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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Natalii Jendrzejewskiej

pt. ,Zmiany antybiotykoopornosci bakterii w procesie oczyszczania $ciekow
metoda osadu czynnego”

wykonanej pod kierunkiem dr hab. Ewy Karwowskiej, prof. Politechniki
Warszawskiej

na Wydziale Instalacji Budowlanych, Hydrotechniki i Inzynierii
Srodowiska

Formalna podstawa pracy

Niniejsza recenzja zostala opracowana na zlecenie Dziekana Wydziatu Instalacji
Budowlanych, Hydrotechniki i Inzynierii Srodowiska Politechniki Warszawskiej z dnia

9 kwietnia 2018 roku w oparciu o uchwale Rady Wydziatu z dnia 20 marca 2018 roku.

Celowos¢ podjecia tematu

Powszechnie znanym jest fakt wzrostu zuzycia antybiotykéw na catym Swiecie.
Szerokie ich wykorzystanie w celach leczniczych, weterynarii. w produkeji rolnej czy
akwakulturze, gdzie szczegélnie czesto stosowane sa jako srodki zapobiegania potencjalnym
infekcjom, przyczynia si¢ takze do wzrostu ich obecnosci w $rodowisku. Dodatkowym
zrodlem zanieczyszczenia S$rodowiska tymi zwiazkami jest niewlasciwa utylizacja

antybiotykow o przekroczonym terminie przydatnosci. Nadmierne wykorzystanie tych



substancji przyczynito si¢ do zwigkszania si¢ w szybkim tempie obecnosci szczepow bakterii
antybiotykoopornoch, w tym wieloopornych, co skutkuje obnizaniem si¢ skutecznosci terapii
przeciwbakteryjnych. Problem wzrastajacej liczebnosci bakterii opornych na dzialanie
licznych antybiotykow jest szeroko dyskutowany na Swiecie i stanowi jeden z priorytetowych
tematow obecnie prowadzonych badan. Obserwowane znaczne stezenia antvbiotykow
roznych klas na oczyszczalniach Sciekow  bytowo-gospodarczych daja  podstawy
przypuszezen, ze oczyszezalnia moze przyczyni¢ si¢ do transferu gendéw warunkujacych
lekoopornos¢ wsrod bakterii.

Koniecznoscia staje si¢ zatem przeanalizowanie zmian liczebnosci i réznorodnosci
bakterii antybiotykoopornychbakterii podczas procesu oczyszcezania sciekdw. w tym bakterii
wieloopornych. Rownie wazne jest okreslenie rozprzestrzeniania si¢ genow warunkujacych
antybiotykoopornos¢. Biorge powyzsze pod uwage, wybor tematyki rozprawy doktorskiej

uwazam zatem za jak najbardziej uzasadniony.

Ogolna charakterystyka rozprawy

Przedstawiona do recenzji praca obejmuje 125 stron maszynopisu, w tym 18 tabel i 42
rysunki. Zacytowano w niej 231 pozycji literaturowych, w tym 7 stron internetowych I jedna
publikacj¢ wlasng. Ponad 90% cytowanych pozycji jest w jezyku angielskim. a zdecydowana
wigkszos¢ pochodzi z okresu ostatnich 10 lat, co $wiadczy o tym, ze Autorka na biezaco
sledzita literature Swiatowg z zakresu tematyki swojej pracy.

Recenzowana rozprawa ma charakter doswiadczalny i zostata podzielona na dwic
glowne czesci:

1) czesc teoretyczng (rozdziaty: 1-6).

2) czgs¢ doswiadcezalng (rozdziaty: 1-5),

Powyzsze rozdzialy sa poprzedzone wstepem i streszczeniami w jezyku polskim i angiclskim.

Czgs¢ teoretyczna rozprawy obejmowata charakterystyke antybiotykdw. mechanizm
ich dzialania (rozdzial 1), mechanizmy opornosci i rozprzestrzeniania sie bakterii opornych na
antybiotyki w srodowisku (rozdzialy 5 i 6). a takze liczne informacje dotyczace srodel
zanieczyszezenia Srodowiska antybiotykami i obecnosci tych zwiazkow w Sciekach.

oczyszczalniach sciekow i srodowisku (rozdzialy 2-4). Przedstawiony w pracy przeglad



literatury stanowi odpowiednia podbudowe badan i $wiadczy o dobrym przygotowaniu

Doktorantki do samodzielnego realizowania eksperymentow naukowych.

W czgsci doswiadczalne) w rozdziale 1 okreslone zostaly cele pracy i sformulowano
trzy hipotezy badawcze. Zalozono. iz w procesie oczyszczania sSciekow dochodzi do
selekcjonowania si¢ bakterii opornych na antybiotyki i w ten sposob do zwiekszenia si¢ ich
obecnosci  w  sciekach  oczyszczonych, zwigkszenie sie  liczebnosci  bakterii
atybiotykoopornych jest szczegélnie intensywne w obecnosci podwyzszonych stezen
antybiotykow. a ocena genéw warunkujacych opornos¢ i aktywno$é odpowiednich enzymaow
pozwala na oszacowanie wtdrnego zanieczyszczenia bakteriami antybiotykoopornymi
srodowiska. Zasadniczym celem badan bylo:

— okreslenie zmian liczebnosci bakterii opornych na wybrane antybiotyki. w tym
oszacowanie wystgpowania szczepow wieloopornych i obecnosci  enzymow
odpowiedzialnych za opornos¢ na antybiotyki B-laktamowe w ciagu technologicznym
oczyszczalni $ciekow,

— selekcjonowanie si¢ i rozprzestrzenianie wybranych genéw warunkujacych
antybiotykoopornos¢ bakterii.

Realizacja celu badan wymagala od Autorki przyjecia szerokiego zakresu badan.

Rozdzial drugi czgsci badawczej obejmowal: charakterystyke zrodta probek do badan.
w tym miejsca poboru w ciggu technologicznym oczyszczalni Sciekow o roznej
przepustowosci, zakres i metodyke badan analitycznych, w tym analiz mikrobiologicznych.
identyfikacji bakterii, okreslenia profilu antybiotykoodpornosci, przebieg badan dotyczacych
mozliwosci selekcjonowania si¢ szezepoéw antybiotykooporych w obecnosci antybiotvkow.
a takze oceny czestosci wystepowania enzymow i genéw warunkujacych opornos¢ na
antybiotyki. Metodyka badan doswiadczalnych zostata dobrze opracowana, w logicznej
sekwencji planowanych doswiadczen, potwierdzajac dobre przygotowanie Doktorantki do
realizacji badan naukowych.

Oryginalne osiagnigcia rozprawy zaprezentowano w rozdziale 3 czesci badawczej.
W pierwszej kolejnosci Doktorantka zaprezentowala i omowila wyniki badan ilosciowvch
bakterii opornych na antybiotyki. przy czym zaobserwowano szczegélnie obfita mikroflore
oporng na powszechnie stosowane antybiotyki p-laktamowe, a takze szerszy zakres
antybiotykoopornosci bakterii na oczyszczalni $ciekéw o wiekszej przepustowosci. Analiza
profili lekkopornosci wykazata wzrost liczebnosci szezepéw  wieloopornych w ciggu

technologicznym oczyszczalni sciekow. Nastgpnym etapem badan bylo okreslenic zmian



lekoopornosci bakterii w procesie oczyszczania $ciekow w warunkach laboratoryjnych
majace na celu okreslenie mozliwosci selekcjonowania si¢ szczepow bakterii lekoopornych.
Wykazano, iz obecnos¢ antybiotykow w sciekach przyczynia sie nie tylko do utrzymywania
si¢ lekoopornosci bakterii w osadzie. ale nawet do wzrostu opornosci tych mikroorganizmow
wobec tych zwigzkow. Stwierdzono jednoczesnie, ze obecnos¢ antybiotykdéw nie wplywa
niekorzystnie na efektywnos¢ procesu oczyszezania $ciekow (poza obnizeniem climinaciji
ChZT) 1 nie powoduje nieprawidlowosci w calej biocenozy osadu czynnego. Co warte
podkreslenia dominujagce w osadzie czynnym szczepy byly wielooporne. Kolejny cykl
doswiadczen obejmowal testy wykrywajace obecnos¢ enzymow warunkujgeych opornosé na
antybiotyki. Wykazano, ze jest ona zwiazana glownie z wystepowaniem dwdch grup
enzymow: metalo-f-laktamaz i karbapenamaz. Uzyskane wyniki badan znalazly poparcie
podczas analiz wystgpowania genow lekoopornosci z wykorzystaniem technik biologii
molekularnej. Wsrod analizowanych 10 genow opornosci na antybiotyki potwierdzono
u bakterii izolowanych w r6znych miejscach ciagu technologicznego oczyszezalni obecnosé
gendw  warunkujgcych  oporno$¢ na  antybiotyki  B-laktamowe. ale  rowniez
wspolwystepowanie innych genow. Ponadto potwierdzono, ze liczba szczepow
wyposazonych w  przynajmniej jeden z analizowanych genéw wzrasta w komorze
napowietrzania i sciekach oczyszczonych w poréwnaniu do sciekéw doprowadzanych do
oczyszczalni.

W rozdziale 4 Doktorantka przeanalizowata uzyskane wyniki na tle literatury
swiatowej podkreslajac, iz komora napowietrzania jest miejscem na oczyszczalni, w ktorym
dochodzi do intensywnego transferu genéw warunkujacych lekoopornosé. Ponad polowa
szezepdw obeenych w komorze byla oporna na wigkszos¢ analizowanych antybiotykow.
Obserwowano wzrost liczby genow warunkujacych opornos¢é na antybiotyki u bakterii
I niebezpieczne zjawisko przechodzenia ich do $ciekéw oczyszczonych. Pewien niedosyt
mozna odczu¢ w zakresie analizy statystycznej, ktorej zamieszczenie w pracy mogloby

Jeszeze mocniej podkresli¢ istotnos¢ uzyskanych osiagnie¢ Autorki.

Ostatni rozdzial czesci badawczej pracy zawiera zestawienie najwazniejszych osiagnigc
Doktorantki. ktore zostaly wskazane w 8-punktowych wnioskach, wynikajacych z szerokiego
zakresu przeprowadzonych badan. Rozprawe zamykaja spis cytowanej literatury. tabel

1 rysunkow.,



Tematyka pracy jest bardzo aktualna, interesujaca i oryginalna, a uzyskane rezultaty
dostarczaja cennych informacji dotyczacych potencjalnego wzrostu antybiotykoodpornosci
mikroorganizmow w procesie oczyszczania Sciekow i transferu lekoopornosci do srodowiska.
Na uwage zasluguje zrealizowanie obszernego programu badan. Do najwazniejszych.
oryginalnych osiagnig¢¢ rozprawy doktorskiej nalezy zaliczyé:

* udowodnienie, ze juz w Sciekach doptywajacych na oczyszczalnie obecne sa
znaczne ilosci bakterii antybiotykoopornych, a w ciagu technologicznym ich
liczebnos¢ wzrasta.

* wykazanie, ze powszechne stosowanie lekow B-laktamowych przyczynia sic do
wzrostu liczby bakterii opornych szczegélnie na t¢ grupe substancji. co zwiazane
jest
z wystgpowaniem gendw i produkcja enzymow odpowiadajacych za opornosé na
te zwigzKi, w tym nawet na Srodki nowej generacji.

* wykazanie, ze obecnos¢ antybiotykow w sciekach przyczynia sie do szybkiego
wzrostu liczebnosci bakterii antybiotykoopornych, w tym wieloopornych. co
stanowl powazne zagrozenie dla srodowiska.

e udokumentowanie. ze w wyniku kontaktu z antybiotykami wzrasta liczebnosé
bakterii  wieloopornych.  wyposazonych w  kilka genow warunkujacych
lekoopornosé.

* udowodnienie, ze w szacowaniu lekoopornosci waznym elementem prawidlowego

okreslenia skali zjawiska jest odpowiedni dobor metod analitycznych.

Uwagi dyskusyjne

W pracy dostrzezono przypadki bledow redakcyjnych. w tym interpunkcyjnych.
nicliczne bledy stylistyczne. jednak sa to przypadki w zaden sposob nie umnicjszajace

wartosci przedstawionej do recenzji pracy.

Mimo niezaprzeczalnych wartosci poznawczych dysertacji pragne przedstawic¢ kilka
uwag jakic nasunely mi si¢ podczas lektury pracy, a ktore sa istotne dla dalszej dyskusji

podczas publicznej obrony:
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W rozdziale dotyczacym zrédel zanieczyszezen srodowiska antybiotykami
Doktorantka  podkreslita  obowiazki  szpitali ~ dotyczace  dezynfekciji
odprowadzanych $ciekow, a zwigzane z obecnoscia organizméw patogennych.
Czy wiadomo jest Autorce o jakichkolwiek regulacjach prawnych w Polsce czy
EU zwigzanych z obowiazkami szpitali wynikajacymi z obecnosci licznych
antybiotykow i innych srodkéw medycznych w takich sciekach?

Na stronie 31 autorka podaje. ze gen ereB koduje erytromycyne II. ktora
hydrolizuje pierscien laktonowy erytromycyny A i oleandomycyny. Sadze. 7e
Autorka uzyla niewlasciwego sformulowania i chodzilo o esteraze
erytromycyny.

Na stronie 42 Autorka wymienia metody analizy parametrow fizyko-
chemicznych, w tym ChZT z wykorzystaniem testu kuwetkowego. w nastepnej
kolejnosci pojawia si¢ catkowite stezenie oznaczane rowniez tego typu testem.
O stgzenie catkowite jakich zwigzkow chodzi w tym przypadku?

Czym podyktowany byl wybér do oceny wystepowania enzymow
warunkujacych opornos¢ na antybiotyki i genow lekoopornosci szczepow
z oczyszczalni Czajka, a nie z Grudzigdza?

Na rysunkach 11 i 12 brakuje danych dotyczacych liczebnosci bakterii
opornych na antybiotyki. Z czego wynika ten brak danych?

W tabeli 9 (dla oczyszezalni  Scickow Czajka) przedstawiono wyniki
procentowego udziatu bakterii antybiotykoopornych w stosunku do ogolnej
liczby bakterii obecnych w s$ciekach dla 8 antybiotykéw. a w tabeli 10 (dla
oczyszezalni  w  Grudzigdzu) tylko dla 5 antybiotykéow. Z dyskusji
przeprowadzonej na stronie 95 wynika, iz niektore szczepy byly oporne nawet
na 11-12 antybiotykéw. Zgodnie z metodyka analiza obejmowala 14
antybiotykow. Z czego wynika i co oznacza w tym przypadku brak
udokumentowanych danych?

Na stronie 66 autorka opisuje wyniki dla oczyszezalni w Grudziadzu ale nic
przedstawita ich graficznie. Dla poréwnania opornosci na antybiotyki szczepow
wicloopornych obu oczyszcezalni sciekow whasciwsze wydaje si¢ w graficzne
zaprezentowanie wynikow badan.

W rozdziale 3.3 doktorantka przedstawia zmiany lekkopornosci bakterii
W procesie oczyszczania scickow w  skali laboratoryinej w warunkach

statycznych. Podobne zjawisko dotyczy gentamycyny w bioreaktorze. Co



zdaniem doktorantki jest przyczyna zmniejszania sie lekoopornosci bakterii

w probkach, do ktorych wprowadzono antybiotyki?

Podsumowanie i wniosek koncowy

Podsumowujgc pragne podkresli¢, ze pomimo kilku uwag majacych charakter
dyskusyjny praca stanowi istotny dorobek Doktorantki i znaczacy wklad w rozwoj inzynierii
srodowiska. Na wysoka ocene pracy zastuguje zarowno teoretyczny. jak i doswiadczalny
wklad Autorki. W swojej pracy Pani mgr Monika Jendrzejewska wykazata sie dociekliwoscia
w rozwigzywaniu zagadnien badawczych, udowadniajgc, ze doskonale umie dobrac
odpowiednie metody analityczne i z nich korzystaé. zwiezle i wlasciwie interpretowaé
uzyskane wyniki. Nalezy tutaj podkresli¢ wykonanie pracochtonnych i czasochlonnych
badan. W swojej pracy Doktorantka wykazata umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy

naukowej.

Stwierdzam, Zze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Natalii
Jendrzejewskiej zatytulowana ,Zmiany antybiotykoopornosci bakterii w  procesie
oczyszezania sciekéw metodq osadu czynnego” spelnia wymagania stawiane rozprawom
doktorskim przez obowigzujace ustawowe przepisy. W zwigzku z tym WROSZ¢
0 przyjecie pracy przez Rade Wydzialu Instalacji Budowlanych, Hydrotechniki
i Inzynierii Srodowiska Politechniki Warszawskiej i dopuszezenie jej Autorki do

publicznej obrony.




