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Review of doctoral dissertation by Wiktor Zielinski, M.Sc.,
entitled ,, Wastewater treatment plant as a source of antibiotic resistance transmission —

an epidemiological threat to the aquatic environment and plant employees

The doctoral dissertation submitted for review was prepared at the Department of Water
Protection Engineering and Environmental Microbiology, University of Warmia and Mazury,
Olsztyn, under supervision of Professor Ewa Korzeniewska and Ewa Feli§, D.Sc., Ph.D., Associate
Professor at Silesian University of Technology. The Candidate applies for a Ph.D. degree in the

field of natural sciences, discipline biological sciences.

The dissertation is presented in English. It includes the following sections: a list of funding
sources, a list of abbreviations, a list of publications included in the doctoral dissertation, abstracts
in English and Polish, introduction, research objectives and hypotheses, results, conclusions, and
references, followed by publications included in the dissertation with accompanying authors’
statements. The dissertation is complete; it has all essential parts in proper layout. The
references used for introduction and discussion of the results are up to date, appropriately chosen

and reflects current state of knowledge.

The results of this dissertation were presented in the following articles published in journals

indexed by Journal Citation Reports:

1. Zielinski W., Buta M., Hubeny J., Korzeniewska E., Harnisz M., Nowrotek M., Plaza G. 2019.
Prevalence of beta-lactamases genes in sewage and sludge treated in mechanical-biological

wastewater treatment plants. Journal of Ecological Engineering. 20(9):80-86.
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2. Zielinski W., Korzeniewska E., Harnisz M., Hubeny J., Buta M., Rolbiecki D. 2020. The
prevalence of drug-resistant and virulent Staphylococcus spp. in a municipal wastewater
treatment plant and their spread in the environment. Environment International. 143, 105914.

3. Zielinski W., Korzeniewska, E., Harnisz M., Drzymata J., Felis E., Bajkacz S. 2021.
Wastewater treatment plants as a reservoir of integrase and antibiotic resistance genes — An
epidemiological threat to workers and environment. Environment International. 156, 106641.

4. Zielinski W., Hubeny J., Buta-Hubeny M., Rolbiecki D., Harnisz M., Paukszto P
Korzeniewska E. 2022. Metagenomics analysis of probable transmission of determinants of

antibiotic resistance from wastewater to the environment — A case study. Science of the Total

Environment. 827, 154354.

Cumulative Tmpact Factor of the journals in which the abovementioned articles were
published is 37.457. The publications have six (article 2 and 3) to seven (articles 1 and 4) authors.
Mr. Wiktor Zielinski is the first author of each article. The statements of the doctoral student and
the co-authors indicate that he participated essentially (51% share in article 1, 55% in article 2,
and 60% in articles 3 and 4) in every stage of article preparations, from literature review,
sampling, experimental part, interpretation and presentation of results, to manuscript drafting and
preparing response to reviewers’ comments. Such multidimensional participation proves solid
theoretical and practical knowledge on the research subject and shows that the doctoral student is

capable of solving scientific problems.

The aim of the dissertation of Wiktor Zielinski, M.Sc., was to determine if conventional
wastewater treatment plants contribute to transmission of potentially pathogenic bacteria and
antibiotic resistance determinants to aquatic environment and upper respiratory system of

wastewater treatment plant workers.

The issue of the spread of antibiotic-resistant microorganisms through wastewater is actual
and relevant, keeping in mind the threat posed to the public health by constantly growing pool of
antibiotic-resistant bacteria (ARB). Wastewater treatment plants (like hospitals) seem to be an
environment in which the transfer of antibiotic resistance genes (ARGs) between bacterial strains
is common, which, together with selection pressure, increases the emergency of resistant bacteria
in the treated wastewater. Identification and complex characteristics of the routes of antibiotic
resistance spread and the variables that affect it are crucial elements for creating global strategy of

preventing further expansion of that phenomenon. The novel aspect of studies on antibiotic



resistance spread was to assess the possibility of transmission of potentially pathogenic and
antibiotic-resistant bacteria to human upper respiratory tract through bioaerosol associated with
wastewater treatment. In my opinion it is very interesting but at the same time challenging

especially when it comes to methodology and interpretation of the results.

The doctoral student formulated two research hypotheses that He verified in four stages of
the study. In stage 1, he characterized the occurrence of antibiotic resistance genes in wastewater
during different stages of the treatment, sewage sludge, and the waters of the river receiving final
effluents from two wastewater treatment plants using activated sludge process. The treatment
plants were localized in Silesia and Warmia and Mazury, two regions that differ in the level of
industrialization. Wiktor Zielinski, M.Sc., used PCR method to detect three B-lactamase genes
(blaoxa, blasuv, and blages) in metagenomic DNA isolated from samples taken in summer and
autumn. He found those genes in most of the samples, including final effluents, proving that -
latamase genes are not efficiently removed during treatment process, regardless of treatment plant
localization. Moreover, the emergence of hlaoxa in the river downstream the treated wastewater

discharge point proves transmission of ARGs to surface waters through wastewater.

In the next steps, the doctoral student focused on mechanical-biological wastewater
treatment plant in Olsztyn. In stage 2, Wiktor Zielifiski, M.Sc., analyzed occurrence of antibiotic-
resistant and virulent strains of Staphylococcus spp. in sewage and river water as well as swabs
from the nose and throat of wastewater treatment plant employees and a control group. During
three sampling events, he isolated 249 unique strains of Staphylococcus spp. and determined the
frequency of Staphylococcus aureus (upon the nuc gene), five virulence-associated genes (pvl,
hla, tstl, sec, and sasX) and genes determining resistance to antibiotics (mecAd and vanA) and
disinfectants (gacA/B). S. aureus strains were noted in all sample types with different frequency:
the nuc gene was found in 63% of strains from sewage and river water and in 82% of strains
isolated from the workers. The mec gene determining methiciilin resistance was rarely detected; it
was not found in strains isolated from sewage, river water and control group, but it was present in
those originated from the treatment plant workers. The vancomycin resistance vand gene was
detected in isolates from human samples, from untreated wastewater, and in almost half of isolates
from sewage sludge. Virulence genes were present more frequently in strains isolated from
humans; the most common one, regardless of sample type, was Ala. Moreover, the doctoral

student determined the copy number of the muc gene and ARG, finding highest values for



untreated sewage. Nevertheless, the genes were present in the final effluent as well, which

confirms the hypothesis about transmission of ARGs to river water through wastewater.

In my opinion. the most interesting aspect of this stage was assembling the results of
ERIC-PCR genetic fingerprints with the presence of virulence and antibiotic resistance genes in
different seasons. Strains isolated from the upper respiratory system of the workers clustered
together with those originating from active sludge bioreactor and untreated sewage, which may

indicate their genetic relationship and a possibility of their transmission through bioaerosol.

The analysis of metagenomic DNA of wastewater and river water samples as well as nasal
and throat swabs collected from WWTP employees were conducted in the third stage of the
study. Wiktor Zielinski, M.Sc., analyzed the absolute and relative abundance of 17 antibiotic and
three heavy metal resistance genes, as well as three classes of integron integrase genes. All of the
genes were present in the wastewater at consecutive treatment stages, with bla, MLS,
sulphonamide and tetracycline resistance genes in highest numbers. Significantly, in river water,
13 resistance genes were identified, and downstream the wastewater discharge point their
concentration was higher than upstream the discharge site, which may prove ARGs transmission
to the river via treated wastewater. Determination of selected physicochemical parameters,
measurement of 16 antibiotics and seven heavy metal concentrations at different stages of
wastewater treatment enabled estimating their removal and establishing correlation between
variables. Among many significant correlations that the Candidate calculated, those between the
concentration of 12 ARGs, three integron integrases genes and cnrd gene conferring resistance to

cobalt and nickel, and between ARGs concentration and zinc and copper, were noteworthy.

Wiktor Zielinski, M.Sc., also estimated the risk of ARGs transmission to upper respiratory
tract of WWTP employees. In DNA isolated from pooled swabs, the relative abundance of the
majority of ARG and int/] gene was significantly higher than in the control group; besides, three
genes were identified only in employees' samples. All of the ARGs present in employees' pooled

DNA were identified also in DNA from activated sludge bioreactor.

In the fourth stage of the study, metagenomic DNA of the aforementioned samples was
subjected to next-generation sequencing, and the results were used for taxonomic composition
analysis, estimation of presence and abundance of ARGs and insertion sequences. The highest
taxonomic diversity was noted in untreated and the lowest in treated wastewater. The NGS results

supported the research hypothesis that treated wastewater discharge increases microbial taxonomic
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diversity and results in higher relative abundance of almost all ARGs and eight out of ten analyzed

iS families in river water.

The results concerning microbial transmission to the upper respiratory tract of WWTP
employees are most interesting. The phylum Actinobacteria predominant in wastewater from
activated sludge bioreactor was aiso dominant in the upper respiratory tract sampies, which may
suggest their transmission. The relative abundance of some ARGs was similar to ARGs relative
abundance in wastewater, and there were significant correiations between the employees’ ARGs
relative abundance and the abundance of microbial taxa identified in swabs and wastewater from
activated sludge bioreactor. It is worth mentioning that DNA derived from WWTP employees’
samples contained IS families, namely IS3, IS30, IS66, and ISL3, that are not characteristic for
human microbiota, and which were detected in untreated wastewater and wastewater from
activated sludge bioreactor. All the data support the hypothesis that wastewater and the emitted
bioaerosol presumably contribute to the transmission of microorganisms, in particuiar bacteria of
the phylum Actinobacteria and the associated antibiotic resistance genes to the upper respiratory

tract of WWTP employees.

Questions and critical comments

The presented doctoral dissertation is based upon a series of articles that have been
published, so they already were subjected to peer review and passed critical evaluation.

Nevertheless, I would like Mr. Wiktor Zielinski to address the following issues:

1. The blaoxa, blasuy and blatem genes were chosen for evaluation of the dispersal of bla genes
in aquatic environments (articies 1 and 3). Those genes emerged in the genomes of clinical strains
long time ago and since then managed to spread in the genomes of environmental strains; hence, it
is difficuit to evaluate the dynamics of changes in their frequency. What was the reason for
choosing those genes? Wouldn't blactx-m be a better choice? Moreover, in the case of article 1,

quantitative analysis couid have provided more information about the burden of those genes.

2. The result of ERIC-PCR analysis in the study concerning potentially pathogenic and
antibiotic-resistant Staphylococcus spp. was a conciusion about genetic similarity of some groups
of isolates. What was the percentage of that similarity? Wouldn't strains belonging to the same

species, e.g. S. aureus, show more related fingerprints due to species similarity?



3. Insertion sequences atypical for physiological microbiota (IS3, IS30, IS60, and ISL3; article
4) were found in swab samples from the wastewater treatment plant workers, as well as in samples
from untreated sewage and bioreactor. Can their presence be an effect of the transmission of
microorganisms from bioaerosol created during wastewater treatment? Are there any other

reasons?

Conclusions

The doctoral dissertation of Wiktor Zieliniski, M.Sc., is a valuable contribution to the
knowledge on transmission of antibiotic-resistant and potentially pathogenic bacteria from
mechanical-biological wastewater treatment plants to aquatic environments and upper respiratory
tract of the treatment plant workers. The articles included in the dissertation are thematically
coherent in presenting the results in a logical way. In order to achieve the aim of the study, Mr
Wiktor Zielifiski had to become familiar with a variety of experimental methods, ranging from
classic microbiological methods, molecular biology methods to advanced bioinformatic and
statistical tools used for analyzing the results of metagenomic analyses. I highly appreciate the
presented dissertation. Wiktor Zielinski, M.Sc., verified research hypotheses and achieved the aim
of the study, additionally obtaining results that are valuable contribution to the knowledge on

selection and co-selection processes in a mechanical-biological wastewater treatment plant.

The doctoral dissertation can (and should) trigger changes in protective measures for the
wastewater treatment plant workers and lead to implementing procedures allowing effective

removal and antibiotic-resistant bacteria and ARGs from treated wastewater.

In conclusion, the dissertation of Wiktor Zielinski, M.Sc., meets the requirements for
doctoral dissertations defined in Article 187 of the Act of 20 July 2018 “Law on higher
education and science” (Journal of Laws, 2022, Item 574). Therefore, I ask the Scientific
Council of Biological Sciences Discipline of University of Warmia and Mazury to admit Mr.
Wiktor Zielinski to further stages of the defense of his doctoral thesis. Taking into account a
wide variety of experimental methods, overall high level of the research, publication of the results
in renowned journal, and its application potential, I ask the Scientific Council of Biological
Sciences Discipline of University of Warmia and Mazury to recognize this dissertation with an
appropriate award.
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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Wiktora Zielinskiego
pt. ,, Wastewater treatment plant as a source of antibiotic resistance transmission -
an epidemiological threat to the aquatic environment and piant empioyees”
»Oczyszezalnie Sciekéw jako Zrédlo transmisji antybiotykoopornosci - zagrozenie epidemiologiczne

==

ia Srodowiska wodnego i pracownikow zakiadu”)

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr. Wiktora Zielinskiego zostata wykonana Katedrze
Inzynierii Ochrony Woéd i Mikrobioiogii Srodowiskowej Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w
Olsztynie, pod kierunkiem promotoréw: prof. dr hab. inz. Ewy Korzeniewskiej i profesor Politechniki
Siaskiej dr hab. inz. Ewy Felis. Kandydat ubiega si¢ o stopien doktora w dziedzinie nauk Scistych i
przyrodniczych, dyscyplinie nauki biologiczne.

Przedlozong do oceny rozprawe przygotowano w jezyku angielskim. Sktada si¢ z wykazu zrédet
finansowania, spisu skrotéw, wykazu publikacji skladajgcych si¢ na dysertacje, streszczenia w jezyku
angieiskim 1 poiskim, wstepu, celu i hipotez badawczych, metodyki 1 wynikow badan, podsumowania i
wnioskow, oraz bibliografii. Do autoreferatu dolgczono kopie publikacji wraz z o$wiadczeniami
wspolautorow. Rozprawa jest kompietna — zawiera wymagane czesci, a ich ukiad jest prawidiowy.
PiSmiennictwo wykorzystane do opracowania i przedyskutowania rezultatow jest aktualne i zostato

wiasciwie dobrane 1 odzwierciedia aktuainy stan wiedzy dotyczacy tematu.

Wyniki bedgce przedmiotem dysertacji zawarto w czterech pozycjach opublikowanych w latach

2019-2022 w czasopismach z listy Journal Citation Reports:

1. Zielinski W., Buta M., Hubeny J., Korzeniewska E., Harnisz M., Nowrotek M., Ptaza G. 2019.
Prevalence of beta lactamases genes in sewage and sludge treated in mechanical-biological

wastewater treatment plants. Journal of Ecological Engineering. 20(9): 80-86.
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2. Zielinski W., Korzeniewska E., Harnisz M., Hubeny J., Buta M., Rolbiecki D. 2020. The
prevalence of drug-resistant and virulent Staphylococcus spp. in a municipal wastewater
freatment plant and their spread in the environment. Environment International. 143,
105914.

3. Zielinski W., Korzeniewska, E., Harnisz M., Drzymata J., Felis E., Bajkacz S. 2021.
Wastewater treatment plants as a reservoir of integrase and antibiotic resistance genes —
An epidemiological threat to workers and environment. Environment International. 156,
106641.

4. Zielinski W., Hubeny J., Buta-Hubeny M., Rolbiecki D., Harnisz M., Paukszto k..,
Korzeniewska E. 2022. Metagenomics analysis of probable transmission of determinants
of antibiotic resistance from wastewater to the environment — A case study. Science of the

Total Environment. 827, 154354

Sumaryczny wspotezynnik oddziatywania (Impact Factor) czasopism, w ktérych
opublikowano ww. prace wynosi 37,457. Wszystkie prace sg wieloautorskie — majg szesciu
(prace 2 i 3) i siedmiu (praca 1 i 4) wspélautoréw. Pan mgr Wiktor Zielinski jest pierwszym
autorem wszystkich przedstawionych prac. Z o$wiadczen zlozonych przez Doktoranta oraz
wspotautorow prac wynika, ze mial on istotny udzial w ich przygotowaniu (pierwsza praca
51%, druga 55%, trzecia i czwarta po 60%). Doktorant uczestniczyl w przygotowaniu pracy
na kazdym etapie jej tworzenia, od zebrania i przegladu literatury, poprzez pobory
materialéw, przeprowadzenie badan eksperymentalnych, analiz¢, interpretacje i prezentacje
wynikéw, po przygotowanie manuskryptow oraz odpowiedzi na uwagi recenzentéw. Tak
wielowymiarowy udzial $wiadczy o rzetelnej teoretycznej 1 praktycznej znajomoscei

zagadnienia i o przygotowaniu Doktoranta do rozwiazywania probleméw badawczych.

Celem rozprawy doktorskiej Pana mgr. Wiktora Zielifiskiego bylo okreslenie czy
konwencjonalne oczyszczalnie $ciekéw przyczyniaja si¢ do transmisji potencjalnie
chorobotworczych bakterii i determinant antybiotykoopornosei do $rodowiska wodnego i do

gornych drég oddechowych pracownikéw oczyszczalni.

Zagadnienie  zwigzane z  rozprzestrzenianiem sic  antybiotykoopornych
mikroorganizméw poprzez $cieki oczyszczone jest aktualne i zasadne, wzigwszy pod uwage
zagrozenie, jakie dla zdrowia publicznego stwarza ciagle powiekszajaca si¢ pula bakterii
lekoopornych w Srodowisku. Oczyszczalnie $ciek6w wydaja sie byé srodowiskiem, w ktérym,

podobnie jak w szpitalnym, wymiana genéw opornosci na antybiotyki pomiedzy bakteriami
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jest procesem powszechnym a towarzyszaca temu selekcja powoduje, ze w Scieku
oczyszczonym bakterie oporne pojawiajg si¢ ze zwigkszong czgstoscig. Identyfikacja, pelna
charakterystyka drég 1 zmiennych wplywajacych na rozprzestrzenianie  si¢
antybiotykoopornosci jest jednym z kluczowych elementéw tworzenia globalnej strategii
ograniczenia jej narastania. Wyznaczony przez Doktoranta cel dotyczacy zbadania
mozliwosci transmisji potencjalnie chorobotworczych bakterii i bakterii lekoopornych do
drog oddechowych ludzi poprzez bioaerozole towarzyszace procesom oczyszczania jest w
mojej ocenie nowym i bardzo interesujacym aspektem badaf. Dodac nalezy, ze jest to

metodycznie i interpretacyjnie niezwykle wymagajace zadanie.

Doktorant sformutowal dwie hipotezy badawcze, ktore zweryfikowal w czterech
ctapach badafi. W pierwszej czeSei mgr Wiktor Zielinski scharakteryzowat wystgpowanie
gendéw opornosci w $ciekach z réznych etapéw oczyszczania, osadzie Sciekowym, i wodzie
odbiornika $ciekéw, z dwdch oczyszczalni wykorzystujacych technologie osadu czynnego, a
zlokalizowanych na terenach réznigcych si¢ stopniem uprzemystowienia (Slask i Warmia i
Mazury). Oznaczajac w metagenomowym DNA prob pobranych dwukrotnie (latem i jesienig)
metodg PCR trzy geny B-laktamaz (blaoxa, blasnv i blatem) mgr Wiktor Zielinski stwierdzit
wystepowanie blaoxa i blatem W wigkszosci prob; w tym w sciekach oczyszczonych, czym
wykazat, ze w przypadku obu oczyszczalni, niezaleznie od ich lokalizacji, w procesie
oczyszczania Sciekéw geny ww. B-laktamaz nie sa skuteczne usuwanie, przy czym pojawienie
siec gendw blaoxa w wodzie odbiornika po zrzucie $ciekow, dowodzi transmisji ARG do wod

powierzchniowych poprzez Scieki oczyszczone.

W dalszych kolejnosci Doktorant skupil si¢ na badaniach dotyczacych mechaniczno-
biologicznej oczyszczalni $ciekow w Olsztynie. W drugim etapie badai mgr Wiktor
Zielinski analizowal wystepowanie antybiotykoopornych i wirulentnych szczepow
Staphylococcus spp. w $ciekach i wodzie rzecznej oraz w wymazach z nosa i gardla
pracownikéw oczyszczalni oraz grupy kontrolnej w trzech sezonowych poborach. Efektem
bylo wyizolowanie 249 unikalnych izolatéw Staphylococcus spp., ktore Doktorant
scharakteryzowal pod wzgledem czestosci Staphylococcus aureus (gen nuc), wystepowania
pieciu genéw wirulencji (pvl, hla, tstl, sec, sasX), gené6w opornosci na antybiotyki (mec4,
vand) i $rodki dezynfekcyjne (qacA/B). Szczepy S. aureus wystepowaly we wszystkich
prébach z rézng czestoscia: gen nuc stwierdzono u 63% szczepow ze Sciekoéw 1 wody rzecznej
i 82% wyizolowanych od pracownikéw. Gen opornosci na meticyling, mec4, odnotowano

stosunkowo rzadko, nie wykryto go u szczepéw wyizolowanych ze sciekéw, wody rzecznej i
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od os6b z grupy kontrolnej, ale pojawil si¢ u tych pochodzacych od pracownikow
oczyszczalni. Gen vand, warunkujacy oporno$é na wankomycyng, wykryto u szczepow ze
scieku nieoczyszczonego, u prawie polowy z osadu sciekowego, i u pracownikéw. Geny
wirulencji wystepowaly z wieksza czgstoscig u szczepéw wyizolowanych od ludzi, a
najczesciej wystepujacym u szczepow izolowanych zaréwno od ludzi jak i ze $ciekéw i wody
rzecznej byl hla. W metagenomowym DNA Doktorant oznaczyl liczbe kopii genu nuc i
badanych ARG, ktérych najwiecej bylo w $ciekach nieoczyszczonych, ale obecne byly takze

w sciekach oczyszczonych, co potwierdza hipotezg o ich transmisji do wody rzeczne;j.

W mojej ocenie najbardziej interesujgcym  bylo zlozenie wynikow analizy
podobienstwa genetycznego ERIC-PCR i wystepowania genéw wirulencji i lekoopornosci u
badanych szczepéw w zaleznosci od sezonu. Szczepy wyizolowane z gérnych drog
oddechowych pracownikéw oczyszczalni utworzyly skupienie z pochodzacymi ze $ciekéw z
bioreaktora z osadem czynnym, oraz $ciekow nieoczyszczonych, co moze $wiadezyé o ich

podobienstwie genetycznym i mozliwej transmisji poprzez bioaerozole.

Oznaczenia w metagenomowym DNA $ciekéw i wody rzecznej oraz polaczonych
préb z wymazéw od pracownikéw oczyszczalni byly kontynuowane w trzecim etapie pracy.
Doktorant badal czgsto$¢ absolutng i wzgledng 17 genéw opornosci na antybiotyki, trzech
opornosci na metale cigzkie i genéw integraz trzech klas integronéw. Wszystkie geny
opornosci byly wykryte w $ciekach na réznych etapach oczyszczania, najwigcej byto genéw
bla, opornosci na MLS, sulfonamidy i tetracykliny. Istotnym jest, ze w wodzie rzecznej
zidentyfikowano 13 genéw i po zrzucie $ciekéw bylo ich wigcej niz przed co $wiadczy o ich
transmisji  poprzez  $cieki  oczyszczone.  Oznaczenia wybranych  czynnikéw
fizykochemicznych i stgzenia 16 antybiotykéw i siedmiu metali ciezkich umozliwito
okreslenie stopnia usuwania tych substancji w trakcie procesu oczyszczania Sciekéw i bylo
podstawa do wyznaczenia zalezno$ci pomiedzy zmiennymi. Doktorant wyznaczyl szereg
istotnych korelacji wérod nich te miedzy liczbg kopii 12 genéw opornosci i genéw 3 klas
integraz a genem oporno$ci na kobalt i nikiel, cnrd, oraz migdzy liczbg kopii genéw

opornosci a stezeniem cynku i miedzi.

Mgr Wiktor Zielinski ocenial réwniez ryzyko transmisji ARG do gémych drég
oddechowych pracownikéw oczyszczalni. W probach DNA z lgczonych wymazéw od
pracownikéw oczyszczalni odnotowano wieksze czgstosci wigkszosci badanych genéw niz u
0s6b z grupy kontrolnej, a trzy genéw z nich odnotowano wylgcznie u pracownikow.
Wszystkie te geny byly identyfikowane w $ciekach z bioreaktora.
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W czwartym etapie badan metagenomowy DNA z ww. materialéw zostal poddany
sekwencjonowaniu nowej generacji, a uzyskane dane analizie skladu taksonomicznego
populacji oraz czestosci genéw ARG i sekwencji insercyjnych. Najwigksze zréznicowanie
taksonomiczne odnotowano w $ciekach nieoczyszczonych, najmniejsze w oczyszczonych.
Wyniki analiz potwierdzity hipoteze, dotyczgca transmisji mikroorganizméw do wody
rzecznej: zrzut S$ciekéw zwiekszyt roznorodno$¢ taksonomiczng mikroorganizméw i
wzgledng czestosé prawie wszystkich genéw lekoopornoscei i osmiu z 10 badanych rodzin
sekwencji insercyjnych. W wodzie rzecznej po zrzucie Sciekéw oczyszczonych wykryto

ARG, ktérych nie bylo przed zrzutem Sciekow.

Niezwykle interesujgce sg wyniki dotyczace transmisji mikroorganizmow i genéw do
gormych drég oddechowych pracownikéw oczyszczalni. Czestosci niektorych ARG
uzyskanych w preparatach z nosogardzieli byly zblizone do czestosci tych gendéw w $ciekach,
a miedzy czestosciami ARG i liczebnoscig taksonow zidentyfikowanych w nosogardzieli i w
Sciekach z bioreaktora mgr Wiktor Zielinski otrzymal pozytywne korelacje. Na uwage
zastuguje to, ze probach od pracownikéw oczyszczalni zidentyfikowano sekwencje
insercyjne, ktore nie sg typowe dla mikrobioty fizjologicznej, a byly wykryte w probkach
$ciekow nieoczyszczonych i w $ciekach z bioreaktora mianowicie IS3, IS30, IS66 1 ISL3, co
Swiadczy¢ moze o transmisji bakterii z bioaerozolu do goémych drég oddechowych
pracownikow oczyszczalni. Uzyskane wyniki wspierajg hipotez¢ o mozliwosci transmisji
mikroorganizméw, w szczegolnosci z typu Actinobacteria, z genami opornosci na antybiotyki
z bioaerozolu towarzyszgcemu WWTP do goérnych droég oddechowych pracownikow

oczyszczalni.

Pytania i uwagi krytyczne

Przedstawione do oceny artykuly podlegaly krytycznej ocenie recenzentow, niemniej

jednak pozwole sobie zamiesci¢ kilka uwag 1 pytan:

1. Do oceny rozprzestrzeniania si¢ genéw bla w Srodowisku wodnym wybrano
geny blaoxa, blasuv 1 blatem (praca 1 i 3). Geny te pojawily si¢ stosunkowo dawno w
genomach szczepow Kklinicznych i rozprzestrzenily si¢ szeroko w genomach szczepéw
srodowiskowych, stad czesto trudno okresli¢ dynamike zmian ich czgstosci. Czym uzasadni¢

taki wybér i czy lepszym wyborem do oceny réznic nie bytby blactxm? Dodatkowo czy w
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przypadku pierwszej pracy oznaczenia ilosciowe nie dostarczylyby pehniej szych informacji o

obcigzeniu Srodowiska tymi genami?

2. W badaniach dotyczacych chorobotwérczych i  opornych SZczepow
Staphylococcus spp. efektem analizy ERIC byly wnioski o wysokim podobienstwie
genetycznym grup izolatow. Jaki byl procent tego podobienstwa? Czy szczepy nalezace do
tego samego gatunku, np. S. aureus, nie daja w tej metodzie zblizonych profili ze wzgledu na

podobienstwo gatunkowe?

3. W probkach wymazéw od pracownikéw  zidentyfikowano sekwencje
insercyjne, ktére nie sg typowe dla mikrobioty fizjologicznej, a byly wykryte w prébkach
Scieku nieoczyszczonych i w Sciekach z bioreaktora mianowicie IS3 , IS30, 1S66 1 ISL3 (praca
4). Czy i jesli tak, to jakie inne przestanki $wiadcza, ze ich obecnos$é to efekt transmisji

mikroorganizméw z bioaerozolu towarzyszacego oczyszczaniu Sciekow?

Whioski koficowe

Rozprawa doktorska Pana mgr. Wiktora Zielinskiego stanowi cenny wkiad w wiedze
dotyczacg rozprzestrzeniania sie poprzez mechaniczno-biologiczng oczyszczalnie $ciekéw
bakterii lekoopornych i potencjalnie chorobotwoérczych w srodowisku wodnym oraz ich
transmisji do gérych drég oddechowych pracownikéw oczyszezalni. Przedstawione artykuly
sg tematycznie spojne, i w uporzgdkowany sposob prezentuja wyniki. Do realizacji
postawionych celéw pracy doktorskiej Pan mgr Wiktor Zielinski opanowal réznorodny i
nowoczesny warsztat badawczy, od mikrobiologicznych metod hodowlanych, przez analizy
biologii molekularnej, po zaawansowane metody bioinformatyczne i statystyczne shuzace do
opracowania wynikéw analiz metagenomicznych. Przedtozong do oceny dysertacje oceniam
wysoko. Rozprawa realizuje postawiony cel, mgr Wiktor Zielinski zweryfikowal postawione
hipotezy badawcze, dodatkowo wykonujac szereg analiz, ktére stanowig wartosciowy wkiad
do wiedzy o procesach selekcji i koselekcji w mechaniczno-biologicznej oczyszczalni
Sciekow.

Rozprawa moze i powinna staé sie przyczynkiem do zmian w ochronie pracownikéw
oczyszczalni $ciekoéw, jak i wdrozenia procedur prowadzacych do efektywniejszego usuwania

bakterii lekoopornych i genow ARG ze $cieku oczyszczonego



Podsumowujgc, uwazam, ze rozprawa doktorska Pana mgr Wiktora Zielinskiego
spelnia wymogi okres§lone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (tekst jedmolity: Dz. U. z 2022 r. poz. 574 ze zm.) i wnosz¢ o
dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Biorgc pod uwage
szeroki wachlarz zastosowanych technik badawczych, wysoki poziom merytoryczny
zaprezentowanych badan skutkujgcy ich opublikowaniem w uznanych czasopismach, ich
warto$¢ poznawczg i1 aplikacyjng, zwracam si¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki
Biologiczne Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego o wyroéznienie rozprawy doktorskiej
stosowng nagrody.

; 0
.“?:sﬂ:p O~NIN O~ \\CO\“'\' ‘f""*-—"&“‘/@* ‘

N



