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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. inz. Sebastiana Niestgpskiego
pt. ,Wplyw oczyszczania $ciekdw w technologii $cieku czvnnego na Iekoobornoéé

beztienowych ba kterii z grupy Bacteroides fragilis”

P_rz.edstawiona do recenzji praca doktorska mgr. ini. Sebastiana Niestgpskiego zostata
wykonana Katedrze Mikrobiologii Srodowiskowej, Wydziatu Geoinzynierii, UniWersytetu Warminsko-
Mézurskiego, pod kierunkiem prof. UWM dr hab. ini. Moniki Harnisz. Promotorem pomocniczym
rozprawy doktorskiej byta dr hab. inz. Anna Gotkowska-Ptachta. Przedtozona do oceny rozprawa
sktada sie ze streszczenia w jezyku angielskim i polskim, auto'referatu zawierajgcego wstep, cel i
hipotezy badawcze pracy, metodyke i wyniki badan, podsumowanie i wnioski, spis literatury oraz
kopii publikacji wraz z oéwiadcieniami wspétautoréw. Wyniki bedace przedmiotem dysertaciji
zawarto w szesciu pozycjach: trzech pracach oryginalnych i.jednej przegladowe] opublikowanych w
fatach 2017-2020 w czasopismach z listy Journal Citation Reports oraz dWéch recenzowanych

doniesieniach konferencyjnych:

. 1. Niestepski-S., Harnisz M., Korzeniewska E., Osifiska A., Dziuba B. '2017. Bacteroides spp. —
znaczenie kfiniczne, lekoopornosé i metody jej oznaczania. Postepy Mikrobiologii, 56: 67-76.

2. Niestepski S., Harnisz M., Korzeniewska E., Osiriska A. 2018 The occurrence of specific markers of

Bacteroides fragilis group, B. doref and antibiotic-resistance genes in the wastewater treatment

plants. E3S Web of Conferences. 44, 00124,

www.hiologiaz.amu.edu.pl




3. Niestepski S., Harnisz M., Korzeniewska E., Osinska A. 2019 Isolation of anaerobic bacteria of
the Bacteroides fragilis group from environmental samples, £35S Web of Conferences. 100,
00058.

4. Niestepski S., Harnisz M., Korzeniewska E., Aguilera-Arreola M.G., Contreras-Rodriguez A.,
Filipkowska Z., Osisiska A. 2019 The emergence of antimicrobial resistance in environmental
strains of the Bacteroides fragilis group. Environment International. 124, 408-419.

5. Niestepski S., Harnisz M., Ciesielski S., Korzeniewska E., Osiriska A. 2020. Environmental fate
of Bacteroidetes, with particular emphasis on Bacteroides fragilis group bacteria and their
specific antibiotic resistance genes, in activated sludge wastewater treatment plants, Journal
of Hazardous Materials. Journal of Hazardous Materials. 394, 122544,

6. Niestepski, S., Harnisz, M., Korzeniewska, E., Osiriska, A. 2020. Markers specific to bacteroides
fragilis group bacteria as indicators of anthropogenic pollution of surface waters. International

Journal of Environmental Research and Public Health. 17(19), 7137.

Sumaryczny wspdtczynnik  oddzialywania ({Impact Factor) czasopism, w ktérych
opublikowano ww. prace wynosi 19,819, a suma punktéw MEIN 430. Przedstawione artykuty s3
tematycznie spéjne. WSzystkie prace 53 -wieloauto'rskie — majg od czterech (prace 2, 3 i 6) poprzez
pieciu (prace 1 i 5) do siedmiu (préca 4) wspétautoréw. Pan mgr inz. Sebastian Niestepski jest
pierwszym autorem wszystkich przedstawionych prac. Z o$wiadczen ztozonych przez Doktoranta
oraz WSpéiautoréw prac wynika, ze miat on znaczacy i wzrastajacy w kolejnych publikacjach udziat
(od 51 do 60%) w ich przygotowanie. Obejmowat on, w wiekszoéci prac, wspotudziat w tworzeniu
koncepcji, planowaniu i przeprowadzeniu badan, analizie i prezentacji wynikéw, wnioskowaniu,
pisaniu i przygotowaniu manuskryptow oraz odpowiedzi na uwagi recenzentéw. Tak znaczny
udziat Doktoranta w catoksztalcie badan, zwtaszcza w tworzeniu koncepcji $wiadczy nie tylko o
zaangaZzowaniu, lecz o potencjale naukowym i wzrastajacej w kolejnych latach samodzielnoéci
doktoranta. Szczegdlnie godnym docenienia jest fakt pozyskania przez doktoranta érodkéw na
badania bedace przedmiotem rozprawy — wszystkie prace eksperymentalne (publikacje 2-6)

finansowano ze srodkdéw uzyskanych w konkursie NCN PRELUDIUM, ktérym Doktorant kierowat.

Rozprawa doktorska Pana mgr. inz. Sebastiana Niestepskiego dotyczy kompleksowej oceny
wystepowania i lekoopornosci bakterii z grupy Bacteroides fragilis (BFG) pochodzgcych z préb

Sciekow, woéd odbiornika oraz katu ludzi i szczurdw, jak réwnie: analiz $rodowiskowego DNA



zwigzanych ze skiadem populacji Bacteroides spp., ilosciowa ocena gendéw markerowych i genow

lekoopornosci charakterystycznych dia badanej grupy bakterii.

P.odthy przez Doktoranta temat jesf niezwykle aktualny i ambitny. Zrozumienie
mechanizmoéw rozprzestrzeniania sie bakterii opornych i genow opornosci na antybiotyki i
chemioterapeutyki w $rodowisku jest wg. Swiatowej Organizacji Zdrowia kluczowym elementem
stworzenia skutecznej kontroli i strategii ograniczenia lekoopornosci mikroorganizmow. Scieki i
oczyszczalnie $ciekéw wydaja sie byé $rodowiskiem, w ktérym, podobnie jak w szpitalnym,
wymiana gendéw opornosci na antybiotyki (ARG) pomigdzy bakteriami jest procesem
powszechnym. Bezwzglednie beztlenowe bakterie z grupy Bacteroides fragilis, bedac czescia
mikrobioty jelitowe]j czfowieka, a réwnoczesnie wykazujac potencjat chorobotwérczy, podlegaja w
jelicie procesom mutacji, horyzontalnego transferu gendw i selekeji, co prowadzi do pojaWiania sie
i rozprzestrzeniania szczepéw wieloopornych. Publikacje dotyczace Bacteroides spp. skupiajq sie
gtéwnie na patogenicznoéci i lekoopornosci szczepow wywotujacych zakazenia u ludzi, natomiast
losy: bakterii tej grupy, zwlaszcza dynamika zmian wystgpowania i lekoopornosci w Sciekach sa

praktycznie nieznane i w tym zakresie praca jest prekursorska.

Podjete przez Doktoranta zadama byly wymagajace, chocby ze wzgledu na specvficzne
wvmaganla wzrostowe i brak procedur dotyczqcych izolacji i identyfikacji bakterii BFG ze
$rodowiska. Do realizacji postawuonych celéw pracy doktorskiej Pan mgr inz. Sebastian Niestgpski
opanowat bardzo réznorodny i nowoczesny warsziat badawczy obejmuncy tradycyjne metody
stosowane w mikrobiclogii do hodowli, selekcji i izolacji bezwzglednie beztlenowych
mikroorganizméw, oznaczania lekoopornosci, jak i sze'reg metod biol.ogii 'mole.kularneji's‘fuiqcych
m.in do wyznaczania ogélhej liczby mlkroorganlzmow (FISH), i’zolacj.i genbmowego i
srodomskowego DNA, identvflkac;l szczepébw w oparciu o obecnos¢ gendw markerowych
okresieniu pollmorflzmu genetycznego wyizolowanych szczepéw bakterii (ERIC-PCR), wykrywaniu
genow kodujacych opornoéé na antybiotyki, oraz genu wirulencji bft, identy.fikacji izolatow .né
podstawie analiz z uZzyciem MALDI-TOF i sekwencjonowania 165 rRNA. Ponadto, w
srodowiskowym DNA pochodzacym ze Sciekéw Doktorant oznaczat badane geny ilosciowo metodg
qPCR, jak réwniez okreslit sktad populacji z wykorzystaniem sekwencjonowaniem nowej generacji

(NGS). Do opracowania danych sekwencyjnych wykorzystat analizy bioinformatyczne.

Wstepem do czeici doéwiadczainej byto znakomicie przygotowane opracowanie

dotyczacego aktualnej taksonomii, chorobotwérczosci i lekoopornosci, z obszérn,q charakterystyka
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mechanizméw  warunkujacych poszczegéine fenotypy opornosci Bacteroides spp. i metod
oznaczania {praca 1). Publikacja o charakterze przegladowym stanowi doskonate wprowadzenie do
badan i $wiadczy o dobrym przygotowaniu teoretycznym mgr inz. Sebastiana Niestepskiego do
czesci eksperymentainej. .Zachqcam w tym miejscu do stosowania aktualnego nazewnictwa

taksonow, mianowicie domena i typ zamiast krélestwo i gromada,

Pierwszy etap badafi dotyczyt izolacji i identyfikacji szczepéw BFG — spoéréd 319
potencjalnych izolatéw Bacteroides spp. pochodzacych ze Sciekéw: szpitalnych, doptywajacych i
odplywajacych z oczyszczalni wykorzystujacej technologie osadu czynnego w Olsztynie oraz z
probek katu pochodzacych od fudzi | szczuréw, Doktorant zidentyfikowat 123 szczepy grupy
Bacteroides fragilis (prace 3 i 4). Na docenienie zastuguje metodyczne podejicie do izolacji i
identyfikacji szczepéw BFG z wykorzysténiem metod hodowlanych, w tym selekcji antybiotykowe;j,
metod molekularnych (oznaczenie obecnosci genu bfr i fragmentu HF183/BacR287 specyficznych
dia BFG.i analiz z wykorzystaniem MALDI-TOF). Trzeba jeszcze raz w tym miejscu podkresiié
znaczny stopien trudnosci izolacji i identyﬁkacji.érodowiskowych BFG. Jakkolwiek bowiem dila
szczepow tej grupy izolowanych z materiatéw od chorych ludzi istniejg sprawdzone procedury
hodowlane, to szczepy izolowane ze-s'rodowiska wykazuja znacznie wigksze zréinicowanie
fenotypowe_i genetyczne, co stwarza problemy z ich identyfikacja .metodami stosowanymi w
diagnostyce bakteriologicznej (iaczhie z MALDI-TOF). Znaczacg wartoscig poznawcza jest
okreslenie sktadu gatunkowego BFG #oszczegélnych préb §rodowiskowych oraz oznacienie profili
Iekoopornos’ci szczepOw. Badane materiaty roznia sie Vzaréw.no dominujacymi .gatunkami jak i _ich
réznorodnoscia. Co interesujace, w $cieku szpitalnym odnotowano tylko Parabacteroides
distasonis, natomiast najbardziej réinorodne byly scieki oczyszczone i préby katu ludzkiego ~ w
obu dominujgcym gatunkiem byt B. fragilis — najczesciej izolowany patogen z zakazen ludzi. W
Scieku surowym stwierdzono trzy gatunki: P. distasonis, B. fragilis i B thetaiotaomikron i pierwszy z

nich byt dominujacy.

“Podobnie zastanawiajacym bylo, ze w analizie lekoopornoéci ww. szczepOw na antybiotyki i
chemioterapeutyki (B-laktamy, tetracykliny, MLS, nitroimidazol i chinolony) szczepy pochodzace ze
sciekéw doptywajacych i odptywajacych z oczyszczalni wykazywaty wyiszg czestosc lekoopornoici
niz te z pozostatych materiatléw. Najwigksza czestoéé opornosci odnotowano dia ciprofloksacyny,
erytromycyny, tetracykliny i ampicyliny. O istniejacej presji selekeyjnej w Srodowisku oczyszczalni

$wiadczy¢ moze wzrost opornosci szczepow na metronidazol w trakcie procesu oczyszczania
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$ciekdw (z 16,67% do 31,25%), oraz wystepowanie opornosci na chloramfenikol wytacznie u
szczepow wyizolowanych ze $ciekdw i, w niewielkim stopniu, z katu ludzkiego. Kolejnym
interesujagcym wynikiem jest wystapienie niezwykle niebezpiecznego z punktu widzenia terapii
zjawiska wielolekoopornosci, ktére to réwniez pojawito sie w przypadku szczepéw Sciekowych, a
procent szczepéw wielolekoopornych byt prawie identyczny w $ciekach oczyszczonych jak w
sciekach doptywajacych. Wiekszo$¢ obserwowanej fenotypowo opornosci znajdowata
uwarunkowanie genetyczne; najwieksza roznorodnoscia gendw charakteryzowaty sie znowu scieki
z oczyszczalni sciekdw wykryto u nich 21 z 28 badanych gendw (szczepy ze Sciekdw szpitalnych

mialy 4, a z katu ludzkiego 10 gendw).

W analizie sktadu populacji sciekow doplywajgcych i odphjwa{iacvch z 13 oczvszczalni
sciekébw z czterema rodzajami modyfikacji technologii oczyszczania $ciekow metoda osadu
czynnego oznaczonych NGS, klasa Bacteroidia stanowita srednio nie wiecej niz 2,5% (od 1,0%-
8,2%) wszystkich bakterii, a wystepujace réznice miaty prawdopodobnie zwigzek z modyfikacjami
technologicznymi oczyszczania sciekéw. Brak istotnych statystycznie rdznic w udziale Bacteroidia
wzgledem pozostatych bakterii wskazuje,_ ze bakterie tej klasy przeiywajq proces oczyszczania
$ciekdw, cho liczba kopii gendw specyficznych dla grupy BFG {bfr i fragmentu HF183/BacR287)
pomiedzy Sciekami doplywajacymi a odptywajacymi wykazuje dla wiekszosci oczyszczalni znaczacy

redukcje.

.' Do najistotﬁiéjsiych w moje_} ocenie osiggnieé rozprawy zaliczy¢ moina wyniki wplywu
modyfikacji technologii oczyszcianié sciekéw metoda osadu czynnego na dynamike zmian
iloéciowych genéw specyficznych dla grupy BFG (bfr i HF183/BacR287) i wybranych gendéw
lekoopornosci (¢fx, tetQ, i tetX, mefA, ermF, linA, bexA i inti1) oznaczonych metoda gPCR w
érodowiskowym DNA. Jakkolwiek w poszczegdlnych prébach iloéé gendw byta zréznicowana, w
wigkszosci badanych oczyszczalni nastgpita znaczgca redukcja liczby kopii badanych gendow po
procesie oczyszczania sciekow. Wyjatkiem byta oczyszczalnia $ciekéw wykorzystujgca sekwencyjny
reaktor biologiczny (SBR), charakteryzujaca sie dtugim wiekiem osadu — Doktorant wykazat wzrost
liczby kopii 11 z 12 badanych gendw procesie oczyszczania. Natomiast oczyszczainie z systemem
podwyiszonego usuwania biogenéw charakteryzowaly sie¢ wysoka zdolnoscig redukcji (>93%)
liczby kopii gendw. Wyniki te stanowi¢ moga bardzo wainy przyczynek do rekomendacji
okreélonych technologii w procesie oczyszczania w. celu ograniczenia rozprzestrzeniania sie BFG i

gendw opornosci



Bardzo waizne osiggniecie rozprawy stanowi wykazanie, ze w wodzie odbiornika pobranej
za miejsce zrzutu sciekdw oczyszczonych nastepuje istotny statystycznie wzrost liczby kopii genéw
specyficznych dla BFG (réwnolegte z genem uid specyficznym dla Escherichia coli) i genéw
lekoopornosci {praca 6). Scista korelacja pomiedzy liczba kopii genéw bfr i HF183/BacR287 oraz
genow markerowych dla E. coli i Enterococcus faecalis, swiadczy nie tylko o wspétwystepowaniu
tych grup mikroorganizméw, ale o mozliwosci ich wykorzystania jako alternatywnego wskainika
katowego -zanieczyszczenia wody. Ze wzgledu réwniez na wykazang przez Doktoranta korelacje
liczbg kopii gendw specyficznych dla BFG z genami opornosci, oznaczenie gendw markerowych dia
wskainikéw zanieczyszczenia katowego wody, moina przekiada¢ réwniez na informacje o

obcigzeniu genami opornosci.

Reasumujac Doktorant zweryfikowat sformulowane hipotezy dotyczace .wiekszego
zréznicowania lekoopornosci i warunkujacych ja gendéw u szczepdw grupy Bacteroides fragilis
wyosobnionych ze $ciekow oczyszczanych metodg osadu czynnego w pordwnaniu ze szczepami z
pozostatych materiatéw, jak rowniez roli i udzialu oczyszczalni sciekéw w uwalnianiu zaréwno BFG

jak I genoéw opornosci do Srodowisku.

Pytania i uwagi krytyczne

Przedstawione do oceny artykuty zostéiy juz opublikowane, wiec podiegaly krytycznej

ocenie recenzentow, niemniej jednak pozwole sobie zamiescic kilka uwag i pytan:

e W pracy oznaczano liczbe kopii gendw integraz integrondéw klasy 1 i 2 w metagenomowym
DNA scieku. W wielu miejscach rozprawy pojawiajg sie rowniez uwagi o roli integronéw w HTG.
Czy podjeto préby zbadania czy w genomach szczepéw grupy Bacteroides fragilis wystepuja

integrony i jaka jest ich zawartos¢ genowar

e W przypadku opornosci na chloramfenikol, odnotowano jg u szczepdw pochodzacych ze
Sciekdw surowych i oczyszczonych, oraz w mniejszym stopniu z katu ludzkiego, natomiast
izolaty ze sciekdw szpitalnych i pochodzace z katu szczurzego byly wrazliwe na ten antybiotyk.
Proponowanym przez Doktoranta wyttumaczeniem tego zjawiska jest nabywanie opornosci
przez bakterie kolonizujace systemy kanalizacji (HTG, selekcja, mutacje?). Czy istnieja

doswiadczalne dowody na ‘tego rodzaju mechanizm? Czy bardziej prawdopodobnym



wyjasnieniem tego zjawiska nie byloby po prostu pochodzenie szczepéw opornych na

chloramfenikol od ludzi i zwierzat?

¢ Nie do konca jest dla mnie jasny fragment autoreferatu dotyczacy wyiszej czestosci
wielolekoopornych szczepdéw BFG w $cieku oczyszczonym. Czestosci te w Scieku oczyszczonym
wynosity 93,75%, za$ ogdlnie w Scieku 95,65%, czyli wnioskuje, ze w scieku doptywajacym

czestosé szczepdw MDR musiata byé wyzsza niz w $cieku oczyszczonym?

s gen wirulencji bft obecny byt u wszystkich szczepéw BFG wyizolowanych z katu szczurzego
(ktére de facto stanowily kontrole negatywna w badaniach), natomiast w niewielkim u
szczepdw z pozostalych materialow. Jakie moze by¢ wyttumaczenie zwigkszonej czestoéci tego

genu u szczepdw z katu szczurzego?

Rozprawe doktorska mgr. inz. Sebastiana Niestepskiego oceniam bardzo wysoko. Strona
formalna nie budzi zastrzeien. Na uwage zastuguje staranne zaplanowanie strony
eksperymentalnej, bardzo szeroki zakres analiz mikrobiologicznych, genomicznych,
bioinformatycznych i statystycznych. W pracy uzyskano wazine i oryginalne rezultaty, znacznie
poszerzajgce wiedze na temat metod identyfikacji, wystepowania i lekoopornosci srodowiskowych
bakterii grupy Bacteroides fragilis, ich rozprzestrzeniania sie w S$rodowisku poprzez Scieki
oczyszczone jak rowniez wptywu modyfikacji technologii oczyszczania $ciekéw na obcigzenie wod
odbiornika bakteriami BFG i wreszcie mozliwosci aplikacyjne dotyczace wykorzystania markerow

specyficznych dla BFG jako wskaznikéw zanieczyszczenia kafowego woday.

Podsumowujac, uwazam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spetnia wymogi
okreslone w Ustawie o Stopniach i Tytutach Naukowych z dnia 14 marca 2003 roku z p6zniejszymi
zmianami i wnosze o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Biorgc pod uwage prekursorski charakter badarn dotyczacych $rodowiskowych szczepéw grupy
Bacteroides fragilis, szeroki zakres badan dotyczacy lekoopornoici srodowiskowych szczepéw BFG,
réin'orodnoéé zastosowanych technik badawczych, wysoki poziom merytoryczny {potwierdzony
ich opublikowaniem w uznanych czasopismach naukowych} oraz wysoka wartosé poznawczg
zwigzang z wykazaniem roli srodowiskowych bakterii BFG w rozprzestrzenianiu lekoopornosci,

whnioskuje o wyréznienie rozprawy doktorskiej stosownga nagroda.




