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Uwagi ogélne na temat problematyki podjetej w rozprawie

W ciggu ostatnich 70 lat odkryto i zastosowano wiele antybiotykow, przyczyniajac
sie do rozwoju innowacji i wdrazania lekow w zakresie zdrowia ludzi i zwierzat oraz
rolnictwa. Ze wzgledu na niekontrolowane zuzycie antybiotykéw oraz ich niekontrolowane
uwalnianie wzrosta znacznie ilo$¢ bakterii opornych na antybiotyki w Srodowisku,
a szczegblnie pojawity sie szczepy ,,nadoporne”, takie jak NDM-1.

Ze wzgledu na rosngce zagrozenie zwigzane z coraz czgstym wystepowaniem SzczepOw
wielolekoopornych, utrudniajgcych lub wrecz uniemozliwiajacych skuteczne leczenie,
antybiotykoopornos$¢ uznana zostata za powazny problem nie tylko medyczny, ale rowniez
$rodowiskowy. W ostatnich latach, obecno$¢ antybiotykow, bakterii antybiotykoopornych
i gendéw antybiotykoopornosci stwierdzono prawie, ze we wszystkich srodowiskach i zostaty
one uznane za istotne ich ,,zanieczyszczenia”. Stwierdzono zaleznosci pomiedzy liczba genéw

antybiotykoodpornosci a stezeniem antybiotykow w srodowiskach szczego6lnie narazonych na



ich wysoki poziom. Intensywne zastosowanie antybiotykéw w medycynie, weterynarii,
rolnictwie i akwakulturze skutkuje powstaniem selekcji przyczyniajacej si¢ do wzrostu
antybiotykoopornosci, tj. zwigkszeniem ilosci bakterii antybiotykoopornych (ARB) oraz
gendw antybiotykoopornosci (ARGs).

Uwaza sie, ze S$cieki z komunalnych oczyszczalni Sciekow sg giownym

antropogenicznym zrédlem antybiotykéw, ARB oraz ARGs uwalnianych do srodowiska.
Okresla sie je w literaturze jako tzw. ,miejsca gorace” (ang. meeting point = hot spots).
Procesy biologicznego oczyszczania $ciekow stanowig idealne Srodowisko do rozwoju
i rozprzestrzeniania opornosci poniewaz bakterie, wystgpujace tam w duzych ilosciach, sg
w sposéb ciggly narazone na wysokie stezenia antybiotykow. Procesy oczyszczania nie sg na
tyle skuteczne, zeby w istotny sposéb usuwaé¢ ARB i ARGs. Komunalne oczyszczalnie
$ciekdw stanowig tgcznik pomiedzy aktywnoscia cztowieka a Srodowiskiem, a tym samym
umozliwiaja horyzontalny transfer wskaznikow (determinant) opornosci  wsrod
mikroorganizméw $rodowiskowych a klinicznymi patogenami. Systemy oczyszczania
$ciekow (szpitalnych, z przemystu farmaceutycznego, a takze ogélu sciekow bytowo-
gospodarczych/komunalnych) sg postrzegane jako glowne emitory nie tylko antybiotykow,
ale réwniez opornych na nie mikroorganizméw oraz genéw warunkujgcych opornos¢.
Oczyszczalnie $ciekéw uwazane sa za rezerwuary determinantéw opornosci. Scieki
oczyszczone, ktore dotychczas postrzegane byty jako bezpieczne dla srodowiska naturalnego,
zawieraja duzy ladunek determinantéw antybiotykoopornosci. Nieefektywne usuwanie
determinantéw antybiotykooporno$ci stanowi powazny i niezauwazalny ,gotym okiem”
(w przeciwienstwie do np. zawiesin czy powodujacych eutrofizacje zbiornikéw wodnych
pierwiastkow biogennych) problem srodowiskowy i zdrowotny.
Co wiecej, po przedostaniu si¢ $ciekow zawierajacych antybiotykooporne szczepy oraz geny
warunkujace opornos$é, role rezerwuaru oporno$ci moga przejaé i przejmujg szczepy
srodowiskowe, ktére nabywaja cechy wirulencji, w konsekwencji stajac si¢ zarazem oporne
i chorobotworcze.

Rozwazajac niewatpliwg kwesti¢ zagrozenia zdrowotnego, jakg stanowi
antybiotykooporno$¢ i jej rozprzestrzenianie w oczyszczalniach $ciekéw i Srodowisku,
recenzowana praca doktorska wpisuje si¢ we wspélczesny trend badafh zwigzanych
z antybiotykooporno$cia, bardzo wazny problem bezpieczefistwa czlowieka w jego

srodowisku zycia i dziatalnosci.



Uklad pracy

Uktad rozprawy jest typowy dla prac doktorskich, eksperymentalnych prac
badawczych, z wydzielonymi rozdziatami: streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wstep,
czesé teoretyczna liczaca 6 podrozdzialow (24 strony) oraz czg$¢ doswiadczalna obejmujaca
cel i zakres badan, metodyke badan, wyniki badan, dyskusje i podsumowanie wynikéw badan
oraz wnioski. Prace konczy bibliografia (231 pozycje literaturowe) oraz spisy tabel (18)
i rysunkow (42). Ogotem, praca liczy 125 stron i zredagowana jest wedtug ogolnie przyjetego
w tej dziedzinie nauki schematu.

W czesci teoretycznej Autorka przedstawila przyczyne zainteresowania si¢ problemem
antybiotykoodpornos$ci w s$rodowisku, ze szczegblnym uwzglednieniem komunalnych
oczyszczalni $ciekéw. W oparciu o najnowsze pozycje piSmiennictwa, Doktorantka
przedstawila stan wiedzy zwigzany z antybiotykami, t.j. podziat antybiotykéw i mechanizmy
ich dzialania, zrédta zanieczyszczenia Srodowiska antybiotykami, a nastgpnie bardzo
szczegbtowo  opisala  wystepowanie  antybiotykow  (ilosciowo i  jakosciowo)
w oczyszczalniach Sciekow — ten rozdziat czesci teoretycznej zastuguje na szczegdlna uwage
ze wzgledu na to, ze Autorka przedstawita w formie zbiorczej (sg to tabele) zakresy stezen
antybiotykow w $ciekach surowych, osadach czynnych, $ciekach oczyszczonych oraz
w $rodowisku (wody powierzchniowe, gruntowe i osady) na podstawie przegladu
wspolczesnej literatury. Czes¢ teoretyczng pracy konczy rozdziat, w ktérym Autorka opisata
uwarunkowania i mechanizmy opornosci bakterii na antybiotyki zardwno biochemiczne, jak
i genetyczne. Czes¢ teoretyczna napisana jest w sposob wyczerpujacy, wskazujacy na duzg
wiedze Doktorantki z tego zakresu i $wiadczy o tym, ze Doktorantka opanowala bardzo
dobrze teoretyczne podstawy i doskonale przygotowata si¢ do wykonania zadan badawczych.
Cel, tezy i zakres pracy zostaty sformutowane poprawnie, jasno i precyzyjnie, co umozliwito
odpowiednie zaplanowanie czgsci do§wiadczalne;.

Praca koncentruje si¢ na nastgpujacych aspektach:
>  ocenie wystepowania i okreslenie zmian liczebnosci bakterii antybiotykoopornych
w $ciekach na rdznych etapach ich oczyszczania pochodzacych z dwéch miejskich
oczyszczalni $ciekdw (,,Czajka” w Warszawie i oczyszczalnia $ciekow w Grudzigdzu);
>  charakterystyce dominujgcych szczepéw bakterii antybiotykoopornych obejmujacej ich
identyfikacje i okreslenie profilu antybiotykoodpornosci — selekcja szczepow

wieloopornych;



>  okreSleniu wplywu wybranych antybiotykéw na wystgpowanie i selekcje bakterii
antybiotykoopornych w osadzie czynnym na podstawie badan laboratoryjnych
w warunkach statycznych i dynamicznych (badania w bioreaktorze);

>  analizie i ocenie wystepowania enzymOw odpowiedzialnych za opornosci na
antybiotyki pB-laktamowe (uwarunkowania biochemiczne) u wybranych szczepow
bakterii za pomocg metody podwdjnych krazkow i testu Blue-Carba;

>  okreSleniu wystepowania wybranych genéw antybiotykoodpornosci w genomie

bakteryjnym (badania jakosciowe i ilosciowe).

Prosze o odpowiedz na nastepujgce pytanie: Co Autorka zamierza wnies¢ do szeroko

przedstawionych zagadnien w przegladzie literatury (Czgs$¢ teoretyczna) ?

W pracy Autorka zaprezentowata badania podstawowe o  charakterze
interdyscyplinarnym z zakresu biologii, mikrobiologii, biologii molekularnej, inzynierii
sanitarnej. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze Autorka w swoich badaniach wykorzystata
wiedze 1 warsztat badawczy obejmujacy tradycyjne metody mikrobiologiczne (metody
hodowlane) oraz wspoétczesne metody molekularne (izolacja DNA, reakcje PCR, qPCR,
sekwencjonowanie wybranych produktéow PCR) Zastosowanie réznych metod badawczych
$wiadczy o szerokim spojrzeniu Doktorantki na zagadnienie antybiotykoodpornosci
w $rodowisku i jego wielowatkowosci, co nalezy doceni¢ w pracy naukowe;.

W czesci doswiadczalnej, Autorka zamie$cit opis badan przeprowadzonych w pracy
i propozycje rozwigzan eksperymentalnych decydujagce o wartosci opiniowanej pracy.
Warsztat metodyczny zaproponowany przez Doktorantke byt optymalny dla realizacji celow

pracy, nowoczesny, odpowiadajgcy wspotczesnym standardom badan w tej dziedzinie.

Pytania do czesci metodycznej dotycza:

1. dlaczego, w przypadku oczyszczalni ,,Czajka” pobrano Scieki surowe, ktére pochodzity
z 4 strumieni ? — brak informacji na ten temat w podrozdziale 2.1 (str. 38)

2. dlaczego w skladzie agaru odzywczego (podrozdzial 2.2.1, str. 39) jest dwa razy
wymieniony ekstrakt drozdzowy ? pomytka czy jest jakas r6znica?

3. dlaczego w podrozdziale 2.2.3 (str. 40) —nie podano ile i jakie szczepy identyfikowano
metodami biochemicznymi, a ktére z nich metodami PCR i sekwencjonowania ?

4. czy tytul podrozdzialu 2.4 jest odpowiedni do zamieszczonego ponizej opisu

do$wiadczenia ? W doswiadczeniu uzyto $cieki syntetyczne, a antybiotyki dodawano do
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uktadu doswiadczalnego ? Doswiadczenie to dotyczyto w jaki sposob, w warunkach
stacjonarnych i dynamicznych zmieniata si¢ mikroflora bakteryjna w osadzie czynnym
pod wptywem dodawanych antybiotykéw — czy moje rozumowanie jest poprawne ? czy
Doktorantka dodawata pojedyncze antybiotyki czy mieszaning antybiotykow do ukltadu
do$wiadczalnego (podrozdziat 2.4.1) ? Ta czes¢ pracy jest bardzo interesujgca — szkoda,
ze brak jest badaf, w tym ukladzie doswiadczalnym, w zakresie zmian w strukturze
filogenetycznej mikrobiomu, np. badania DGGE lub metagenomiki (ale to jest tylko moja
sugestia).

5. wedlug mnie opis metod oceny wystgpowania enzymoéw odpowiedzialnych za opornosé
na antybiotyki B-laktamowe (metoda podwdjnych krazkéw — DDST i test Blue-Carba)
opisano skrétowo — prosze o przedstawienie tych metod — czym si¢ r6znig ?, czy wyniki
uzyskane w obu testach moga by¢ poréwnywalne lub uzupetniajgce etc.

6. uwaga do Tabeli 8 (str. 45) — tytuly poszczegdlnych kolumn nalezatoby poprawi¢, np.
pierwsza kolumna — ,,Nazwa” — czego ?, druga — ,,Zastosowanie” - a w tej kolumnie sgq
nazwy starterOw; inna uwaga (tez dotyczy tej tabeli — powinny by¢ umieszczone nazwy
antybiotykow, dla ktérych wybrano startery; jedna z kolumn powinna zawiera¢ zrédto, na
podstawie ktorego wybrano dany starter. Literatura jest podana w tekscie — Kargar i wsp.
(2014). Doktorantka uzyta 12 starter6w, a cytowana pozycja podaje 6. Zwrdcitam uwage
na te tabele biorgc pod uwage mozliwosé publikowania wynikéw przez Doktorantke.

7. drobna uwaga edytorska — lepiej brzmi ,probéowka typu eppendorf’, a nie

»eppendorféwka”.

Nastepng cze$é pracy, zajmujaca okoto 50% objgtosci, stanowia rozdziaty dotyczace
przedstawienia wynikow badan i ich dyskusji oraz wnioski koncowe. Ta czg$¢ pracy jest
bogato ilustrowana dobrej jakosci rysunkami oraz tabelami (ilos¢ tabel 18; ilos¢ rysunkoéw
43). Dyskusja zostata napisana poprawnie, Doktorantka analizuje uzyskane wyniki na tle
danych z pi$miennictwa. Ta cze$¢ pracy wystawia dobre $§wiadectwo dojrzalosci naukowe;j
Doktorantki.

Odpowiednio zaplanowane badania umozliwily Doktorantce uzyskanie odpowiednich
wynikéw i na ich podstawie osiggnigcie celow i udowodnienie tez postawionych na poczatku
pracy oraz sformutowanie odpowiednich wnioskow.

Otrzymane przez Doktorantke wyniki dotyczace procentowego udzialu bakterii
antybiotykoopornych w $ciekach oczyszczonych (Tabela 9 i 10) potwierdzajg fakt, ze

oczyszczalnie $ciekdw sg emitorami tych zanieczyszczen do srodowiska. Przy czym nalezy
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zwréci¢ uwage na fakt, ze liczba bakterii opornych na antybiotyki byta nizsza w sciekach
oczyszczonych w przypadku obu oczyszczalni (oczyszczalnia ,,Czajka” — Rysunki 5-12;
oczyszczalnia w Grudzigdzu — Rysunki 13-18). Rowniez, spadek zanotowano w przypadku
ogolnej liczby bakterii.

Na str. 59 Doktorantka wymienita zidentyfikowane gatunki bakterii — prosz¢ wyjasni¢
z jakich $ciekéw te gatunki byly izolowane — czy byly to Scieki oczyszczone ? tak jak bakterie
E. coli (2,8% wszystkich bakterii lekoopornych).

Tabela 11 (str. 60) — na jakiej podstawie wybrano szczepy dominujgce bakterii (tak jak
Doktorantka je nazwala) — prosze przedstawi¢ schemat wyboru poszczegdlnych szczepow
bakterii do badan, np. ile szczepéw wyizolowano z probek, srodowiskowych, nastepnie, ile
wybrano i na jakiej podstawie do dalszych badan, ile wybrano do identyfikacji, jakie i ile do
izolacji DNA i reakcji PCR, qPCR - okreSlenie kryteriow wyboru szczepéw bakterii do
poszczegdlnych badan.

Prosze wyttumaczy¢ — wyniki z Tabeli 9 i 10 oraz tekst str. 63 (pod Tabela 12)

Od stéw: ,,Wzrost liczebnosci bakterii opornych w procesie oczyszczania sciekéw.............7,
do stéw: ,,W oczyszczalni ,,Czajka” podobny efekt zaobserwowano dla lekoopornosci na
gentamycyne i nitrofurantoing”. Sa to wyniki dwoéch réznych doswiadczen — przy czym
z tekstu to nie wynika.

Ilos¢ i jako$é zaplanowanych i przeprowadzonych badan w pracy s$wiadczy
o opanowaniu przez Doktorantke w stopniu bardzo dobrym warsztatu pracy doswiadczalnej
oraz umiejetnosci samodzielnego myslenia. Dyskusja jest szczegbtows, inteligentng
i krytyczng analiza wynikéw na tle innych, opublikowanych doniesief. Na podstawie
wynikéw uzyskanych z przeprowadzonych badan autorka sformutowata osiem jasnych,
syntetycznych Wnioskéw. Doktorantka podczas pisania pracy korzystala z 231 najnowszych
pozycji literaturowych zgodnych z tematyka pracy.

Wiasciwe proporcje objetosciowe pomigdzy poszczegélnymi czgSciami pracy,
logiczny i przejrzysty uklad kolejnych rozdziatéw, poprawny technicznie i stylistycznie jezyk
stanowig o pozytywnej formalnej opinii o pracy.

Dokonujac oceny pracy doktorskiej stwierdzam, ze tes¢ pracy odpowiada jej tytutowi
i sformutowanym na poczatku pracy celom. Analiza otrzymanych w trakcie badan wynikéw
pozwolita Doktorantce na wysunigcie odpowiednich wnioskéw oraz zweryfikowanie
przyjetych na poczatku pracy tez badawczych. Przedstawiona do oceny rozprawa w pelni

odpowiada warunkom stawianym dysertacjom doktorskim.



WNIOSEK KONCOWY

Na podstawie recenzowanej pracy doktorskiej Pani mgr Natalii Jendrzejewskiej pt.:
,Zmiany antybiotykoopornosci bakterii w procesie oczyszczania $ciekdéw metodg osadu
czynnego” stawiam wniosek o przyjecie przez Rade Naukowa Wydziatu Instalacji
Budowlanych, Hydrotechniki i Inzynierii Srodowiska Politechniki Warszawskiej pracy
doktorskiej Pani mgr Pani mgr Natalii Jendrzejewskiej i dopuszczenie Jej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Praca doktorska przedstawiona przez Panig mgr Natalie
Jendrzejewskg w oparciu o oryginalny material badawczy, spetnia wymagania okreslone
w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz

o stopniach i tytule w zakresie sztuki (DzURP nr 65, poz. 595) z pdZniejszymi zmianami.

flove Gogro



