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1. Zasadnos$¢ doboru tematyki

Przewod pokarmowy ssakow jest zlozonym ekosystemem w ktérym relacje migdzy
fizjologiczng mikrobiota a zywicielem moga by¢ zar6wno symbiotyczne, jak i/lub patogenne.
Bakterie z rodzaju Bacteroides to Gram-ujemne beztlenowe paleczki bedgcee najliczniejszym,
sposrod wszystkich bakterii, fizjologicznym sktadnikiem przewodu pokarmowego ssakéw.
Wraz z innymi bakteriami symbiotycznymi, znajdujagcymi si¢ w przewodzie pokarmowym,
przyczyniaja si¢ do prawidlowego funkcjonowania organizmu, determinujgc m.in,
homeostazg wérdéd bakterii jelitowych. W pewnych okresach i sytuacjach moga jednak
wykazywaé dziatanie chorobotwdrcze. Rozprzestrzenienie si¢ tych bakterii do sgsiednich
tkanek i do krwiobiegu moze spowodowac infekcje. Mogg powodowaé migdzy innymi: ostre
zapalenie wyrostka robaczkowego, bakteriemig, zapalenie wsierdzia oraz ropnie jamy
brzusznej, ptuc i moézgu. Niektore szczepy z tego rodzaju sg rowniez zdolne do wytwarzania
enterotoksyn. Wytwarzajace toksyny szczepy B. fragilis. okreslane jako enterotoksyczne
Bacteroides fragilis (ETBF), sa uznang przyczyng chorob biegunkowych u ludzi.

Bacteroides fragilis (BFG) jest jednym z najczgsciej izolowanych beztlenowcéw z
niespecyficznych zakazenn wystepujgcych u ludzi i zwierzat. Ma to szczeg6lne znaczenie,
poniewaz od wielu lat, obserwuje si¢ wzrastajacg czestotliwo$é wystepowania szczepdw
opornych, w tym szczepéw wieloopornych, na érodki przeciwdrobnoustrojowe, co moze
stanowi¢ problemem terapeutyczny. Dzialanie antybiotyku skierowane jest nie tylko na patogen
wywolujacy zakazenie, ale rdwniez na inne bakterie stanowiace naturalng florg fizjologiczng
organizmu. Jej niszczenie sprzyja dominacji gatunkéw niewrazliwych. Drobnoustroje mogg
nabywa¢ oporno$¢ na drodze tzw. horyzontalnego transferu gendw, ktory polega na
przyjmowaniu genéw opornosci od innych organizméw, Kluczowym problemem zwigzanym z
lekoopornoscig bakterii jest fakt, ze geny zwiazane z brakiem wrazliwosci na antybiotyki sa
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zlokalizowane na elementach mobilnych (plazmidy, transpozony, bakteriofagi i integrony),
ktére moga sig¢ przemieszcza¢ migdzy bakteriami tego samego rodzaju, ale takze miedzy
bakteriami niespokrewnionymi filogenetycznie. Temu zjawisku sprzyjajg takze szybko
zachodzace zmiany w materiale genetycznym bakterii i ich ogromne mozliwoéci
przystosowawcze do niekorzystnych warunkéw otoczenia, jakim jest w tym przypadku
obecnos¢ antybiotykéw w wysokich stezeniach, albo zbyt niskich subinhibicyjnych dawkach.
Jest to szczegodlnie grozne w odniesieniu do gatunkéw bakterii u ktorych czesto wystepuje
zjawisko antybiotykoopornosci i ktére odpowiadaja za najczestsze zakazenia u cztowieka. Do
takich gatunkow, w miare dobrze poznanych, czesto nazywanych alarmowymi, nalezg bakterie
z rodziny Enterobacteriaceae np. wzglgdnie beztlenowe pateczki E. coli stanowigce réwniez
fizjologiczna mikroflore przewodu pokarmowego zwierzat i czlowieka.

Obecnie zjawisko narastania opornoéci bakterii na antybiotyki stanowi jeden z
najpowazniejszych probleméw medycznych, epidemiologicznych a nawet ekonomicznych.
Dlatego nalezy stale poszerzaé wiedz¢ na temat réznych mechanizméw nabywania opornogei
na antybiotyki przez drobnoustroje oraz na temat rezystomoéw, czyli srodowisk bedacych
zbiorem wszystkich genow opornosci na antybiotyki, czyli tych ktore znajdujg sie w genomach
bakterii chorobotworczych i niechorobotworczych, kryptycznych genéw opornosci oraz
prekursoréw  gendw opornodci, mogacych staé sie¢ zrédlem  wielolekooponych
chorobotwérezych bakterii. Przyjmuje sie, ze wigkszo$¢ srodowisk i organizméw odgrywa
istotng role w przeplywie bakterii opornych i gendow opornosci na antybiotyki. Przeptyw
ten jest dwukierunkowy, zwigzany z wprowadzaniem naturalnych genéw opornosci
wystepujacych u bakterii sSrodowiskowych do bakterii patogennych dla cztowieka i zwierzat
i vice versa- genéw opornosci do mikroorganizméw srodowiskowych.

Jednym z takich rezystomdw jest przewdd pokarmowy ssakéw, U bakterii jelitowych
stwierdza si¢ opornos$¢ na wiele grup antybiotykéw. Staja si¢ one wiec rezerwuarem
determinantéw opornosei na antybiotyki. I tak bakterie z rodzaju Bacteroides oporne na leki
beta-laktamowe, tetracykliny, makrolidy oraz fluorochinolony, mogg przekazaé, poprzez
horyzontalny transfer gendw w jelitach geny opornoéci znacznie bardziej zjadliwym bakteriom
wystgpujacym tylko okresowo w przewodzie pokarmowym, np. bakteriom uktadu
oddechowego. Srodowiskiem stanowigcym wazny rezerwuar drobnoustrojéw, w tym bakterii
jelitowych, niosacych ogromna pulg gendéw opornosci, ktére mogg by¢ potencjalnie, w dalszej
kolejnosci, przenoszone na inne drobnoustroje sa oczyszczalnie Sciekéw, a w szczegdlnosci
rezystomy osadu czynnego czy zidz biologicznych, W sciekach dochodzi do wzmozonej
selekcji bakterii opornych na dzialanie érodkéw przeciwdrobnoustrojowych, wystepujacych
tutaj w niskich stezeniach (dawki subinhibitorowe). Pomimo tego, iz procesy jednostkowe,
stosowane w ciagu technologicznym oczyszczalni $ciekdw, przyczyniajg sie do znacznej
redukeji liczby bakterii, nawet o 99%, to jednak cze$é z nich, w tym tych opornych na
antybiotyki oraz same geny opornosci, moga pozostaé w $ciekach odplywajacych z
oczyszczalni, przedostajac si¢ wraz z nimi do wéd powierzchniowych, podziemnych oraz gleb
i otaczajacego ich powietrza. Wody powierzchniowe sg z kolei w Polsce gtéwnym Zrddtem
wody ujmowanej na cele komunalne. W ten sposéb drobnoustroje antybiotykooporne dostaja
si¢ do systemdéw dystrybucji wody przeznaczonej do spozycia i tg droga z powrotem do
organizmu czlowieka, Tak wiec oczyszczalnie sciekdw i scieki oczyszczone przyczyniajg sie
do zwigkszania rezystomu srodowiskowego opornego na srodki przeciwdrobnoustrojowe.

To wszystko potwierdza aktualnosé i trafinoscé wyboru tematyki rozprawy doktorskicj przez

Pana mgra inj. Sebastiana Niestepskiego i Jego promotora Panig dr hab. inz. Monike Harnisz
oraz promotora pomocniczego Panig dr hab. inz. Ann¢ Gotkowska-Plachte, bowiem badania te
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dostarczajg wiedzg¢ na temat rezystomu osadu czynnego w kontekscie wystepowania gendw
opornosci na antybiotyki i genéw wirulencji charakterystycznych dla §rodowiskowych bakterii
z grupy Bacteroides fragilis (BFQ).

2. Charakterystyka pracy

Pan mgr inz. Sebastian Niestepski jako rozprawe doktorska, zgodnie z Ustawg z dnia 14
marca 2003r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz.U. z 2016r., poz. 882 z p6zn. zm), w zwiazku z ustawg z dnia 3 lipca 2018r. Przepisy
wprowadzajgce ustawg — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 30 sierpnia 2018r.
poz.1669), przedstawit jednotematyczny cykl publikacji pt.: ,, Wplyw oczyszczania Sciekdéw w
technologii osadu czynnego na lekoopornosé beztlenowych bakterii z grupy Bacterozdes

fragilis™.

Na cykl publikacji sklada si¢ 6 prac: 4 opublikowane w renomowanych czasopismach
wyroznionych przez Journal Citation Reports JCR posiadajgcych IF (Postepy Mikrobiologii,
2017; Environment International, 2019; Journal of Hazardous Materials, 2020; International
Journal of Environmental Research and Public Health, 2020) oraz 2 opublikowane w
recenzowanych materialach konferencyjnych w jezyku angielskim indeksowanych w Web of
Science z nadanym numerem DOI (E3S Web Of Conferences)- 2018, 2019r.

Lgczna wartos¢ Impact Factor artykuléw opublikowanych w ramach osiggniecia
naukowego Doktoranta to 20,184 a sumaryczna liczha punktow MNISW, zgodnie 7 rokiem
opublikowania, dla tych prac naukowych wynosi 455. Prace te zaistnialy juf w
miedzynarodowym obiegu informacji o czym swindczy hczba ich cytowan (4 prace) wg. bazy
Web of Science Core Collection wynoszqca 31,

1. Niestgpski S., Harnisz M., Korzeniewska E., Osifiska A., Dziuba B., Niestepski S., Harnisz M.,
Korzeniewska E., Osifiska A., Dziuba B. Bacteroides spp. — znaczenie kliniczne, lekoopornosé
i metody jej oznaczania, Postepy Mikrobiologii, 56(1): 67-76, 2017, (wkiad Doktoranta 51%,
IF=0,354, liczba punktéw MNiSW 15, 2 razy cytowana).

2. Niestgpski S., Harnisz M., Korzeniewska E., Osifiska A. The occurrence of specific markers of
Bacteroides fragilis group, B. dorei and antibiotic-resistance genes in the wastewater treatment
plants, E3S Web of Conferences. 44: 00124. 10th Conference on Interdisciplinary Problems in
Environmental Protection and Engineering, EKO-DOK 2018; Polanica-Zdroj; Poland; Code
138214, April, 2018; (wktad Doktoranta 51%, [F=0, liczba punktéw MNiSW 15).

3. Niestepski S., Harnisz M., Korzeniewska E., Osinska A. Isolation of anaerobic bacteria of the
Bacteroides fragilis group from environmental samples, E3S Web of Conferences 100 00061,
2019, (wktad Doktoranta 51%, IF=0, liczba punktéw MNiSW 15, raz cytowana).

4. Niestepski S., Harnisz M., Korzeniewska E., Aguilera-Arreola M.G., Contreras-Rodriguez A.,
Filipkowska 7., Osifiska A., The emergence of antimicrobial resistance in environmental strains
of the Bactercides fragilis group, Environment International 124, 408-419, 2019; (wktad
Doktoranta 55%, [F=7,943, liczba punktéw MNiISW 140, 19 razy cytowana).

5. Niestepski S., Harnisz M., Ciesielski S., Korzeniewska E., Osifska A., Environmental fate of
Bacteroidetes, with particular emphasis on Bacteroides fragilis group bacteria and their specific
antibiotic resistance genes, in activated sludge wastewater freatment plants, Journal of
Hazardous Materials, 394, 122544, 2020; (wkiad Doktoranta 55%, IF=9,038, liczba punktéw
MNISW 200, 9 razy cytowana).

6. Niestepski, S.; Harnisz, M.; Korzeniewska, E.; Osiriska, A, Markers Specific to Bacteroides
Jfragifis Group Bacteria as Indicators of Anthropogenic Pollution of Surface Waters. Int. J.
Environ. Res. Public Health, 17, 7137, 2020; (wkiad Doktoranta 60%, TF=2 849 liczba punktéw
MNISW 70).




Przedstawiony jednotematyczny cykl publikacji jest zbiorem publikacji opublikowanych na
przestrzeni 2 lat (2018-2020). Badania zaprezentowane w publikacjach nr 2-6 byty finansowane
z projektu NCN (konkurs Preludium 12) nr 2016/23/N/NZ9/02167 pt.: ,,Srodowiskowe,
beztlenowe bakterie z grupy Bacteroides fragilis- badania pionierskie » pozyskanego i
kierowanego przez Doktoranta.

Wszystkie publikacje sa wspétautorskie, co jest typowe dla tak obszernych prac
badawezych. Do pracy zostaty dotaczone o$wiadczenia wspétautoréw publikacji. Procentowy
udzial Doktoranta w powstanie artykuléw zawieral sig migdzy 51-60%. We wszystkich
publikacjach Doktorant jest pierwszym autorem oraz uczestniczyl w prowadzeniu badan
laboratoryjnych i w najwazniejszych etapach skiadajacych sie na przygotowanie publikacji do
druku, czyli: zaplanowanie koncepcji pracy (2,3,4,5,6), pisanie pracy (1,2,3,4,5,6),
zaplanowanie badan (2,3,4,5,6), graficzne przedstawienie wynikéw (1,2,3,4,5,6), prowadzenie
badan laboratoryjnych (2,3,4,5,6), interpretacja wynikéw i wnioskowanie (1,2,3,4,5,6), korekta
pracy przed ztozeniem do druku (4,5,6). Zwigkszajacy sic wklad Doktoranta w badania i w
poszczegolne etapy prac nad publikacjami $wiadczy o Jego prawidlowym rozwoju naukowym.

Na podkreslenic zastuguje jeszeze opublikowanic przez Pana mgr inz. Sebastiana
Niestgpskiego wynikéw swoich badai w dwadch czasopismach o bardzo wysokim Impact
Factor (IF=9,038 i 7,943) jakimi byly Journal of Hazardous Materials (5) i Environment
International (4).

Sylwetke Doktoranta uzupelia dorobek naukowy w postaci 8 publikacji (4 w ramach
przedstawionej rozprawy) znajdujacych si¢ w bazie JCR, 1 publikacji nieposiadajacej IF, 6
publikacji (2 w ramach przedstawionej rozprawy) w recenzowanych materiatach
konferencyjnych w jezyku angielskim indeksowanych w Web of Science z nadanym numerem
DOI, 12 rozdziatbw w monografiach konferencyjnych w jezyku polskim i 1 w jezyku
angielskim, 24 doniesien konferencyjnych, udziat w charakterze kierownika w 3 projektach
badawczych oraz udzial w stazu naukowym na Narodowym Technicznym Uniwersytecie w
Kijowie i w trzech szkoleniach z zakresu mikrobiologii i inzynierii genctycznej. Doktorant
legitymuje si¢ obecnosciq w bazie Web of Science Core Collection 14 publikacji cytowanych
122 razy oraz H-indeksem réwnym 6,

Jednotematyczny cykl publikacji, stanowiacy rozprawe doktorska, zostal opatrzony
opracowaniem obejmujacym streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wprowadzeniem do
tematyki badan, celem i hipotezami badawczymi, zakresem i metodykg badan, om6wieniem
wynikéw badan, podsumowaniem i wnioskami oraz spisem pozycji literaturowych.

W wprowadzeniu do tematyki badan Doktorat przedstawil informacje literaturowe
dotyczace bakterii bytujagcych w przewodzie pokarmowym czlowicka ze szczegdlnym
uwzglednieniem bakterii z grupy Bacteroides fragilis u ktérych coraz czeéciej wykrywa sie
geny opornosci na antybiotyki, co moze stwarza¢ zagroZenie dla zdrowia ludzi. Pan mgr inz.
Sebastian Niestepski, opisat réwniez w tym rozdziale, powszechnos¢ stosowania antybiotykdw
co przyczynia sie do wzrostu ilosci bakterii opornych na te zwigzki we wszystkich elementach
srodowiska naturalnego oraz zwrécit uwage, ze jednym ze 2rédel takich szczepow
bakteryjnych, w tym tych nalezacych do rodzaju Bacteroides i innych bakterii jelitowych, oraz
genéw odpowiedzialnych za antybiotykoopornos¢ sg oczyszezalnie Sciekéw pracujace w
technologii osadu czynnego.

Gléwnym celem naukowym rozprawy doktorskiej Pana mgr inz. Sebastiana
Niestgpskiego byta ocena wphywu oczyszczania Sciekéw w technologii osadu czynnego na
lekoopornosé bakterii z grupy Bucteroides fragilis, Gram-ujemnych beztlenowych paleczek



bedqceych najliczniej wystgpujgeymi, sposréd wszystkich bakterii, fiziologicznym skladnikiem
przewodu pokarmowego ssakow oraz na ich rozprzestrzenianie w Srodowisku.

Doktorant sformutowal dwie hipotezy badawcze: 1) profil lekoopornosci oraz
réznorodnosé gendw kodujgcych mechanizmy lekoopornosci wsréd szczepéw z grupy
Bacteroides fragilis wyizolowanych ze Sciekéw oczyszezanych metodg osadu czynnego jest
bardziej réinorodny w poréwnamiu ze szczepami pochodzgcymi z immych probek
Srodowiskowych 2) Oczyszczanie Sciekdw w technologii osadu czynnego nie eliminuje
calkowicie genow specyficznych dla beztlenowych bakterii z grupy Bacteroides fragilis oraz
charakterystycznych dla nich genéw antybiotykoodpornosci.

Do realizacji celéw pracy Pan mgr inz. Sebastian Niestepski wykorzystywat szereg metod
badawczych obejmujacych klasyczne metody mikrobiologiczne oraz techniki inzynierii
genetycznej. Metody te wykorzystywal w badaniach prébek pobieranych na terenie 12
oczyszczalni Sciekéw pracujacych w réznym rezimie technologicznym w technologii osadu
czynnego zlokalizowanych na terenie wojewddztwa warminsko-mazurskiego, w tym na terenie
olsztynskiej oczyszczalni $ciekéw ,Lyna”, oraz w badaniach prébek $cickéw szpitalnych,
probek fekaliow ludzkich i katu szczuréw laboratoryjnych.

Tradycyjne metody pozwalaly na izolacje, hodowle i selekcje badanych bakterii oraz
oznaczanie opornosci otrzymanych izolatdw na wybrane antybiotyki. Metody biologii
molekulamej poshizylty Doktorantowi do okreslania lgcznej liczby komoérek bakteryjnych w
badanych prébkach metoda fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH), izolacji genomowego
i Srodowiskowego materialu genetycznego, identyfikacji izolatdéw na podstawie
sekwencjonowania genu 16StRNA oraz na podstawie metody MALDI-TOF MS, okreslania
obecnosci genéw specyficznych badanych bakterii, genéw determinujacych mechanizmy
opornosci na najczgsciej stosowane antybiotyki w leczeniu zakazern wywolanych omawianymi
bakteriami, genu kodujgcego ich cechy wirulencji, genéw integrazy integrondw klasy 1 i 2
odpowiedzialnych za horyzontalny transfer genéw z zastosowaniem metody iloéciowego PCR
w czasie rzeczywistym (qPCR). Ponadto Doktorant okreslal strukture populacji bakterii
obecnych w probkach $rodowiskowych z zastosowaniem sekwencjonowania hiperzmiennego
regionu V3-V4 genu 16SrRNA metodg wysokoprzepustowego sekwencjonowania nowej
generacjii Ilumina Miseq. W swoich badaniach Pan mgr inz. Sebastian Niestepski
wykorzystywat takze analizg bioinformatyczng uzyskanych sekwencji oraz stosowat analize
statystyczng otrzymanych wynikéw korzystajac z pakietu oprogramowania STATISTICA 13,2,

Pierwszy etap badan Pana mgra inz. Sebastiana Niestepskiego dotyczyt zebrania informacji
literaturowych na temat bakterii grupy Bacteroides fragilis, ktre nastepnie zostaty zebrane w
publikacji przegladowej nr 1 stanowigcej wraz z badaniami wstepnymi opisanymi w artykule
nr 2 podstawg do wybrania metodyki badawczej umozliwiajacej weryfikacje postawionych w
rozprawie hipotez naukowych. W pracy nr 2 izolowano materiat genetyczny z prébek $cickéw
przy pomocy dwoch zestawdw komercyjnych do izolacji genomowego DNA (Fast DNA SPIN
Kit for Soil i zestawu Genomic Micro AX Bacteria Gravity Kit) oraz poréwnywano jakosé tak
wyizolowanego materialu genetycznego pod katem wykrywania gendw specyficznych dla
bakterii z rodzaju Bacteroides oraz gendéw kodujacych opornosé na charakterystyczne dla tej
grupy bakterii antybiotyki.

Drugi etap badan (publikacje nr 3 i 4) dotyczyt weryfikacji pierwszej hipotezy badawczej.
Na tym etapie Doktorant izolowat bakterie grupy Bacteroides fragilis na podtozu wybidrczo-
roznicujgcym BBE z prébek ludzkich odchodéw, $ciekéw szpitalnych, $ciekéw doptywajgcych
i odplywajacych z oczyszczalni $ciekéw pracujacych w technologii osadu czynnego oraz z
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odchodéw szczuréw laboratoryjnych, ktére stanowily kontrole negatywna, w celu
monitorowania catej drogi przenoszenia szczepéw BFG od ludzi do $rodowiska.

Wyroste na pozywce hodowlanej charakterystyczne kolonie Doktorant sprawdzit pod
katem ich naturalnej odpornosci na trzy antybiotyki: kanamycyne, kolistyng i wankomycyne.
Otrzymane kolonie Doktorant identyfikowat za pomocg metod PCR i MALDI-TOF MS. Z
agaru BBE facznie wyizolowano 319 szczepdw tworzacych charakterystyczne kolonie, z czego
250 kolonii byto opornych na kanamycyne, kolistyne i wankomycyne, Badania PCR pokazaly,
ze tylko 135 szczepéw zawierato gen bfr specyficzny dla BFG. W analizie MALDI-TOF MS
tylko 123 izolaty zostaty zaliczone do BFG. Najczesciej izolowanymi gatunkami z grupy BFG
z badanych prébek byly B. fragilis i P. distasonis. 100% wyizolowanych szczepéw z odchoddw
Iudzkich i szczurzych na agarze BBE zostato zakwalifikowanych do BFG. Z kolei skutecznosé
izolacji szczepéw BFG ze $ciekéw szpitalnych oraz nieoczyszczonych i oczyszczonych
$ciekoéw z oczyszezalni byla duzo nizsza (odpowiednio 20%, 19%, 40%). Zjawisko to moze
wynika¢ z wystgpowania w Sciekach szczepow bakterii o zmodyfikowanych cechach
fenotypowych wymagajacych innych warunkéw hodowlanych niz szczepy kliniczne.

W dalszej kolejnosci uzyskane 123 izolaty Doktorant poddat analizie wrazliwosci na sze$é
grup najczesciej stosowanych w praktyce leczniczej w stosunku do bakterii BFG antybiotykow
metodami hodowlanymi (beta-laktamy, tetracykliny, grupa MLS- makrolidy, linkozamidy
streptograminy, fluorochinolony, nitroimidazole oraz chloramfenikol). Dodatkowo za pomoca
metody PCR Doktorant okreslal obecnogé w izolatach 25 gendw kodujacych oporno$é na te
antybiotyki. Badane szczepy réznily sig fenotypows opornoéciag na badane antybiotyki.
Najpowszechniej obserwowana byla opornoéé (97,56% szczepéw) na cyprofloksacyne
nalezgcg do fluorochinolonéw drugiej generacji (49,59% dla erytromycyny, 44,71% dla
ampicyliny, 35,77% dla tetracykliny, 32,52% dla amoksycyliny/kwasu klawulanowego,
26,83% dla chloramfenikolu, 26,01% dla klindamycyny, 11,38% dla moksyfloksacyny i 8,94%
dla metronidazolu). Najwyzsze poziomy lekoopornosei zaobserwowano w szczepach
izolowanych z prébek $cickéw, zaréwno surowych jak i oczyszczonych, pochodzgcych z
oczyszczalni wykorzystujacych metode osadu czynnego. Z kolei badania metodg PCR
wykazaly powszechna obecnosé gendéw kodujacych oporno$é na chloramfenikol (100%),
tetracykliny (97,78%), a nastgpnie na makrolidy, linkozamidy i streptograminy (81,97%). Geny
kodujace opornoéé na f-laktamy i fluorochinolony byly mniej rozpowszechnione. Réwniez w
tych badaniach szczepy BFG izolowane z prébek S$ciekéw surowych i oczyszezonych
charakteryzowaly si¢ najwigkszg réznorodnodcia gendw opornosdci na antybiotyki i byly
najczesciej lekooporne i wielolekooporne.

W trzeciej czeédei badan, zaprezentowanej w publikacjach nr 5 i 6, weryfikowano drugg
hipotezg badawcza. :

Publikacja nr 5 przedstawia wyniki badah polegajace na okreslaniu udziatu bakterii z
rodzaju Bacteroides w catej strukturze spotecznosci bakteryjnej obecnej w éciekach
pochodzacych z 12 oczyszezalni Warmii i Mazur, pracujacych w technologii oczyszczania
osadem czynnym, réznigcych si¢ rozwigzaniami technologicznymi i oczyszczajacymi zardwno
Scieki bytowo- gospodarcze jak i §cieki szpitalne oraz §cieki z przemystu spozywczego. Sklad
typdw i klas bakterii w probkach sciekdw analizowano metoda wysokoprzepustowsj techniki
sekwencjonowania nowej generacji (NGS). Z kolei za pomocg techniki qPCR Doktorant
analizowal obecnodé¢ gendéw specyficznych dla bakterii BFG (gen bfr, zwigzany z
wystepowaniem 10 gatunkéw bakterii BFR oraz gen HF183/BacR287, $wiadczacy o
wystepowaniu odludzkich bakterii z gatunku B. dorei), gendw antybiotykoodpornosci (ARG) i
genow kodujacych integraze klasy 1. Z kolei w publikacji nr 6 okre§lano przydatnosé
specyficznych markerdw, jakim byly geny specyficzne dla bakterii BFG oraz geny specyficzne
dla bakterii uznanych jako gatunki wskaznikowe dla zanieczyszczen fekalnych, czyli dla
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bakterii Escherichia coli i Enterococcus faecalis. W tym celu Doktorant badat obecnosé tych
specyficznych genéw w prébkach $cickéw surowych i oczyszezonych doptywajacych/
odptywajacych z olsztynskiej oczyszezalni sciekow ,.Lyna”, w wodzie powierzchniowej rzeki
Lyny powyzej i ponizej miejsca zrzutu sciekdw oraz w probkach Sciekéw szpitalnych. Badano
rowniez w tych probkach obecnosé 11 genéw antybiotykoopornosci (ARG) i 2 gendw
kodujgcych integrazg. Wszystkie badania charakterystycznych genéw prowadzono za pomoca
techniki qPCR, natomiast badania ogélnej liczby komorek bakteryjnych w badanych prébkach
okreslano metodg fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH).

W badanych prébkach $ciekéw wykazano dominacje 4 gromad: Proteobacteria,
Firmicutes, Actinobacteria i Bacteroidetes. Sekwencjonowanie nowej generacji pokazato
podobny udzial bakterii Bacteroidia (<1,0-8,2% wszystkich bakterii) w $cieckach surowych i
oczyszczonych, co sugerowalo, ze mikroorganizmy te nie sg calkowicie eliminowane w
procesie oczyszczania $ciekéw metoda osadu czynnego. Srednia liczba kopii gendw
specyficznych dla genomu bakterii BFG wyniosta 106 i 104 kopii odpowiednio w 1 ml §ciekéw
surowych i sciekdéw oczyszezonych. Stwierdzono takze pozytywng korelacje miedzy
liczebnoscig bakterii BFG a genami specyficznymi dla BFG kodujgcymi oporno$é na
antybiotyki. Obserwowane zmiany w wystgpowaniu genéw specyficznych dla BFG i ARG w
sciekach nicoczyszczonych i oczyszezonych wskazywaly na to, ze proces osadu czynnego
powoduje zmniejszenie liczby kopii gendw w $ciekach oczyszczonych odprowadzanych do
$rodowiska, ale nie eliminuje ich calkowicie. Wéréd bakterii wykrywanych w sciekach
szpitalnych dominowaty geny specyficzne dla BFG, a liczba ich kopii byta zblizona do liczby
genow specyficznych dla E. coli i E. faecalis wykrywanych w pozostatych probkach, Liczba
genow charakterystycznych dla BFG byla silnie skorelowana z liczebnoscia gendw
specyficznych dla E. coli i E. faccalis oraz wszystkich analizowanych gendw ARG i genéw
kodujgcych integrazg. Odnotowano takze znaczacy wzrost liczby kopii genéw specyficznych
dla BFG, E. coli i siedmiu z 11 analizowanych ARG w prébkach wody rzecznej pobranych
ponizej punktu zrzutu $ciekdw, co sugeruje, ze oczyszezalnie SciekOw sg Zrodlem tych gendw
w Srodowisku naturalnym.

3. Ocena rozprawy

Podjety przez Pana mgra inz. Sebastiana Niestepskiego problem naukowy jest bardzo
istotny i aktualny, bowiem dotyczy globalnego problemu zdrowotnego jakim jest obecno$é w
srodowisku zycia czlowieka bakterii i/lub genow opornych na antybiotyki. Problem ten
zwigzany jest z powszechnym stosowaniem lekéw przeciwdrobnoustrojowych w terapii ludzi
i zwierzat oraz w ich hodowli. Opornosé na antybiotyki nie jest juz dzisiaj tylko ograniczona
do srodowiska szpitalnego. Istnigje wiele badan nad opornoécig na antybiotyki wérdd szczepow
$rodowiskowych, co sugeruje, ze szczepy kliniczne bakterii o wigkszej opornosci czesto
pochodzg ze Srodowiska naturalnego, w tym z siedlisk wodnych. Dlatego identyfikacja zrédet
genow opornosci na leki i poznanie drég ich transmisji jest niezbedna do opracowania strategii
zwalczania opornosci na antybiotyki,

Doktorant w swoich badaniach skupil sie na biologicznych oczyszczalniach $ciekdw
pracujacych w technologii osadu czynnego chegc odpowiedzie¢ na pytania: 1) czy
wplywajg one istotnie na lekoopornosé beztlenowych bakterii z grupy Bacteroides fragilis,
fiziologicznie obecnych w przewodzie pokarmowym ssakéw? 2) oraz czy wplywajg na
rozprzestrzenianie tych bakterii w srodowisku?

Osiggniecie tak postawionych celéw oraz udowodnienie postawionych przez Doktoranta tez
wymagalo realizacji duzego zakresu pracy, co wigzatlo si¢ z przeprowadzeniem



skomplikowanych i pracochtonnych prac do§wiadczalnych. Na podkreslenie zastuguje bardzo
dobrze opanowany przez Doktoranta warsztat badawczy obejmujgcy techniki klasycznej
mikrobiologii, w tym hodowli beztlenowych szczepéw bakterii, oraz technik inzynierii
genetycznej i analizy bioinformatycznej. Zakres eksperymentéw laboratoryjnych zostat
zaplanowany prawidlowo, odpowiednio do celéw dysertacji. Pod wzgledem merytorycznym
praca nie budzi zastrzeze, Wyniki badan zostaly opublikowane w renomowanych,
recenzowanych czasopismach wyréznionych przez Journal Citation Reports (JCR)
posiadajgcych IF oraz w recenzowanych materiatach konferencyjnych w jezyku angielskim
indeksowanych w Web of Science. Zbidr tych prac zostat poprzedzony spdjnym opracowaniem
majgcym charakter dysertacji doktorskiej. Lektura jego treéci pokazuje iz zbior 6 prac
naukowych jest spdjny tematycznie, a Doktorant wlasciwie interpretuje wyniki eksperymentow
naukowych oraz sprawnie porusza si¢ w literaturze tematu, wlasciwie rozwigzujac problemy
badawcze, wyciggajac z nich logiczne wnioski, ktore potwierdzajg zrealizowanie celéw tej
pracy badawczej.

Do najwainiejszych osiggni¢é naukowych Doktoranta, poza potwierdzeniem teg
postawionych na poczgtku pracy, zaliczylabym:

> podjecie pionierskich badaf nad lekoopornoéeig obecnych w $rodowisku szczepéw z
grupy Bacteroides fragilis (BFG), stanowiacych fizjologiczna, dominujgca mikrobiote
przewodu pokarmowego ssakdw,

> wykazanie, ze $rodowiskowe szczepy BFG charakteryzujg sie duza opornoscig na
antybiotyki oraz duza rdznorodnoscig genéw kodujacych mechanizmy opornodci na
srodki przeciwdrobnoustrojowe,

» wykazanie, ze oczyszczalnie Sciekdw pracujgce w technologii osadu czynnego nie
usuwaja calkowicie w procesie oczyszczania $ciekéw beztlenowych bakterii BFG,

» wykazanie, ze biologiczne oczyszczalnie $ciekéw pracujagce w technologii osadu
czynnego stanowig rezerwuar Srodowiskowy lekoopornych i wielolekoopornych
szczepdw BFG, ktére charakteryzuja si¢ czegsto wigkszg opornosciy na badane
antybiotyki niz szczepy izolowane z katu Indzi oraz z $ciekéw szpitalnych,

> wykazanie mozliwodci zastosowania bakterii BFG jako alternatywnego wskaznika
sanitarnego czysto$ci wdd powierzchniowych poprzez badanie obecnosci
specyficznych gendw dla tej grupy bakterii w analizach zanieczyszczenia wod fekaliami
oraz jako wskaZnika zanieczyszczenia srodowiska wodnego genami opornosci na
antybiotyki (ARGs).

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska w postaci cyklu 6 publikacji podlegata juz
krytycznej ocenie przez recenzentéw, zgodnie z wymogami wydawniczymi czasopism, tak
wigc pozwole sobie zamiesci¢ kilka pytan bedgeych punktem wyjscia do dyskusji na obronie
pracy:

1) Jakimi ukladami technologicznymi charakteryzowaly sie oczyszczalnie sciekow
wystepujace w badaniach oraz jaki wplyw miaty te réznice technologiczne pomigdzy
nimi na usuwanie bakterii BFG i ARGs oraz na wzrost zjawiska antybiotykoodpornodci
tych bakterii w $ciekach oczyszczonych?

2) Dlaczego w $ciekach szpitalnych obserwowano zwykle nizsza opornoéé badanych
szczepOw na antybiotyki w poréwnaniu do tych obecnych w $ciekach pochodzacych z
oczyszczalni?



3) Dzigki jakiemu mechanizmowi beztlenowe bakteric BFG przezywaja w sciekach
surowych, napowietrzanej komorze osadu czynnego oraz w $ciekach oczyszezonych i
wodach powierzchniowych?

4. Whniosck koncowy

Podsumowujac moja opini¢ stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pana mgra inz. Sebastiana
Niestgpskiego pt.: ,,Wphw oczyszczania S$ciekéw w technologii osadu czynnego na
lekoopornosé beztlenowych bakterii z grupy Bacteroides fragilis” przedstawiona w postaci
jednotematycznego cyklu szedciu publikacji stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego w dyscyplinie naukowsj indynieria srodowiska, gérnictwo i energetyka i wskazuje
na wysoki poziom wiedzy teoretycznej Kandydata oraz umiejetno$é samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej. Opiniowana praca spelnia wymagania stawiane pracom
doktorskim zgodnic z Ustawg z dnia 14 marca 2003r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2016r., poz. 882 z pdzn. zm), w
zwigzku z ustawg z dnia 3 lipca 2018r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U. z 30 sierpnia 2018r. poz.1669). Wobec tego przedkltadam Wysokiej
Radzie Naukowej Dyscypliny inZynieria srodowiska, gérnictwo i energetyka Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie wniosek o przyjecie opiniowanej rozprawy i
dopuszczenie Pana mgra inz. Sebastiana Niestepskiego do publicznej obrony pracy doktorskiej.
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