Uzyskane wyniki wskazuja na zréznicowanie wystgpowania poszczeg6lnych gatunkow Listeria
spp. w analizowanych grupach i stanowig wartoéciowy punkt wyjscia do dalszych badan.

Izolacja i identyfikacja bakterii

Izolacje bakterii prowadzono zgodnie z normg PN-EN ISO 11290-1:2017-07. Zastosowanie
znormalizowanej metody jest wlasciwe i zwigksza poréwnywalno$¢ wynikéw co stanowi mocng strong
metodyczng badar. Uzyskane wyniki majg wartosé poréwnawczg i mogg by¢ wykorzystane w szerszych
analizach bezpieczenstwa zywnosci i ocenie ryzyka, w tym w kontekscie danych gromadzonych przez
EFSA czy WHO.

Wyjasnienia wymaga sposob okreslenia jednostki analizy. W czgsci metodycznej podano, ze z kazdej
plytki wybierano trzy typowe kolonie Listeria spp, traktowane nastgpnie jako oddzielne izolaty.
W wynikach natomiast 104 uzyskane izolaty utozsamiono z 104 dodatnimi probkami, obliczajac
prewalencjg na poziomie 13,9%.

Ocena lekowrazliwosci

Lekowrazliwoéé oceniano metodg dyfuzyjno-krgzkowg zgodnie z wytycznymi EUCAST i CLSI,
wykorzystujgc  szeroki  panmel 17 substancji  reprezentujgcych 13 grup srodkéw
przeciwdrobnoustrojowych. Pozwolilo to na uzyskanie rozbudowanego profilu fenotypowego badanych
izolatéw i stanowi wartoSciowy element rozprawy, szczegélnie wobec ograniczonej liczby danych
dotyczacych opornosci Listeria spp. izolowanych z ryb.

Analiza genéw zwigzanych z opornoscig

Metoda PCR analizowano 11 genéw zwigzanych z opornoscig na B-laktamy, makrolidy, glikopeptydy
i sulfonamidy. Zakres analizy genetycznej byl wigc wezszy niz zakres badania fenotypowego
obejmujgcego 17 substancji. Stwierdzona niepeina zgodno$¢ pomigdzy genotypem a fenotypem jest
jednak wartosciowym wynikiem, wskazujagcym na udzial innych mechanizméw opornosci.
Jednoczesnie oznacza to, ze na podstawie badanego panelu genéw nie mozna W peini wyjasni¢
molekularnego podloza wszystkich obserwowanych fenotypow opornosci co zaznaczyla Doktorantka
W Swojej pracy.

Ocena zdolnosci tworzenia biofilmu

Na bardzo dobrg ocen¢ zastuguje zastosowanie przez Doktorantke dwéch komplementarnych metod
oceny zdolnosci tworzenia biofilmu oraz podjecie proby okreslenia ich zgodnosci. Wartosciowym
elementem bylo réwniez zbadanie zwigzku pomigdzy fenotypem biofilmotwoérczym a obecnoscig genu
luxS. Takie podejscie umozliwilo bardziej wszechstronng oceng tej cechy i wykazalo, ze obecnosé
pojedynczego genu luxS nie wyjasnia w peini zdolnosci badanych szczepéw do tworzenia biofilmu.
W opisie wynikéw dotyczacych tworzenia biofilmu wystepuja jednak drobne niescistosci liczbowe.
W analizie ilo§ciowej podano 47 izolatéw stabo produkujacych biofilm (44,2%), podczas gdy odsetek
ten odpowiada 46 sposroéd 104 izolatéw; wartos¢ 46 jest réwniez zgodna z sumg wynikow dla
poszczeg6lnych gatunkéw oraz z publikacja stanowigca podstawg rozprawy. Ponadto w dyskusji
rozprawy wskazano, ze zdolno$¢ tworzenia biofilmu wykazywalo 62,9% izolatow, podczas gdy
w publikacji podano warto$¢ 69,2%. Rozbieznosci te nie wplywaja na ogélng interpretacj¢ wynikow,
wymagaja jednak wyjasnienia.

Ocena cytotoksycznosci

Zastosowanie czterech linii komérkowych oraz testu WST-1 stanowi warto$ciowy i wyrézniajacy
element rozprawy, poszerzajacy charakterystyke badanych izolatbw o oceng ich aktywnosci
biologicznej in vitro. Pewnego doprecyzowania wymaga jednak sposob przygotowania ekstraktow.
W opisie metody podano koficowe stgzenie wankomycyny wynoszace 15% w/v. Warto wyjasni¢, czy
wartoéé ta zostala podana prawidlowo oraz w jaki sposéb uwzgledniono mozliwoé¢ wplywu samej
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wankomycyny na zywotnos$¢ i aktywnos¢ metaboliczng badanych linii komérkowych. Zastosowany
model nalezy przy tym traktowaé jako uzyteczne narzgdzie do oceny aktywnosci cytotoksycznej
produktéw bakteryjnych in vitro, a nie jako pelne odtworzenie procesu zakazenia.

Ocena analizy statystycznej

W pracy zastosowano szeroki zestaw metod statystycznych, obejmujgcy m.in. testy chi-kwadrat
i dokladne testy Fishera, korekty dla wielokrotnych poréwnan, wspdlczynniki V Craméra, Phi
i Spearmana, wspdlczynnik kappa Cohena, testy nieparametryczne oraz modele regresji logistycznej
wraz z analizg ROC i warto$ci AUC. Dobér metod byt odpowiedni do charakteru analizowanych danych
i umozliwil wieloaspektowa oceng zaleznosci pomiedzy przynaleznoscia gatunkowa izolatéw,
obecnoscig badanych genéw oraz ich wiasciwosciami fenotypowymi. Szeroki zakres zastosowanych
analiz statystycznych $wiadczy o dobrym przygotowaniu Doktorantki do samodzielnej analizy
i interpretacji ztozonych danych badawczych.

Prezentacja wynikéw lekowrazliwos

Uzyskane wyniki pozwolily na szeroka charakterystyke badanej kolekcji izolatdbw oraz oceng
wystgpowania fenotypéw opornosci wielolekowej. W publikacji z 2025 r. mozna jednak zauwazy¢
réznice pomigdzy czgstosciami opornosci przedstawionymi w tabeli 5 a warto§ciami zamieszczonymi
w tekscie (cefotaksym- 98,1% w tabeli/ 97,1% w tekscie, klindamycyna - 92,3% / 96,2%, ampicylina -
43,3% i 47,1% w tekscie). Rozbieznosci mogg wynikac z wykorzystania kolejnych wersji zestawienia
wynikéw albo mieé charakter redakcyjny. Dodatkowego wyjasnienia wymaga zapis dotyczacy
enrofloksacyny, w ktérym taki sam odsetek izolatow L. monocytogenes, wynoszacy 58,3%, przypisano
zaréwno do kategorii opornej, jak i $rednio wrazliwej. Przy rozlacznych kategoriach interpretacyjnych
wartoéci te nie moga jednoczesnie dotyczy¢ tej samej grupy 24 izolatow bez przekroczenia jej
liczebnosci.

Wskazane réznice nie zmieniajg zasadniczego obrazu uzyskanych wynikéw, ale majg znaczenie dla
przejrzystosci prezentacji danych.

Caloéé przedstawionych badai potwierdza umiejetnoéé Doktorantki samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej.

Ocena oméwienia wynikow i wnioskow

Oméwienie wynikow jest zasadniczo prawidlowe i odnosi uzyskane dane do aktualnego stanu wiedzy.
Doktorantka podejmuje probe interpretacji wynikéw w szerszym kontekécie mikrobiologii i
bezpieczenistwa zywnoéci. Wskazane w recenzji zastrzezenia dotycza przede wszystkim zakresu
niektorych interpretacji i nie wplywajg na pozytywng oceng tej czesci rozprawy.

Ocena znaczenia praktycznego

Uzyskane wyniki majg znaczenie praktyczne dla oceny zagrozen zwigzanych z wystepowaniem Listeria
spp. w rybach oraz moga wspieraé ukierunkowanie dalszych badan i nadzoru nad bezpieczenstwem
produktéw rybnych.

Ocena strony formalnej i jezykowej opracowania

Rozprawa zostala przygotowana w ukladzie umozliwiajgcym zapoznanie si¢ Z zalozeniami badaf,
zastosowanymi metodami, wynikami i ich interpretacjg. Cykl dwoch publikacji jest tematycznie spojny,
a kolejne analizy tworzg logiczng charakterystyke zgromadzonej kolekcji izolatow.

W tekscie wystgpuja drobne bledy skiadniowe, fleksyjne i literowe, migdzy innymi: kompleksowe
badania ... pozwolilo, okreslenie czgstosé wystepowania, nalezgce go rodzaju, ujemy potencjal czy
zastawu identyfikujacego. W publikacji z 2025 r. w tabeli 5 pojawiaja si¢ réwniez formy L. seligeri i
L. weshimeri zamiast prawidlowych L. seeligeri i L. welshimeri. Wskazane uchybienia maja charakter
gléwnie redakcyjny i porzadkujacy, nie wplywaja na warto$¢ merytoryczng ani naukowg rozprawy.
Zagadnienia wymagajgce wyjasnienia podczas obrony

W zwigzku z przedstawionymi uwagami prosze Doktorantke o odniesienie si¢ podczas publicznej
obrony do nastgpujacych zagadnien:

1. Ile sposrod 750 badanych probek bylo rzeczywiscie dodatnich i jaka byla relacja pomig¢dzy
liczba dodatnich probek a liczbg 104 analizowanych izolatow?

2. Jak uzasadniono zastosowanie wartosci granicznych opracowanych dla Staphylococcus spp.
i Enterococcus spp. do interpretacji wynikow uzyskanych dla Listeria spp.?

3 Ktory zestaw danych dotyczgcych lekowrazliwosci nalezy uznaé za ostateczny i jak nalezy
interpretowaé rozbiezno$¢ dotyczacq enrofloksacyny (warto$ci przedstawione w abstrakcie, opisowej
cze$ci wynikéw czy warto$ci zamieszezone W tabeli 5)?
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4. Z czego wynikalo zastosowanie wankomycyny w stezeniu 15% (w/v) i w jaki sposob
kontrolowano jej ewentualny wplyw na badane linie komérkowe?

. Jak Doktorantka ocenia wplyw powiazania gatunku ryby ze §rodowiskiem jej pochodzenia na
wnioski dotyczace réznic pomigdzy wodami stojacymi, wodami przeplywowymi i $rodowiskiem
morskim?

6. Ktére ograniczenie obecnej pracy Doktorantka uwaza za najwazniejsze do rozwigzania
w pierwszej kolejnosci i dlaczego?

Whioski koncowe

Stwierdzam, Ze rozprawa doktorska mgr Marty Marii Soltysiuk spelnia wymagania okreslone w art. 187
ust. 1 - 4 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce.

Oceniajgc calos¢ przedstawionego osiggnigcia naukowego pozytywnie, wnoszg 0 dopuszczenie
Doktorantki do publicznej obrony oraz dalszych etapéw postgpowania w sprawie nadania stopnia
doktora w dziedzinie nauk weterynaryjnych, w dyscyplinie weterynaria.

Whiosek o wyrdznienie rozprawy doktorskiej

Uwzgledniajac obszerny material badawczy obejmujacy 750 probek, kompleksowy i wielokierunkowy
charakter przeprowadzonych badan, obejmujacych zaréwno analizy fenotypowe i genotypowe, jak
rowniez ocen¢ tworzenia biofilmu i aktywnosci cytotoksycznej, a takze oryginalnos¢ wynikéw
dotyczacych slabiej dotychczas rozpoznanych grup ryb, uwazam, Ze rozprawa doktorska mgr Marty
Marii Soltysiuk wyréznia si¢ wysoka wartoscig poznawezg i aplikacyjna. Na szczegélne podkreslenie
zasluguje polaczenie szerokiego zakresu metod badawczych z rozbudowang analiz statystyczng oraz
uzyskanie danych mogacych mie¢ znaczenie dla oceny zagrozefi mikrobiologicznych zwigzanych
z produktami rybnymi. W zwigzku z powyZszym wnoszg 0 wyréznienie rozprawy doktorskiej.
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