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RECENZJA
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zatytulowanej ,,Biofilm bakteryjny — koegzystencja oraz inaktywacja komoérek
w zaleznos$ci od wariantu hodowli”,
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w Katedrze Mikrobiologii Przemyslowej i Zywno$ci Wydzialu Nauki o ZywnoSci

Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie

Ocena formalna pracy

Przedstawiona od oceny rozprawa jest cyklem 3 publikacji powiazanych
tematycznie opublikowanych w latach 2017-2020. Publikacje ukazaly sig
w czasopismach: LWT-Food Science and Technology (2) i Journal of Food Safety (1).
Jedna publikacja jest pracg przegladowa natomiast 2 prace sg pracami oryginalnymi.
Sumaryczny wspoélezynnik oddziatywania Impact Factor (IF) tych publikacji to 8,508 a
suma punktéw wg listy MNiSW po 31.07.2019 wynosi 240. Przedstawiony cykl
publikacji zostal poprzedzony opisem (dalej zwanym komentarzem), ktéry zawiera:
wstep, cel pracy, hipotezy badawcze, materialy i metody, omoéwienie wynikow,
piSmiennictwo, liczbowe zestawienie dorobku naukowego, zatgczniki w ktérym

dotaczono kopie publikacji stanowiacych rozprawe doktorska. Wszystkie publikacje sg
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dwuautorskie. Udzial doktorantki wg zataczonych o$§wiadczen wynosi od 51 do 60% co
$wiadczy o duzym wkladzie pracy i zaangazowaniu w powstanie tych prac. Szkoda, ze w
zadnej z tych prac Pani Aleksandra M. Kocot nie jest autorem korespondencyjnym.
Ocena merytoryczna pracy

Biofilmy tworzone przez bakterie (czgsto chorobotworcze i oportunistyczne)
sg duzym wyzwaniem dla sektora medycznego i producentéw zywnosci a w konsekwencji
dla kazdego z nas. Wiadomo, ze w $rodowisku mikroorganizméw jest to zjawisko dos¢
szeroko rozpowszechnione, aczkolwiek nie zawsze jest ono korzystne z punktu widzenia
cztowieka. Zatem podjeta w dysertacji tematyka poznania opornosci na Srodki
utrudniajace tworzenie i dezintegrujace biofilmy jednogatunkowe i dwugatunkowe jest
aktualna 1 uzasadniona. Jako model badawczy wybrano bakterie Lisferia spp.
Mikroorganizmami towarzyszacymi i tworzacymi mieszane biofilmy z przedmiotem
badan byly bakterie gram-dodatnie: Lactobacillus plantarum i Staphylococcus aureus oraz
szczepy bakterii gram-ujemnych Pseudomonas areuginosa i Pseudomonas fluorescens.

W pierwszej publikacji - przegladowej zatytulowanej ,.Biofilm formation and
microscopic analysys of biofilms formed by Listeria monocytogenes in food processing
context” (LWT - Food Science and Technology) stanowigcej element rozprawy
doktorskiej Autorka dokonuje wnikliwej analizy czynnikéw biotycznych i abiotycznych
warunkujgcych tworzenie biofilmow przez bakterie Listeria monocytogenes. Analizuje
réwniez stan wiedzy na temat skutecznosci chemicznych i fizycznych strategii
ograniczania biofilméw, tworzonych przez te bakterie na rdéznych powierzchniach
majacych kontakt z zywnoscia, zarowno podczas procesu produkcyjnego jak i podczas
przechowywania. W kolejnej czesci publikacji dokladnie omoéwiono metody
mikroskopowe stosowane w badaniach dotyczacych tworzenia i struktury biofilméw.
Przedstawione studia literaturowe dobrze przygotowaty Doktorantke do podjecia realizacji
czesci eksperymentalne;j.
W drugiej publikacji ,,Interaction and inactivation of Liseria and Lactobacillus cells in
single and mixed species biofilms exposed to different disinfectants™ (Journal of Food
Safety) Doktorantka przedstawia wyniki eksperymentéw dotyczacych jednogatunkowych
i mieszanych biofilméw bakterii nalezacych do gatunkéw: Listeria monocytogenes — 2
szczepy, Listeria innocua — 1 szczep oraz 3 szczepy nalezace go gatunku Lactobacillus
plantarum. Tworzone biofilmy poddawane byly dzialaniu chemicznych srodkéw

dezynfekujgcych: czwartorzedowych zwigzkéw amoniowych, trzeciorzedowych
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alkiloamin oraz zwiazkéw na bazie chloru. W przypadku tworzenia biofilméw
jednogatunkowych przyrost komdrek bakterii tworzacych biofilmy przyrastat do 24
godziny, natomiast wraz z wydluzaniem czasu liczba komorek bakterii tworzacych
biofilm malata. W przypadku biofilmu dwugatunkowego Listeria - Lactobacillus
stwierdzono mniejszg liczbe komorek poszczegdinych gatunkéw bakterii niz
w przypadku biofilméw jednokulturowych. W przypadku biofilméw dwugatunkowych
liczbowo (nieznacznie) dominuje Lisferia innocua natomiast nie sg to roznice
statystycznie istotne. Opornos¢ biofilméw na srodki dezynfekcyjne badano w dwéch
punktach czasowych: 24 godziny — mtody biofilm i 72 godziny — biofilm dojrzaty.
Autorka stwierdzila, ze mlode jednogatunkowe jak i dwugatunkowe biofilmy
charakteryzowaly si¢ nizszg opornoscig na dzialanie chemicznych zwigzkéw
dezynfekujacych niz biofilmy dojrzate. Waznym spostrzezeniem Autorki w kontekscie
warchitektury” bioflimu mieszanego jest zewngtrze ulozenie bakterii Lactobacillus
plantarum a bardziej] wewnetrze L. innocua. Ochronng role bakterii L.plantarum
w stosunku do L.innocua Doktorantka tlumaczy obecnoscig zewngtrzkomoérkowego
EPS. Czy na poparcie tej tezy oznaczono zdolnos¢ badanych szczepow L.plantarum do
syntezy EPS? Jaki rodzaj EPS byt wytwarzany — kapsularny czy typu ,.slime™?

W trzeciej pozycji skladajgcej si¢ na rozprawe doktorska zatytutowanej ,,Interaction of
Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus with Listeria innocua in dual
species biofilm and inactivation following disinfectant” Autorka omawia wyniki badan
dotyczacych ograniczania tworzenia biofilmoéw mieszanych z L. innocua na
powierzchniach polistyrenowych, natomiast analize mikroskopows przeprowadza dla
biofilméw utworzonych na powierzchni szklanej. Do dezaktywacji stosuje te same
roztwory dezynfektantéw co w publikacji nr 2. W przypadku tworzenia biofilmu
dwugatunkowego Pesudomonas — Listeria, dominujacym mikroorganizmem zaréwno
w biofilmie mlodym jak i dojrzalym sa bakterie Pseudomonas aeruginosa. Odmienng
sytuacj¢ obserwujemy w biofilmie tworzonym przez bakterie Staphylococcus i Listeria.
W tym przypadku w mtodym biofilmie dominuje Listeria, natomiast wraz z uptywem
czasu roznice si¢ zacieraja (brak réznic statystycznych). Zatem nie moge zgodzi¢ si¢
z Doktorantka, ze w przypadku biofilméw mieszanych Listeria — Staphylococcus
mikroorganizmem dominujacym jest Listeria. Dominacja bakterii z rodzaju Listeria

w ukladzie biofilmu z bakteriami Staphylococcus zalezna jest od czasu.
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W przypadku inaktywacji biofilméw dwugatunkowych tworzonych przez bakterie
Listeria-Staphylococcus biofilmy dojrzate wykazywaly wyzsza opornos¢ na stosowane
$rodki dezynfekcyjne. Natomiast w ukladzie bakterii Pseudomonas-Listeria sytuacja
jest odwrotna mtode biofilmy sa bardziej oporne na srodki dezynfekcyjne niz starsze.
Niestety nie moge odnies¢ si¢ do wynikéw omawianych w zataczonym komentarzu na
str. 34-35 dotyczacych tworzenia i dezintegracji biofilméw jednogatunkowych bakterii
Pseudomonas aeruginosa, P. fluorescens i S.aureus. Wyniki te zostaly zamieszczone
w materialach dodatkowych do publikacji 3. Niestety, dostep do publikacji jest
subskrypcyjny, a Doktorantka nie zamiescita tych materiatéw w swojej dysertacji.

Analiza mikroskopowa i zastosowanie metody FISH (fluorescencyjna in situ
hybrydyzacja) oraz testu LIVE/DEAD pozwolito Doktorantce okresli¢ mechanizm
dziatania zastosowanych dezynfektantéw na bakterie tworzace biofilmy mieszane.
Zastawanie dezynfektantow na bazie czwartorzedowych zwigzkéw amoniowych oraz
trzeciorzedowych alkiloamin powodowalo obumieranie komdrek bakterii
Lactobacillus plantarum natomiast komorki bakterii Listera innocua pozostaly
nienaruszone. Jest to oczywiscie uzasadnione zewnetrzng lokalizacjg bakterii
Lactobacillus w biofilmie co Doktorantka wczesniej wykazata. Dziatanie
dezynfektantow na bazie chloru nie niszczylo zewnetrznych struktur komorkowych
bakterii formujacych biofilm, natomiast powodowato niszczenie samej struktury
biofilmu. W przypadku biofilmu tworzonego przy wspétudziale bakterii gram-
ujemnych Pseudomonas aeruginosa po zastosowaniu czwartorzedowych zwigzkéw
amoniowych oraz trzeciorzedowych alkiloamin oraz pochodnych chloru obserwowano
oprdcz uszkodzen bton cytoplazmatycznych bakterii réwniez uszkodzenia i niszczenie
biofilmu. Najbardziej oporny na zastosowane w badaniu dezynfektanty okazal sie
biofilm utworzony przez bakterie Staphylococcus i Listeria. O ile dzialanie
czwartorzedowych soli amoniowych oraz trzeciorzgdowych alkiloamin wykazywalo
uszkodzenie zewnetrznych struktur komoérek bakterii, to dezynfektanty na bazie chloru
nie powodowaly tego typu uszkodzen i nie wptywaly znaczaco na strukture biofilmu.
Ten element pracy uwazam za szczegoélnie wartoSciowy i wytyczajacy kierunek

dalszych badan dotyczacy oddziatywan dezynfektantéw na kultury i biofimy mieszane.
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W rozdziale 4 zalagczonego komentarza Autorka zamieszcza stwierdzenia
konicowe i podsumowanie gdzie jest wypunktowanych 10 stwierdzen.
Kwintesencjg pracy doktorskiej sa wnioski, ktére tutaj zostaly bardzo niesmiato
napisane a mianowicie jako dwa akapity pod stwierdzeniami.

Postawione dwie hipotezy badawcze: 1) ,,Pateczki Listeria tworza biofilmy
i wchodzg w interakcje z innymi drobnoustrojami, tworzac biofilmy dwugatunkowe™;
2) ,Interakcje miedzygatunkowe w biofilmach z pateczkami Listeria wptywaja na
przezywalno$¢ drobnoustrojow w warunkach stresowych (Srodki dezynfekcyjne)”;
zostaty zweryfikowane pozytywnie.

Zdaje sobie sprawe, ze Doktorantka miala ograniczenia czasowe realizacji pracy
doktorskiej i by¢é moze z tego wynika brak poglebienia badan jakie interakcje oprocz

wspolistnienia w biofilmach zachodza pomiedzy mikroorganizmami.

Whiosek koncowy

Przedstawiony cykl 3 publikacji opatrzony wspdlnym tytulem “Biofilm
bakteryjny — koegzystencja oraz inaktywacja komorek w zaleznosci od wariantu
hodowli” spelnia 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 p6zn. zm. Zalozone cele
badawcze zostaly zrealizowane, a postawione hipotezy pozytywnie zweryfikowane.
Ponadto, praca stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego a uzyskane
wyniki majg wptyw na rozwdj wiedzy w dyscyplinie technologia zywnosci i zZywienia.
W oparciu o powyzsze przestanki wnioskuj¢ do Rady Naukowej Dyscypliny
technologia zywnosci i zywienia Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie
o przyjecie rozprawy doktorskiej Pani Aleksandry Marii Kocot idopuszczenie
Doktorantki do dalszych etapéw postgpowania.

Ellacelo. (LS /.
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