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Ocena trafnosci wyboru tematu pracy doktorskiej

Ocena bezpieczenstwa mikrobiologicznego zywnosci obejmuje badanie na obecnos¢
gronkowcow koagulazo-dodatnich. Wiadomo, ze gronkowce koagulazo-ujemne (CNS -
Coagulase  Negative Staphylococci) sa czesciej spotykang mikroflorg surowcow
zywnosciowych i produktéw zywnosciowych niz gronkowce koagulazo-dodatnie. Sg to
bakterie oportunistyczne, a pomimo tego niewiele wiadomo o ich potencjale toksynotwoérczym.
Przez dlugi czas gronkowce koagulazo-ujemne uznawane byly za niechorobotworcze. Ponadto,
niewielkie dotychczasowe zainteresowanie nauki tymi drobnoustrojami bylo wynikiem
powszechnego kojarzenia faktu zjadliwosci gronkowcow ze zdolno$cig do wytwarzania
koagulazy wolnej, wykrywanej rutynowymi testami diagnostycznymi. Okazuje si¢ jednak, ze
nie tylko gronkowce koagulazo-dodatnie nalezy uznawaé za potencjalnie chorobotwoércze.
Coraz czgsciej w S$wiecie medycznym mowi sie o zwigkszaniu zdrowotnego znaczenia
gronkowcoéw koagulazo-ujemnych, ich patogennosci (w tym jako istotnego czynnika
etiologicznego zakazen szpitalnych) i antybiotykoodpornosci. Co ciekawsze, pierwsze
doniesienia o potencjalnej patogennosci gronkowcow koagulazo-ujemnych pochodzg z 1958 r.
1 dotycza pacjentoéw z sepsa.
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Celem recenzowanej pracy doktorskiej jest ocena w jakim stopniu gronkowce
koagulazo-ujemne, stanowiace zanieczyszczenie surowego mleka krowiego, moga posiadaé
geny warunkujace zdolno§¢ do wytwarzania enterotoksyn, a takze okreslenie bior6znorodnosci
tych mikroorganizméw. Temat podjety w rozprawie doktorskiej mgr inz. Izabeli Helak wpisuje
si¢ zatem w aktualne trendy badawcze z zakresu potencjatu chorobotworczego gronkowcow
koagulazo-ujemnych i ich znaczenia w mikrobiologow zywnosci, technologii zywnosci, a
szczegoOlnie technologii mleka. Przedmiotem badan tej rozprawy doktorskiej sg bowiem
szczepy gronkowcOw wyizolowane z surowego mleka krowiego pozyskiwanego w regionie
Pomorza Zachodniego w okresie luty — lipiec 2011 r. i zdeponowane w kolekcji szczepow
Katedry Mikrobiologii i Biotechnologii Stosowanej ZUT.

Formalna i merytoryczna ocena pracy doktorskiej

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska ma ukfad typowy dla pracy doktorskiej o
charakterze eksperymentalnym. Zawiera nastgpujace rozdzialy: Spis tresci, Wykaz skrotow,
Streszczenie, Abstract, 1. Wstep, 2. Cel pracy, 3. Materialy, 4. Metodyka, 5. Wyniki, 6.
Dyskusja, 7. Wnioski, 8. Aneks, 9. PiSmiennictwo, 10. Spis tabel i rysunkow.

Chociaz zastosowana kolejnos¢ rozdziatlow nie jest zbyt czesto spotykana w tego typu
pracach badawczych, to jest do zaakceptowania.

»otreszezenie” 1 ,Abstract” s3 dwustronicowymi podsumowaniami rozprawy
doktorskiej, zredagowanymi odpowiednio w jezyku polskim i angielskim. Recenzent nie wnosi
zastrzezen do formalnej 1 merytorycznej strony tych czesci pracy.

~Wstep” liczy 18 stron i jest aktualnym przegladem literatury wprowadzajagcym w
tematyke rozprawy. Przegladu pismiennictwa dokonano przede wszystkim o publikacje
naukowe z ostatnich 20 lat, co jest niezwykle cenne w przypadku opracowan naukowych.
Rozdzial jest podzielony na 4 podrozdziaty: 1.1. Koagulazo-ujemne gronkowce (CNS), 1.2.
Czynniki wirulencji Staphylococcus spp., 1.3. Zywno$¢ jako noénik CNS oraz 1.4. Gronkowce
w zatruciach pokarmowych. Calos¢ tekstu rozdziatu jest wzbogacona 3 tabelami bedacymi
wlasnymi opracowaniami na podstawie danych pismiennictwa. Recenzent nie wnosi wigkszych
zastrzezen do formalnej strony tej czeSci pracy (zauwazone bledy interpunkcyjne czy
stylistyczne nie utrudniajg lektury tekstu).

Zastosowany uklad rozdziatu oraz dobor cytacji $wiadczy o zaznajomieniu Autorki z
dawnymi 1 aktualnymi krajowymi i zagranicznymi danymi literaturowymi. Pierwszy
podrozdzial dotyczy krotkiej charakterystyki i systematyki gronkowcow, w tym koagulazo-
ujemnych gronkowcéw. Drugi podrozdzial omawia czynniki zjadliwosci gronkowcow, a
szczegolnie gronkowcow koagulazo-ujemnych. Moim zdaniem Autorka rozprawy
niepotrzebnie wyr6znita w tym podrozdziale podpunkt zatytulowany 1.2.1. Enterotoksyny
gronkowcowe i podpunkt tego podpunktu, zatytutowany 1.2.1.1. Potencjat enterotoksyczny
CNS. Takie rozdrobnienie podpunktéw i podpunktow do podpunktéw nie jest potrzebne, tym
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bardziej, ze dotyczy tylko jednego zagadnienia. Jest to jednak tylko uwaga redakcyjna,
nieznaczaca dla warto$ci naukowej opracowania. Przedstawione informacje dowodzg dobrego
zapoznania si¢ Autorki z literaturg tematu i przygotowania teoretycznego do realizacji tematu.
W podrozdziale 1.3. Zywno$¢ jako nosnik CNS Autorka scharakteryzowata dane
pi$miennictwa dotyczace wykrywania CNS w roznych surowcach zywnosciowych i
produktach zywno$ciowych (nie tylko mleczarskich), z uwzglednieniem réznorodnosci
gatunkowej tych mikroorganizmow.

,Wstep” jest dobrym uzasadnieniem celu badan podjetych w recenzowanej rozprawie
doktorskiej. Szkoda jednak, ze Autorka nie podjela proby dokiadniejszego omoéwienia
produktow mleczarskich, a przede wszystkim procesow mleczarskich determinujgcych
przezywalnos¢ koagulazo-ujemnych gronkowcow w zywnosci na bazie mleka. Byloby to dobre
uzupelnienie uzasadnienia podjecia tematu niniejszej rozprawy doktorskiej. W ostatnim
podrozdziale ,, Wstepu” Autorka oméwita znaczenie gronkowcow w zatruciach pokarmowych.
Ta czgs¢ dowodzi umiejetnosci Autorki do selekcji danych literaturowych niezbednych dla
podejmowanej tematyki opracowania. Cennym jest to, ze Autorka rozprawy podjeta probe
osobnego omdéwienia znaczenia koagulazo-ujemnych gronkowcéw w zatruciach pokarmowych,
czym dowiodla, ze szukajac danych literaturowych i redagujac ,,Wstep” caly czas pamigtata o
temacie 1 celu pracy.

Kolejnym rozdziatem pracy jest jednostronicowy ,.Cel pracy”. Przedstawiono w nim
hipoteze¢ badawcza (glowny cel pracy) oraz trzy cele szczegdtowe. Hipotezg badawczg jest
przypuszczenie, ze koagulazo-ujemne gronkowce, stanowigce zanieczyszczenie SUrowego
mleka krowiego pozyskiwanego w regionie Pomorza Zachodniego, s3 nosnikami genow
warunkujgcych zdolno$¢ szczepoéw do produkcji wybranych enterotoksyn, za$ szczepy te
cechuje duza bioréznorodnos¢é. Celami szczegdlowymi byly: (1) okreSlenie stopnia
zréznicowania fenotypowego szczepow koagulazo-ujemnych gronkowcow wyizolowanych z
surowego mleka krowiego pozyskanego od stalych dostawcow jednej z mleczarni z regionu
Pomorza Zachodniego, (2) ocena potencjatu enterotoksycznego szczepow koagulazo-ujemnych
gronkowcow wyizolowanych z surowego mleka krowiego na podstawie obecnosci genow
warunkujacych produkcje enterotoksyn technika PCR, (3) ocena mozliwosci wykorzystania
cech fenotypowych w roznicowaniu szczepow koagulazo-ujemnych gronkowcow na
enterotoksyczne 1 nieenterotoksyczne metodami taksonomii numerycznej k-medoidow.

Recenzent nie wnosi zastrzezen do formalnej strony tej czesci pracy.

Moim zdaniem zupelnie niepotrzebnie przedstawiono w tym punkcie uzasadnienie
podjecia badan (to powinno by¢ zrobione we ,Wstepie”). Nie na miejscu jest rowniez
wykazanie, co jest nowoscig tej pracy naukowej (to powinno by¢ podkreslone w ,,Dyskusji” lub
podsumowaniu pracy).

Rozdzial ,Materialy” liczy 4 strony. Oméwiono w nim Zrodia i czas pozyskania 299
szczepow gronkowcow zdeponowanych w kolekcji szczepow Katedry Mikrobiologii i
Biotechnologii Stosowanej ZUT, bedacych przedmiotem badan niniejsze] rozprawy
doktorskiej, zrédita pozyskania szczepow wzorcowych (8 szczepéw gronkowcoOw oraz 8
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szczepoOw przedstawicieli innych bakterii: Staphylococcus aureus subsp. aureus,
Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae,
Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Pseudomonas spp., Salmonella spp., Micrococcus
spp.). Wymieniono takze wykorzystanie w badaniach podtoza mikrobiologiczne, odczynniki i
gotowe zestawy analityczne, aparature i sprzet laboratoryjny.

Recenzent nie wnosi zastrzezen do formalnej strony tej czesci pracy.

Sadzac po cytacjach wykorzystanych w tym rozdziale pracy mozna wnioskowaé, ze
szczepy gronkowcow zdeponowane w kolekcji szczepow Katedry Mikrobiologii i
Biotechnologii Stosowanej ZUT i bedace materialem recenzowanej pracy doktorskiej byly juz
wczesniej przedmiotem badan w pracy magisterskiej wykonanej przez Autorke (Helak I
Antybiotykoopornos¢ potencjalnie chorobotworczych gronkowcow wyizolowanych z mleka
regionu Pomorza Zachodniego, ZUT 2012). Szkoda, ze charakteryzujgc material badawczy,
czyli 299 wyizolowanych szczepow gronkowcow, Autorka recenzowanej rozprawy doktorskiej
nie odwolala si¢ do wybranych szczegolowych wynikow wilasnej pracy magisterskiej.
Pozwolitoby to na pelniejsze przedstawienie zdrowotnego znaczenia gronkowcow koagulazo-
ujemnych i ich patogennosci dla bezpieczenstwa surowca mleczarskiego.

Kolejnym rozdzialem pracy jest ,Metodyka” liczaca 15 stron. Rozdzial ten jest
podzielony na 6 podrozdzialéw: 4.1. Przygotowanie szczepoéw do badan, 4.2. Roznicowanie
fenotypowe badanych szczepow gronkowcow, 4.3. Izolacja i analiza genomowego DNA, 4.4.
Metodyka badan genetycznych, 4.5. Identyfikacja potencjalnie enterotoksycznych szczepow
CNS do gatunku, 4.6. Analiza statystyczna. Przy czym podrozdzialy 4.1. i 4.2. omawiaja
metodyke stuzaca do wydzielenia ze zbioru szczepéw gronkowcoOw uznanych wstepnie za
koagulazo-ujemne i ich podstawowej biochemicznej charakterystyki. Z kolei podrozdziaty 4.3.
i 4.4. dotycza badan genetycznych potwierdzajacych przynaleznos¢ wybranych szczepow do
rodzaju Staphylococcus, okreslajacych obecno$¢ fragmentu genu femA typowego dla
Staphylococcus aureus, a takze okreslajacych potencjal enterotoksyczny szczepoéw koagulazo-
ujemnych gronkowcéw na podstawie obecnosci gendéw kodujacych 18 enterotoksyn.
Podrozdzial 4.5. opisuje metody identyfikacji potencjalnie enterotoksycznych szczepow
koagulazo-ujemnych gronkowcoéw bedacych nosnikami genow warunkujacych zdolnos¢ do
produkgcji enterotoksyn: na podstawie profili biatkowych z wykorzystaniem spektrometrii mas
typu MALDI-TOF oraz na podstawie cech biochemicznych z wykorzystaniem
zautomatyzowanego systemu VITEK 2. Z kolei podrozdzial 4.6. zawiera informacje o
analizach statystycznych zebranych wynikow ww. analiz, pozwalajacych na roznicowanie
(klasyfikowanie) potencjalnie enterotoksycznych szczepow koagulazo-ujemnych gronkowcow.
Taka organizacja pracy dowodzi, ze Autorka jest naukowcem dobrze przygotowanym do
planowania i realizacji prac badawczych.

Recenzent nie wnosi zastrzezen do formalnej i merytorycznej strony tej czesci pracy.
Rozdzial , Wyniki” liczy 20 stron tekstu recenzowanej rozprawy doktorskiej,
podzielonych na 4 podrozdziaty: 5.1. Ocena zréznicowania fenotypowego koagulazo-ujemnych
gronkowcow, 5.2. Ocena potencjalu enterotoksycznego doswiadczalnych CNS z mleka, 5.3.
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Przynaleznos¢ gatunkowa potencjalnie enterotoksycznych CNS z mleka, 5.4. Zwigzek migdzy
fenotypem, potencjalem enterotoksycznym i przynaleznoscig gatunkows szczepéw CNS z
mleka. Recenzent nie wnosi zastrzezen do formalnej strony tej czesci pracy.

Na wstepnie rozdzialu ,,Wyniki” zestawiono dane dotyczace 163 szczepow koagulazo-
ujemnych gronkowcéw wyselekcjonowanych ze zbioru 299 szczepéw zdeponowanych w
kolekcji szczepow Katedry Mikrobiologii i Biotechnologii Stosowanej ZUT i bedacych
materialem do badan w niniejszej rozprawie doktorskiej. Zgodnie z rozdzialem , Materiaty”
przedstawiono informacje o miejscu i czasie pozyskania tych szczepow od dostawcow jednej z
mleczarni z regionu Pomorza Zachodniego. Zobrazowano réwniez wyniki analizy dowodzace,
ze te wyselekcjonowane 163 szczepy koagulazo-ujemnych gronkowcow posiadajg fragmenty
genu fuf (wysoce konserwatywnego), czym Autorka potwierdzifa ich przynaleznos¢ do rodzaju
Staphylococcus. Dokonano takze przedstawienia i omowienia wynikéw wykluczajacych
przynalezno$¢ wyselekcjonowanych 163 szczepéw koagulazo-ujemnych gronkowcoéw do
atypowych Staphylococcus aureus. Ta czg$¢ pracy dowodzi, ze Autorka jest naukowcem
dojrzatym i zdolnym nie tylko do samodzielnego prowadzenia badan naukowych, ale rowniez
krytycznej analizy i interpretacji otrzymywanych wynikow.

Jesli chodzi o analize fenotypowa, to Autorka rozprawy przedstawita wyniki badania 7
cech: (1) wielko$¢ kolonii na podiozu Baird-Parkera, (2) barwa kolonii na podiozu Baird-
Parkera, (3) zdolno$¢ do wytwarzania lecytynazy na podiozu Baird-Parkera, (4) barwa kolonii
na podlozu Brain Heart Infusion (BHI) Agar, (5) zdolno$¢ do hydrolizy mannitolu, (6)
aktywnos¢ hemolityczna, (7) obecnos¢ biatka powierzchniowego (koagulazy zwigzanej, tzw.
clumping factor). Autorka bardzo czytelnie zobrazowata sposob pogrupowania tych szczepéow
w tabeli 18. Na podstawie tych wynikéw badane szczepy koagulazo-ujemnych gronkowcow
pogrupowano na 62 profile fenotypowe. Zdolnos¢ do wilasciwej interpretacji zgromadzonych
wynikow doswiadczalnych dowodzi, ze Autorka posiada umiejetnos¢ planowania i realizacji
badan naukowych, jak rowniez interpretacji otrzymanych wynikow, co jest oczekiwane od
0s0b ze stopniem naukowym doktora.

Ocena potencjalu enterotoksycznego wyselekcjonowanych 163 szczepow koagulazo-
ujemnych gronkowcéw polegata na okresleniu obecnosci genow kodujacych 18 enterotoksyn.
Otrzymane wyniki tych analiz wykazaly, ze udzial szczepéw koagulazo-ujemnych
gronkowcow potencjalnie enterotoksycznych jest niewielki wérod CNS wyizolowanych z
mleka surowego 1 bedacych materialem badawczym niniejszej pracy doktorskiej.
Wykorzystujac metody Multiplex PCR i Duplex PCR Autorka stwierdzita potencjalng zdolno$¢
do wytwarzania enterotoksyny O u 17 szczepéw CNS, enterotoksyny G u 8 szczepdéw oraz
enterotoksyny D u 7 szczepoéw. Dokladne analizy genetyczne wykazaly jednak, ze byly to w
wigkszosci wyniki falszywie dodatnie, zaledwie 8 szczepow koagulazo-ujemnych gronkowcow
wykazalo faktycznie obecnosé genéw enterotoksyny G. Dokonana krytyczna interpretacja
zbioru zebranych wynikow $wiadczy, ze Autorka jest wiasciwie przygotowana do
samodzielnego prowadzenia badan naukowych i interpretacji uzyskiwanych wynikow
badawczych.

Przynaleznos¢ gatunkowa 32 potencjalnie enterotoksycznych szczepow koagulazo-
ujemnych gronkowcoOw zostala potwierdzona na podstawie profili biatkowych z
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wykorzystaniem spektrometrii mas typu MALDI-TOF lub na podstawie cech biochemicznych
z wykorzystaniem zautomatyzowanego systemu VITEK 2. W wyniku analiz profili biatkowych
z wykorzystaniem spektrometrii mas typu MALDI-TOF sposérod 32 analizowanych szczepow
12 szczepow zostalo zaklasyfikowanych jako Staphylococcus epidermidis, 5 szczepow jako
przypuszczalnie Staphylococcus epidermidis, 6 szczepow jako Staphylococcus heamolyticus, 1
szczep jako Staphylococcus warneri. Natomiast 8 szczepoéw nie udalo si¢ zaklasyfikowac na
podstawie analizy profili biatkowych z wykorzystaniem spektrometrii mas typu MALDI-TOF,
Autorka przeprowadzila dla nich badanie na podstawie cech biochemicznych z
wykorzystaniem zautomatyzowanego systemu VITEK 2, co pozwolito na wydzielenie z nich 1
szczepu Staphylococcus heamolyticus, 1 szczepu Staphylococcus xylosus, 1 szczepu
Staphylococcus chromogenes, 1 szczepu Staphylococcus schleiferi, za$ 3 ostatnie szczepy nadal
pozostaly nie zidentyfikowane do poziomu gatunku. Wykazano tym samym, ze wszystkie
szczepy koagulazo-ujemnych gronkowcow wykazujace potencjat enterotoksyczny (posiadajace
geny kodujace enterotoksyne G) zostaly zidentyfikowane jako gatunek Staphylococcus
heamolyticus.

Dla wyselekcjonowanych 163 szczepéw koagulazo-ujemnych gronkowcoéw wykonano
analiz¢ statystyczng metodg taksonomii numerycznej k-medoidoéw, co zobrazowano w tabeli
24. Natomiast dla 8 szczepow koagulazo-ujemnych gronkowcow wykazujacych potencjal
enterotoksyczny (potwierdzona obecnos¢ genow kodujgcych enterotoksyne G) Autorka
dokonata analizy statystycznej wynikow fenotypowania, oznaczenia potencjalu
enterotoksycznego 1 przynaleznosci gatunkowej. W tej czesci pracy Autorka wykazata sie nie
tylko dobrym przygotowaniem teoretycznym i praktycznym do realizacji zaplanowanych
badan, ale réwniez umiejetnoscia do koordynowania interpretacjg otrzymanych wynikow.
Wykazano brak zwiazku miedzy potencjalem enterotoksycznym i miejscem i czasem
wyizolowania szczepu, zaobserwowano za$ statystycznie istotny zwigzek ze zdolnoscig do
hydrolizy mannitolu (w tym miejscu Autorka popelnita nieswiadomy blad piszac o ,,produkcji
mannitolu”). Niestety nie tylko w tym fragmencie pracy Autorka nie ustrzegla si¢ lapsusow
jezykowych i stosowania skrétow myslowych, nalezy zauwazy¢, ze nie utrudniaja one lektury
tekstu, ani nie umniejszaja merytorycznej wartosci recenzowanej rozprawy doktorskiej.

Nastepnym rozdzialem pracy jest ,,Dyskusja” zajmujaca 15 stron. W tej czesci pracy
umieszczono dwa nienumerowane punkty: (1) Potencjat enterotoksyczny CNS wyizolowanych
w mleka oraz (2) Przynalezno$¢ gatunkowa potencjalnie enterotoksycznych CNS. Recenzent
nie wnosi zastrzezen do formalnej strony tej czgsci pracy.

W mojej opinii rozdziat ,Dyskusja” mozna bylo wzbogaci¢ o aspekty identyfikacji i
klasyfikacji bakterii z rodzaju Staphylococcus. Mozna bylo oméwié zalety i wady
wykorzystania genu fuf w tym kierunku, w poroéwnaniu do wybranych innych metod
genetycznych, np. polimorfizmu migdzygenowego 16S rRNA i 23S rRNA, polimorfizmu genu
dnaJ do identyfikacji gronkowcow, identyfikacji na podstawie sekwencji oraz analizy
restrykcyjnej genu gap, na postawie sekwencji genu rpoB, sekwencji genu hsp60 do
identyfikacji i klasyfikacji gronkowcow, roznicowania gatunkOéw na postawie sekwencji 16S
rDNA, w oparciu o polimorfizm genu sodA. Tym bardziej byloby to cenne, ze Autorka sama
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wykorzystata rozne techniki pozwalajace na identyfikacje i klasyfikacje koagulazo-ujemnych
gronkowcow wyizolowanych z mleka surowego.

Autorka  przeprowadzila interesujaca dyskusje otrzymanych wynikow z
uwzglednieniem ich poroéwnania do wynikow badan innych autorow, chociaz proba ich
przedyskutowania byla niezwykle trudna, zwazywszy na ich ilo$¢, zakres i specyficznosé
zagadnienia. Tym bardziej, podjgcie jej przez Autorke dowodzi wysokich kompetencji do
prowadzenia badan naukowych. W ,Dyskusji” Autorka dokonata krytycznego omoéwienia i
poréwnania metod oceny aktywno$ci hemolitycznej gronkowcow, wykorzystywanych w
badaniach naukowych, a jednoczesnie odnosita si¢ pod tym wzgledem do wynikéw wiasnych.
Warto podkresli¢ takze, ze Autorka pokusila si¢ o poszukanie w literaturze naukowej przyczyn
otrzymanych wynikow i dokonanych obserwacji. Jest to bardzo cenna dyskusja wynikéw,
zwazywszy na znaczny udzial szczepow koagulazo-ujemnych gronkowcéw w ogolnej puli
gronkowcow izolowanych z surowca mleczarskiego.

Niezwykle interesujace i cenne naukowo sa rozwazania Autorki na temat wystepowania
potencjalu enterotoksycznego u koagulazo-ujemnych gronkowcow izolowanych z mleka
surowego, aspektow metodycznych badania tego potencjatu, czy metod identyfikowania i
klasyfikowania szczepéw gronkowcow do rodzaju lub gatunku. Krytyczne podejscie do metod
cytowanych w pismiennictwie naukowym s$wiadczy o dojrzalosci Autorki do prowadzenia
tworczych (a nie odtworczych) badan i dyskusji ich wynikow. Dowodzi takze dobrego
zaznajomienia si¢ z literaturg tematu.

Rozdziat ,,Whnioski” zajmuje w recenzowanej pracy doktorskiej 1 strone i liczy 9
punktow. W mojej opinii niektére z tych punktow sa raczej podsumowaniem pracy czy
streszczeniem wynikow przeprowadzonych badan, a nie wnioskami. Wnioski powinny by¢
uogolnieniami przygotowanymi na podstawie uzyskanych wynikow badan, oczywiscie Autorka
moze uwzgledni¢ moje uwagi w przysziosci, np. przy przygotowywaniu publikacji z zebranego
materialu badawczego. W pierwszej kolejnosci nalezato sformutowaé wniosek dotyczacy
hipotezy badawczej (czy koagulazo-ujemne gronkowce, stanowigce zanieczyszczenie
surowego mleka krowiego pozyskiwanego w regionie Pomorza Zachodniego, sa nosnikami
genow warunkujacych zdolnos¢ szczepéw do produkcji wybranych enterotoksyn i czy szczepy
te cechuje duza bioréznorodnos¢). W dalszej kolejnosci nalezato sformutowaé wnioski
odnoszace si¢ do celow szczegotowych przedstawionych w rozdziale ,,Cel pracy”.

Oczywiscie zamieszczone w recenzji uwagi nie umniejszajg jednak wartosci
merytorycznej recenzowanej pracy doktorskie;.

Rozdzial ,, Aneks” liczy 8 stron zajmowanych przez 4 tabele (dane dotyczace badanych
szczepow koagulazo-ujemnych gronkowcow) i 1 rysunek (przyktadowe widma spektrometrii
mas typu MALDI-TOF).

Recenzent nie wnosi zastrzezen do formalnej i merytorycznej strony tej czesci pracy.

Kolejnym rozdzialem pracy jest , Pismiennictwo”, ktory liczy 16 stron i obejmuje 196
cytacji. Sa to przede wszystkim publikacje oryginalne i przeglagdowe, podreczniki, akty prawne
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i strony internetowe. Godne zauwazenia jest to, ze sposrod wykazanych cytacji 114 pozycji jest
z ostatnich 10 lat, co stanowi ponad 58% danych piSmiennictwa.

Niektére z cytacji sa niestety blednie uzyte w tekscie rozprawy, a w przypadku
niektorych portali internetowych nie podano w ,PiSmiennictwie” daty ich wykorzystania.
Recenzent nie wnosi innych zastrzezen do merytorycznej strony tej czesci pracy.

Podsumowujac, praca doktorska mgr inz. Izabeli Helak cechuje si¢ bardzo wysokim
poziomem analitycznym i naukowym, dlatego oceniam jg bardzo wysoko. Na podkreslenie
zasluguje nowoczesny warsztat analityczny, ogrom zebranych wynikow i umiejetnosé ich
krytycznej interpretacji. Praca wnosi cenny wkiad w dziedzing nauk o zywnosci i zywieniu, ze
szczegblnym uwzglednieniem mikrobiologii Zywnosci, a szczegOlnie mikrobiologii
mleczarskie;.

Nalezy zauwazy¢, ze recenzowang prac¢ doktorskg charakteryzuje bardzo dobra
organizacja badan, przejrzyste przedstawienie otrzymanych wynikow analiz i krytyczne
podejscie do ich interpretacii.

Whiosek koncowy

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Izabeli Helak pt. ,Bior6znorodnosc i
potencjal toksynotworczy koagulazo-ujemnych gronkowcow (CNS) wyizolowanych z mleka”
spelnia wymagania stawiane dysertacjom doktorskim, zawarte w art. 13 ust. 1 Ustawy o
stopniach 1 tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2003 nr 65 poz.
595 z pézn. zm.), gdyz jest samodzielnym dorobkiem naukowym i wartosciowym
opracowaniem naukowym. Stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego oraz
wykazuje ogolng wiedze teoretyczng i praktyczna Autorki w zadanej dziedzinie. Wnosi
ponadto wiele elementow naukowo-poznawczych istotnych dla mikrobiologow zywnosci, a
szczegllnie dla technologii mleczarskiej. Autorka wykazata sie duzym zasobem wiedzy
teoretycznej 1 praktycznej z zakresu mikrobiologii zywnosci, inwencjg badawczg podczas
planowania i realizacji badan, a takze umiejetnoscia interpretacji duzej ilosci wynikow badan w
stopniu gwarantujacym samodzielne prowadzenie badan naukowych na wysokim poziomie.

Wnosze do Wysokiej Rady Wydzialu Nauk o Zywnosci i Rybactwa
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie o przyjecie rozprawy
doktorskiej mgr inz. Izabeli Helak i dopuszczenie Autorki do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
% , %’W

dr hab. inz. Malgorzata Ziarno, prof. SGGW
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