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Opracowanie niniejszej recenzji jest uzasadnione decyzjg Rady Wydzialu Nauk o
Zywnosci, Uniwersytetu Warmifisko-Mazurskiego w Olsztynie o powolaniu mnie na
Recenzenta w przewodzie doktorskim mgr Aleksandry Marii Kocot (pismo z dnia

18.06.2020).

Dobdr i znaczenie tematu

Tworzenie si¢ biofilméw bakteryjnych na powierzchniach kontaktujgcych sie z
zywnoscig stanowi duzy problem z punktu widzenia przemystu spozywczego. Moze to by¢
przyczyng skazenia produktéw spozywczych drobnoustrojami powodujgcym psucie sig
zywnosci i/lub drobnoustrojami chorobotwérczymi. Ma tez negatywne aspekty ekonomiczne,
np. utrudniony transfer ciepta na urzadzeniach takich jak wymienniki ciepta czy
pasteryzatory, wzrost tarcia na elementach ruchomych maszyn, co w konsekwencji powoduje
wigksze zuzycie energii elektrycznej. Ponadto usuwanie biofilméw bakteryjnych z

powierzchni kontaktujacych si¢ z zywnoscig jest trudne i nie zawsze skuteczne.

Tworzenie si¢ biofilméw bakteryjnych na powierzchniach abiotycznych jest procesem
wieloetapowym, obejmujacym adhezje odwracalng, adhezje nieodwracalna, formowanie

dojrzatej struktury biofilmu oraz odrywane sie komoérek z peryferyjnych czesci biofilmu.
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Nastepuje réznicowanie si¢ komoérek w obregbie biofilmu. Drobnoustroje pozostajace w
warstwach zewnetrznych blony biologicznej wykazuja wysoka aktywnos¢ metaboliczng oraz
zdolno$¢ do szybkich podzialéw. Komorki wewnetrznych warstw biofilmu sg mniejsze,
charakteryzuja si¢ spowolnionym wzrostem i bardzo czesto pozostaja w stanie anabiozy.
Jednakze nalezy zda¢ sobie sprawe z faktu, ze biofilm jest dominujacg formg wystgpowania
drobnoustrojéw w srodowisku naturalnym, a badanie zjawiska tworzenia biofilméw w

warunkach laboratoryjnych nie zawsze odzwierciedla wszystkie oddzialtywania jakie

wystepuja w przyrodzie.

Chociaz poczatki badan nad adhezjg siggaja XVII wieku (Antoni van Leeuwenhoek),
to zjawisko to nadal stanowi przedmiot zainteresowania wielu zespotéw badawczych. Co
roku powstaje wiele publikacji zwigzanych z procesem tworzenia si¢ biofilméw, zaréwno na
powierzchniach ozywionych jak i abiotycznych. Jednakze wigkszo$¢ z nich jest zwigzana z
aspektem medycznym i zakazeniami pochodzgcymi od implantéw i stosowanych przyrzadow,
takich jak cewniki, zespolenia kostno-stawowe, szkta kontaktowe itp. oraz adhezjg bakterii do
powierzchni zgbéw i ich wypelien, co powoduje powstawanie ptytki nazgbnej, prochnice
czy paradontoz¢. Dotychczas stosunkowo niewiele uwagi poswiecano biofilmom
powstajacym na powierzchniach kontaktujacych si¢ z zywnoscia, ktoére réwniez stanowig
istotny element w badaniach nad adhezjg. Ponadto wigkszo$¢ badan jest prowadzona dla
biofilméw jednogatunkowych. W tym kontekscie podjeta przez Doktorantke tematyka badan

jest aktualna i ciekawa, w szczeg6lnosci pod wzgledem aplikacyjnym.

Ocena formalnej strony pracy

Rozprawa doktorska mgr Aleksandry Kocot jest zbiorem trzech publikacji - jednej
pracy przegladowej i 2 prac oryginalnych. Ponadto do pracy dotgczono ponad 30 stronicowe
omowienie osiagni¢¢ badawczych uzyskanych w ramach realizacji tej dysertacji, w ktérym
sformulowano cele pracy i hipotezy badawcze. Pewne zastrzezenia Recenzenta budzi tytut
tego opracowania, a w szczegdlnosci jego ostatni czton .,..w zaleznosci od wariantu hodowli”.

Jakie r6zne warianty hodowli zastosowata Autorka w niniejszych badaniach?

Zalacznik 1 zawiera o$wiadczenia wspoétautorow o ich udziale w realizacji materiatu
naukowego przedstawionego w poszczegélnych publikacjach. Wszystkie prace sa
dwuautorskie — A.Kocot i M.Olszewska. Wg tych o$wiadczen udzial Pani Aleksandry Kocot
w realizacji tych prac wynosi od 51-60%. We wszystkich tych publikacjach Doktorantka jest

pierwszym Autorem, ale w zadnej nie jest Autorem korespondencyjnym (dlaczego?). Wkiad



Pani Aleksandry Kocot w tworzeniu tych publikacji polegat na wspétudziale w opracowaniu
koncepcji  artykuléw,  zaplanowaniu  eksperymentéw,  studiach  literaturowych,
przeprowadzeniu wszystkich doswiadczen oraz wspoétudziale w analizie danych, interpretacji

wynikow i napisaniu manuskryptu.

Przedstawiony do oceny zbidr publikacji, stanowigcy podstawe do ubiegania si¢ o
tytul doktora w dziedzinie nauk rolniczych, w dyscyplinie technologia zywnosci i zywienia,
to prace opublikowane w latach 2017-2020, o tacznym wspotczynniku IF = 8,508 i tacznej
punktacji MNiSW 180 pkt. (zgodnie z rokiem opublikowania).

Ocena merytoryczna pracy

Pierwsza z prac cyklu przedstawionego do oceny to publikacja przegladowa pt.
,Biofilm formation and microscopic analysis of biofilms formed by Listeria monocytogenes
in food processing context”, opublikowana w LWT — Food Science and Technology w 2017
roku (84: 47-57). W pracy tej przedstawiono proces tworzenia si¢ biofilméw Listeria
monocytogenes, wyniki prac badawczych dotyczacych inaktywacji i opornosci na $rodki
dezynfekcyjne biofilméw tworzonych przez te bakterie oraz mozliwosci wykorzystania metod
mikroskopowych w badaniu struktury tych biofilméw, takich jak, mikroskopia
fluorescencyjna i epiflorescencyjna, elektronowa mikroskopia skaningowa, mikroskopia
konfokalna czy hybrydyzacja DNA. Publikacja ta stanowi dobre wprowadzenie teoretyczne
do niniejszej dysertacji i $wiadczy o dobrym stanie wiedzy Doktorantki i znajomosci biezacej
literatury dotyczacej badan nad tworzeniem biofilméw przez bakterie Listeria
monocytogenes, ich opornosci na srodki dezynfekcyjne oraz mikroskopowych metod ich

badania.

W dolaczonym do pracy omodwieniu osiggnie¢ badawczych uzyskanych w ramach
realizacji tej dysertacji, zamieszczono roéwniez wprowadzenie teoretyczne, w Kktérym
przedstawiono bardzo podstawowe informacje dotyczace tworzenia si¢ biofilmow
bakteryjnych w przemysle spozywczym, sposobow zwalczania biofilméw oraz
mikroskopowych metod ich badania. Zdaniem Recenzenta ten wstep bylby duzo ciekawszy,
gdyby uzupeli¢ go w informacje dotyczace badan nad adhezjg do powierzchni
kontaktujacych si¢ z zywnoscig bakterii Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus
czy Lactobacillus plantarum. Tym bardziej, ze w dwoch nastepnych publikacjach tego cyklu,

tych informacji tez nie ma zbyt duzo.



Druga publikacja tego cyklu, ,Interaction and inactivation of Listeria and
Lactobacillus cells in single and mixed species biofilms exposed to different disinfectants”,
zostata opublikowana w Journal of Food Safety (2019; e 12713). Celem przeprowadzonych
badan byla ocena tempa tworzenia biofilméw jednogatunkowych przez drobnoustroje z
rodzajow Listeria 1 Lactobacillus, i dwugatunkowych (oba rodzaje) oraz okreslenie wpltywu
srodkéw  dezynfekcyjnych na bazie czwartorzgdowych zwigzkéw amoniowych,
trzeciorzedowych alkiloamin oraz na bazie chloru, na inaktywacje tych biofilméw w
zaleznosci od dojrzatoscei biofilmu. Za szczegdlnie interesujgce uwazam badania nad ocena
wplywu srodkéw dezynfekcyjnych na okreslenie bioréznorodnosci i zywotnosci komorek
bakteryjnych w biofilmach dwugatunkowych Listeria sp. i Lactobacillus sp. Zastosowanie
nowoczesnych metod badawczych, takich jak fluorescencyjna hybrydyzacja in situ, pozwolito
na okreslenie udziatu poszczegoélnych szczepoéw oraz ich rozmieszczenia w biofilmie. Z kolei
wykorzystanie barwienia LIVE/DEAD dalo mozliwo$¢ oceny zywotnosci komoérek
bakteryjnych w biofilmach po potraktowaniu ich testowanymi $rodkami dezynfekcyjnymi.
Uzyskane rezultaty wskazuja, ze Listeria inocua lokuje si¢ gléwnie w wewngtrznych
warstwach biofilmu, a Lactobacillus plantarum, na jego obrzezach. Jak, zdaniem
Doktorantki, mozna wytlumaczyé to zjawisko, biorac pod uwage fakt, ze oba gatunki sg
zaliczane do wzglednych beztlenowcow, ze wskazaniem na to, ze jednak bardziej beztlenowe
warunki sg wymagane do wzrostu Lactobacillus spp.? Bardzo ciekawe sa tez wyniki
dotyczace roznego oddzialywania $rodkéw dezynfekujacych na biofilmy dwugatunkowe
Listeria sp. 1 Lactobacillus sp. Czwartorzedowe zwigzki amoniowe i trzeciorzgdowe
alkiloaminy spowodowaty wiekszy udziat komérek martwych w biofilmie, gtéwnie z rodzaju
Lactobacillus, a zwiazek na bazie chloru wywolywal nie tylko uszkodzenie blon
cytoplazmatycznych, ale rowniez rozerwanie struktury biofilmu i odrywanie si¢ agregatéw
komoérkowych (ocena stopnia adhezji wg metody opisanej przez Le Thi i wsp., 2001). Pewne
zastrzezenia Recenzenta budzi fakt, ze do oceny tempa tworzenia biofilméw wykorzystywane
byly powierzchnie polistyrenowe, a do oceny réznorodnosci i zywotnosci komorek,
powierzchnie szklane. Jednym z czynnikéw warunkujacych adhezje mikroorganizméw do
powierzchni abiotycznych jest hydrofobowosé/hydrofilowos¢ tych powierzchni. W przypadku
zastosowanych materialbw powierzchnia szklana uwazana jest za hydrofilowa, a
powierzchnia polistyrenowa za hydrofobowa. Poproszg, zeby Doktorantka ustosunkowala si¢
do tego faktu, przy czym chcialam zaznaczy¢ ze Recenzent zdaje sobie sprawe z trudnosci
metodycznych w badaniu procesu adhezji i tworzenia si¢ biofilméw i pewnych

ograniczeniach wykorzystywanych technik badawczych.



Ostatnig publikacjg cyklu jest praca ,Interaction of Pseudomonas aeruginosa and
Staphylococcus aureus with Listeria inocua in dual species biofilms and inactivation
following disinfectant treatments™, opublikowana w LWT — Food Science and Technology w
2020 roku (118: 108736). Wyniki przedstawione w ramach tej pracy sa kontynuacjg badan
nad koegzystencja oraz inaktywacja komorek w biofilmach jedno- i dwugatunkowych.
Wykorzystujac podobne metody i techniki badawcze dokonano oceny tempa tworzenia i
udzialu poszczegdlnych gatunkéw dla biofilméw mieszanych Listeria inocua i Pseudomonas
aeruginosa oraz Listeria inocua 1 Staphylococcus aureus. Okreslono takze wplyw srodkéw
dezynfekcyjnych (tych samych, co w poprzedniej pracy) na inaktywacj¢ tych biofilméw w
zaleznosci od stopnia dojrzatosci. Analiza mikroskopowa dwugatunkowego biofilmu Listeria
inocua 1 Pseudomonas aeruginosa pozwolila zaobserwowaé zblizony udzial obydwu
gatunkéw w dojrzalej matrycy blony biologicznej, natomiast w przypadku Listeria inocua i
Staphylococcus aureus dominujgca wigkszos¢ stanowily gronkowce. Bardzo interesujace sg
wyniki badan nad wpltywem srodkéw dezynfekcyjnych na mieszane biofilmy w zaleznos$ci od
stopnia ich dojrzatosci. Mieszany biofilm Listeria inocua i Staphylococcus aureus byt
bardziej oporny gdy inaktywowano dojrzala forme w przeciwienstwie do Listeria inocua i
Pseudomonas aeruginosa ktéry wykazywal wigksza opornos¢ w 24h biofilmie (podobne
obserwacje poczyniono dla biofilméw jednogatunkowych tych trzech gatunkéw bakterii). W
dyskusji Autorki tlumacza ten fakt tym, ze by¢ moze Pseudomonas aeruginosa, jako
modelowy mikroorganizm w badaniach nad adhezja, tworzy dojrzalg strukture juz po 24
godzinach, a w kolejnych godzinach dochodzi do dyspersji komérek do otoczenia i
odstaniania kolejnych warstw biofilmu, ktére sa bardziej wrazliwe na stosowane $rodki
dezynfekcyjne. Jednakze w badaniach nad tempem wzrostu biofilmu jednogatunkowego
Pseudomonas aeruginosa, nie zaobserwowano spadku liczby komoérek w biofilmie, a raczej

nieznaczny ich wzrost...

Przedtozona mi do recenzji rozprawe dysertacyjng przeczytatam z duzym
zaciekawieniem. Uzyskane wyniki uwazam za wartosciowe i wnoszace cenne informacje do
wiedzy o biofilmach. Zdajac sobie sprawg, ze publikacje wchodzace w skiad tej rozprawy
byly juz recenzowane przed przyjeciem do druku, to i tak w trakcie czytania wylonily si¢
pewne pytania o charakterze dyskusyjnym. Postawione przeze mnie uwagi majg na celu
wywolanie dyskusji z Autorka, ktéra przyczynilaby si¢ do lepszego zrozumienia zjawisk
obserwowanych w tych badaniach i nie majg one istotnego wpltywu na koncows, pozytywng

oceng rozprawy doktorskiej Pani Aleksandry Kocot.



Whnioski koncowe

Rozprawe doktorskg mgr Aleksandry Marii Kocot oceniam pozytywnie. Stwierdzam,
ze przedstawiony do oceny cykl trzech publikacji naukowych jest oryginalnym i znaczacym
wkladem naukowym do dzialu wiedzy, dotyczacej tworzenia si¢ biofilméw na
powierzchniach kontaktujacych si¢ zywnoscig. Jest to dobrze zaplanowane i poprawnie
wykonane studium naukowe, co $wiadczy o dojrzatosci Autorki i Jej dobrym przygotowaniu
merytorycznym, a w szczegdlnosci warsztatowym. Na uwage zastuguje roéwniez pozostaly
dorobek Doktorantki. Poza pracami przedstawionymi jako rozprawa dysertacyjna, Pani
Aleksandra Kocot jest wspotautorem 8 prac oryginalnych (o lacznym I[F=9,335), 3
recenzowanych artykuléw pokonferencyjnych, jednego rozdzialu w monografii, 4 doniesien
na konferencjach migdzynarodowych oraz 11 doniesien na konferencjach krajowych (w tym 8
przedstawionych w formie ustnej). Ponadto Doktorantka byta kierownikiem projektu NCN w
ramach konkursu PRELUDIUM 11, z ktérego czesciowo zostaly sfinansowane badania

przeprowadzone w ramach realizacji niniejszej pracy doktorskie;j.

Uwazam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani Aleksandry Marii
Kocot pt. ,.Biofilm bakteryjny — koegzystencja oraz inaktywacja komoérek w zaleznosci od
wariantu hodowli”, odpowiada wymaganiom ustawowym (Ustawa z dnia 14 marca 2003
roku, o stopniach i tytule w zakresie sztuki, Dz. U. Nr 65, poz. 595, z p6zn. zm. oraz
Rozporzadzenie Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 3 pazdziernika 2014 roku w
sprawie szczegblowego trybu i warunkéw przeprowadzania czynnosci w przewodzie
doktorskim, postgpowaniu habilitacyjnym oraz postepowaniu o nadanie tytutu profesora, Dz.
U. 2014, poz. 1383, z p6ézn. zm.). W zwigzku z tym wnosze o jej przyjecie przez Radg
Dyscypliny technologia zywnos$ci i zywienia Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w
Olsztynie i dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw postgpowania o ubieganie si¢ o
nadanie stopnia naukowego doktora nauk rolniczych w dyscyplinie technologia zywnosci i

zywienia.
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