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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Aleksandry Anny Oldak
zatytulowanej ,,Ocena wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych szczepow bakterii
fermentacji mlekowej wyizolowanych z produktéw regionalnych”,
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Danuty Kolozyn-Krajewskiej
i dr hab. Doroty Zielinskiej, prof. SGGW,
w Katedrze Technologii Gastronomicznej i Higieny Zywno$ci, Instytutu Nauk

o Zywieniu Czlowieka, Szkoly Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie.

Ocena formalna pracy

Przedstawiona od oceny rozprawa jest cyklem 3 publikacji powigzanych
tematycznie opublikowanych w latach 2017-2019. Publikacje ukazaly sie
w czasopismach: BioMed Research International, Probiotics and Antimicrobial
Proteins oraz Zywno$¢ Nauka Technologia Jako$é. Wszystkie publikacje sa
publikacjami oryginalnymi. Sumaryczny wspolczynnik oddzialywania Impact Factor
(IF) tych publikacji to 5,159 a suma punktéw wg listy ministerialnej po 31.07.2019
wynosi 160. Przedstawiony cykl publikacji zostal poprzedzony opisem (dalej zwanym

komentarzem), ktory zawiera: zrodia finasowania, wykaz publikacji stanowiacych
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osiggni¢cie naukowe, wstep, przeglad pi$miennictwa cel pracy, hipotezy badawcze,
material i metodyka badan, omdwienie i dyskusja publikowanych wynikéw,
podsumowanie, stwierdzenia i wnioski, spis pi$miennictwa, zalaczniki w ktérych
dotaczono kopie publikacji stanowiacych rozprawe doktorska. Wszystkie publikacje
sa wieloautorskie, a udzial doktorantki wg Jej deklaracji wynosi od 50 do 80% co
$wiadczy o duzym wkladzie pracy i zaangazowaniu w powstanie tych prac. Tylko w jedne;j
z tych prac Pani Aleksandra A. Oldak jest autorem korespondencyjnym.
Ocena merytoryczna pracy

Zjawisko zanieczyszczenia mikrobiologicznego zywnosci jest duzym problemem
w skali $wiatowej. Od wielu lat nieustannie zespoty badawcze na calym $wiecie podejmuja
prace nad ograniczeniem transferu mikroorganizmow poprzez zywnosé, w szczegolnosci
chorobotwoérczych dla czlowieka. Szczegdlnie niebezpieczne jest zanieczyszczenie
zywnosci mikroorganizmami o nikim poziomie infekcyjnym - 10° komoérek jak
w przypadku szczepdw Listeria spp. czy shigatoksyczne E.coli (STEC) gdzie wystarczy
spozy¢ z zywnoscig koto 100 komorek. Jednym ze sposobow ochrony zywnosci jest
stosowanie konserwantéw chemicznych. Niemniej, wraz ze wzrastajacg $wiadomoscia
konsumenckg poszukuje si¢ alternatywnych naturalnych, znacznie lepiej akceptowanych
sposobdw eliminacji mikroflory niepozadanej z zywnosci. Jedng z takich metod jest
zastosowanie fermentacji mlekowej, a dokladniej bakterii nalezacych do tej duzej grupy
lub ich metabolitow. Zatem, podj¢ta w dysertacji tematyka jest aktualna i wpisuje si¢
w zagadnienia dyscypliny technologia Zywnoéci i zywienia.

Celem przedstawionej do oceny pracy byla charakterystyka aktywnosci
antagonistycznej wybranych szczepow bakterii fermentacji mlekowej, wyizolowanych
z tradycyjnej zywnosci fermentowanej oraz oszacowanie mozliwosci zastosowania
wybranych szczepdw bakterii do biokonserwacji zywnosci.

W  pierwsze] pracy zatytulowanej ,,Comparison of antibacterial activity
Lactobacillus plantarum strains isolated from two different kinds of reginal cheeses form
Poland: oscypek and korycinski cheese” celem byla ocena wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowych szczepow Lactobacillus plantarum (obecnie
Lactiplantibacillus plantarum subsp. plantarum) wyizolowanych z dwdch r6znych typéow
ser6w regionalnych produkowanych w réznych regionach Polski oraz ocena ich potencjatu

antagonistycznego. Sposrod 87 izolatow pozyskanych z wyzej wymienionych probek
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serow, 29 szczepdw zidentyfikowano jako Lactobacillis plantatum. Dodatkowo,
do badan poréwnawczych dotgczono szczep o udokumentowanych wihasciwosciach
probiotycznch Lactobacillis plantatum 299v. Aktywnos¢ antagonistyczng pozyskanych
izolatéw przeprowadzono w stosunku do 3 szczepdw Listria monoctogenes z kolekeji
ATCC, Salmonella Enteritidis ATCC 13076, E.coli ATCC 10536 oraz dwoch izolatow
z zywnosci: Bacillus subtilis oraz Enterococcus faecium. Aktywnos$¢ antagonistyczng
bakterii Lactobacilllus plantarum badano w 3 wariantach: ciecz po hodowli zawierajaca
zywe komorki bakterii (WBC), supernatant po hodowli pozbawiany zywych komorek
bakterii (CFS) oraz supernatant po hodowli pozbawiany zywych komorek bakterii
poddany neutralizacji i dzialaniu enzymu katalazy. Analizujagc wyniki aktywnosci
antagonistycznej badan przedstawionych na wykresie 1 (typu ,.heat map” mapa ciepla)
mozna stwierdzi¢, ze najbardziej efektywne w ograniczaniu wzrostu mikroorganizmow
testowych okazaly si¢ preparaty po hodowli zawierajace, zywe komorki bakterii
fermentacji mlekowej (WBC). W komentarzu na stronie 42 Autorka pracy twierdzi,
ze za efekt ten moze by¢ odpowiedzialna mozliwos¢ dalszego prowadzenia
metabolizmu przez bakterie. W dalszym opisie na tej samej stronie Autorka
przypuszcza w oparciu o porownanie aktywnosci antagonistycznej w CFN, ze za
utrzymanie aktywnosci antagonistycznej po neutralizacji filtratow odpowiedzialne
moga by¢ niskoczasteczkowe zwigzki aktywne np. bakteriocyny czy nadtlenek wodoru.
Czy zostaly wykonane proby jakosciowe na obecnosé bakteriocyn i nadtlenku wodoru?

Do dalszych badan Doktorantka wytypowata 2 szczepy L. plantarum Osd
i Kor 14. Wartosciowym elementem tej publikacji jest aktywnos¢ antagonistyczna
wytypowanych szczepow w mleku. Wiadomo, ze testy anatagonistyczne dyfuzyjne
mogg by¢ testem przesiewowym w poszukiwaniu czynnikow wysoce efektywnych.
Natomiast w warunkach in sifu zarowno szczep antagonistyczny jak i testowy mogag
zachowywaé si¢ w odmienny sposob. Najefektywniej w stosunku do kontroli
ograniczany byl wzrost S. Enteritidis a najslabsze oddziatywanie bakterii L.plantarum
zaobserwowano w przypadku E.coli i L. monnocytogenes. Jest to zjawisko
zastanawiajgce, poniewaz E.coli jest dos¢ wrazliwa na obecnos¢ bakterii fermentacji

mlekowych w $rodowisku, a w szczegolnosci na ich metabolity. Szkoda, ze nie
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pokuszono si¢ wykonanie profilu metabolitow syntetyzowanych przez badane bakterie
fermentacji mlekowej w mleku i podtozu modelowym. Pozwolilby to na wyjasnienie
zaobserwowanego zjawiska.

W drugiej publikacji zatytulowanej ,,Lactobacillus plantarum strains isolated

from polish regional cheeses exhibit anti-staphylococcal activity and selected probiotic
properties” Doktorantka prezentuje rowniez aktywnos$¢ antagonistyczng 29 izolatow
w tym przypadku do 3 szczepdw Staphylococcus aureus. Rowniez, pokazuje wybrane
cechy probiotyczne wyizolowanych szczepéw: profil enymatyczny, fenotyp
antybiotykooprnosci, przezywalnos¢ w symulowanym przewodzie pokarmowym,
adhezje do komorek gruczolaka ludzkiego Caco2. Ponadto, wykonano analogiczny test
in situ w mleku jako matrycy. W tym przypadku Doktorantka rowniez wybrata te same
szczepy L. plantarum Os4 1 Kor 14. Z wykresu 1 prezentowanego w publikacji jako
mapa ciepta mozna wytypowac¢ znacznie bardziej efektywne antagonistycznie szczepy
L. plantarum w stosunku do S.aureus, np. izolat oznaczony jako Osl, Os5 czy Os8.
Jakie bylo kryterium wyboru szczepéw LAB do testow antagonistycznych w stosunku
do gronkowcow?
Analizujac wyniki eksperymentow in situ zarbwno w pierwszej jak i drugiej publikacji
gdzie infekowano mleko odpowiednimi bakteriami patogennymi dla czlowieka
na poziomie 100 komoérek/ml nasuwa si¢ pytanie: Dlaczego dla wszystkich bakterii
stanowigcych zanieczyszczenie mleka zastosowano ten sam poziom zanieczyszczenia
wiedzac, ze mikroorganizmy te majg zréznicowane poziomy inicjujace chorobe?

W publikacji 2 przedstawiono rowniez profil aktywnosci enzymatyczne;j, profil
fenotypowy antybiotykoodpornosci oraz mozliwos¢ ograniczania adhezji komorek
S.aureus do linii komérek Caco2 przez wcezesnie] omawiane warianty plyndéw po
hodowli L. plantarum. Najwyzszy poziom inhibicji zaobserwowano w przypadku
zastosowania cieczy po hodowli zawierajgcej zywe komorki bakterii fermentacji
mlekowej. Natomiast stosujac inaktywowane termicznie komorki bakterii fermentacji
zaobserwowano najstabszy efekt hamowania adhezji S.aureus. Jakie inne czynniki

a nie tylko pierwszorzgdowe metabolity moga odpowiedzialne za obserwowany efekt?
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Trzecia publikacja wchodzaca w sklad osiaggniecia zatytulowana ,,Poréwnanie
aktywnos$ci antagonistycznej wykazywanej przez szczepy bakterii fermentacji
mlekowej wyizolowane z réznych rodzajow zywnosci tradycyjnej” jest meta-analiza
wynikow badan dotyczacych aktywnosci antagonistycznej bakterii fermentacji
mlekowej przeprowadzonych w latach 2014-2019 przez zespdét badaczy Zakladu
Higieny i Zarzagdzania Jakoscig Zywnosci Szkoly Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego
w  Warszawie. W publikacji poszukiwano korelacji i wyznacznikbw pomiedzy
pochodzeniem szczepu (Zrodlo izolacji) a jego potencjalem antagonistycznym.
Aktywnos¢ antagonistyczng szczepow poréwnano w obrgbie 4 gatunkow:
L. palntarum, L.fermentum, L.brevis i Pd. pentosaceus w stosunku do wymienionych
w publikacjach 1 1 2 szczepow patogennych dla cztowieka. Kluczowym
i najwazniejszym wnioskiem wynikajacym z wykonanej meta-analizy jest wykazanie,
ze badane szczepy Dbakterii fermentacji mlekowej charakteryzowaly si¢
zroznicowanymi wlasciwo$ciami antagonistycznymi przy czym decydujgcymi
wyroznikami bylo zrédto pochodzenia (Srodowisko) oraz przynaleznosé filogenetyczna
szczepu.

Z obowigzku recenzenta wynika rowniez ocena redakcji tekstu i poprawnosci
stosowanej nomenklatury mikroorganizmow. W komentarzu do osiggnigcia
i w publikacjach przedtozonych jako podstawa do ubiegania sie o stopien naukowy
doktora Doktorantka nieprawidlowo stosuje zapis nazwy szczepdéw salmonella.
Stosowany w pracy zapis S. enferitidis sugeruje ze ,.enteritidis” to nazwa gatunkowa
szczepu. W przypadku szczepdw salmonella wyrézniamy tylko dwa gatunki S.enferica
i S.bongori. Natomiast przytraczane nazwy Enteridis i Typhimurium sg serowarami w
obrebie gatunku S.enterica i poprawny zapis dopuszcza pominigcie nazwy gatunku a
wpisanie bezposrednio nazwy serowaru, wtedy po nazwie rodzajowej serowar
wpisujemy duzg literg bez czcionki ,.italic” np. Salmonella Enteritodis (S.Entetitidis).
W komentarzu zataczonym do publikacji znajdujg sie rowniez liczne bledy literowe i
edytorskie. Niemniej nie wplywaja one na merytoryczng i pozytywna oceng
caloksztaltu osiaggnigcia.

Postawiony cel pracy zostal w pelni zrealizowany. Podjeta tematyka jest
aktualna i niezwykle wazna z punktu widzenia mikrobiologii zywnosci. Natomiast

publikacja bedaca meta-analiza wnosi wazne informacje do mikrobiologii
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prognostycznej. Uzyskane wyniki oceniam pozytywnie a uwagi krytyczne 1 pytania
zawarte w recenzji maja na celu jedynie wywolanie dyskusji naukowej podczas

publicznej obrony.

Whiosek koncowy

Przedstawiony cykl 3 publikacji opatrzony wspélnym tytulem “Ocena
wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych szczepow bakterii fermentacji mlekowej
wyizolowanych z produktéw regionalnych hodowli” spetnia wymagania okreslone
w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. nr 65, poz. 595, z pézn. zm.). Zatozone cele badawcze zostaly zrealizowane,
a postawione hipotezy pozytywnie zweryfikowane. Przedstawione w pracy wyniki
wpisujg sie¢ nurt zagadnien badawczych prowadzonych w dyscyplinie technologia
Zywnosci i Zywienia.

W oparciu o powyzsze przestanki wnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny
Technologia Zywnosci i Zywienia Szkoly Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego
w Warszawie o przyjecie rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Aleksandry Anny Oldak

i dopuszczenie Jej do dalszych etapéw postepowania.
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