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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 Dr. Ewa Felis, D.Sc., Ph.D,,
Associate Professor at Silesian University of Technology. The Candidate applies for Ph.D. degree in

the field of natural sciences, discipline biological sciences.

The dissertation is presented in English. It includes a list of funding sources, a brief description
of Candidate's scientific achievements, 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 four articles (with supplementary data) included in the

dissertation with the accompanying authors’ statements

The results of this dissertation were presented in the following articles published in 2019-2022

in journals indexed by Journal Citation Reports:

1. Buta M., Hubeny J., Zielinski W., Korzeniewska E., Harnisz M., Nowrotek M., Ptaza G. 2019. The
occurrence of integrase genes in different stages of wastewater treatment. Journal of

Ecological Engineering, 20(10), 39-45 (Ministry of Education and Science points = 40)
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2. Buta M., Hubeny J., Zielinski W., Harnisz M., Korzeniewska E., 20121. Sewage sludge in
agriculture — the effects of selected chemical pollutants and emerging genetic resistance
determinants on the quality of soil and crops — a review. Ecotoxicology and Environmental
Safety, 214, 112070 (IF2021 7.129; Ministry of Education and Science points = 100)

3. Buta M., Korzeniewska E., Harnisz M., Hubeny J., Zielinski W., Rolbiecki D., Bajkacz S., Felis E.,
Kokoszka K. 2021. Microbial and chemical pollutants on the manure-crops pathway in the
perspective of “One Health” holistic approach. Science of the Total Environment, 785,
147411 (IF2021 10.753; Ministry of Education and Science points = 200)

4. Buta-Hubeny M., Korzeniewska E., Hubeny J., Zielinski W., Rolbiecki D., Harnisz M., Paukszto

t. 2022. Structure of the manure resistome and the associated mobilome for assessing the
risk of antimicrobial resistance transmission to crops. Science of the Total Environment, 808,

152144 (IFz021 10.753; Ministry of Education and Science points = 200)

These publications fit well into the research carried out at the Department of Water
Protection Engineering and Environmental Microbiology. Cumulative Impact Factor of the
journals in which they were published amounts to 28.635. Some of the articles are the effect of
cooperation with Institute for Ecology of Industrial Areas, Katowice, and Silesian University of
Technology in Katowice. Article no. 2 is a literature review; the remaining ones are experiment-
based. The articles are thematically coherent and were presented in chronological order. The
articles have five to nine authors. It should be noted that the Candidate is the first author in each
case. Assessment of the authors’ statements indicates that the Candidate had significant
contribution in their creation, participating in conceptualization, planning and realization of

experimental part, interpretation of the results, and manuscript preparation.

The layout of the dissertation is appropriate; it includes all parts necessary to evaluate it.
The references used in the dissertation were published in recent 10 years and have been
properly selected. The dissertation concerns still present problem of the spread of antimicrobial
resistance in the environments. This is a multifaceted issue and the main objective of the
research by Martyna Buta-Hubeny, M.Sc., was to characterize genetic determinants of
antimicrobial resistance in fertilized soil and assess the risk of their transmission to groundwater
and crops. In my opinion, such aim is important, because elucidation of the ways and dynamics
of the dispersal of antibiotic-resistant bacteria and genes responsible for that resistance should
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help developing strategy leading to limitation antibiotic resistance spread - one of the biggest
threats of 21st century. This requires research conducted not only on materials originating from
humans, especially clinical specimens, but also from the environment sensu lato, in accordance

with the "One Health" approach.

The Candidate focused the first stage of the study on the occurrence of three classes of
integron integrase genes in wastewater during consecutive stages of the treatment. This part of
the dissertation slightly differs from the rest when it comes to sophistication level, because the
Candidate only used conventional PCR to detect integron integrase genes in total DNA isolated
from samples taken from two wastewater treatment plants. Nevertheless, Martyna Buta-
Hubeny, M.Sc., showed that wastewater treatment does not eliminate integron integrase genes
regardless of technological differences, localization or season. That way, the genes coding for
integrases are released to aquatic and soil environments. It should be noted here that the
presence of class 1 integrons in the genome is almost always associated with multiresistance of
the host strain. Moreover, | appreciate taking into account class 3 integrase gene that is usually

disregarded in studies concerning integrons.

The second stage resulted in article no 2, a systematic review of the current state of
knowledge on the pollutants of sewage sludge and how they affect the quality of soil and crops.
Taking into account than more that 50% of sewage sludge in Europe is used as a fertilizer, it is
important to estimate risk associated with introduction and antibiotics and their transformation
products, non-steroidal anti-inflammatory drugs, heavy metals as well as genes encoding
resistance to heavy metals and antibiotics. Analysis of data presented in almost 200 research
papers allowed the Candidate to find that the pollutants can interact in the soil, which not only
may affect living organisms, but also lead to co-selection of bacteria resistant to both heavy

metals and antibiotics.

Information gathered during stage 2 was a great introduction to the next two stages. In
stage 3, described in article no. 3, Martyna Buta-Hubeny, M.Sc., focused on the assessment of
the effect of poultry and bovine fertilizers on the concentration of antibiotics, heavy metals,
integron integrase genes and selected antibiotic resistance genes in soil, groundwater and crops.
That carefully planned research, carried out with the use of modern methods, allowed the
Candidate to show that such fertilizing can increase the concentration of heavy metals in the soil,
which consequently may lead to their accumulation in crops. Moreover, antibiotic resistance
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genes and integrase gens introduced with the manure are another factor contributing to the
spread of antibiotic resistance in the environment. This problem especially concerns manure

originating from intensive farming.

Fourth stage of the study (described in article no. 4) was about the possibility of
transmission of antibiotic-resistant bacteria and genes responsible for the resistance from the
manure to soil and, consequently, crops. This stage involved the use of next-generation
sequencing and a range of bioinformatic and statistical tools, which allowed getting full picture of
the manure and fertilized soil resistomes. The Candidate also analyzed a part of the mobilome,
including insertion sequences associated with clinically important pathogens of the ESKAPEE
group. The results of this stage indicate that especially poultry manure poses a great threat of

transfer of antibiotic resistance genes to the environment.

Questions and critical comments

The articles composing this dissertation have been already published, so they were

subjected to critical review; nevertheless, | would like to ask the Candidate a few questions:

e A conclusion that in the wastewater treatment plants investigate, the intl2 gene was
"almost as prevalent" as int/1 (article no. 1) is a bit misleading, because the approach
used in that stage only allowed determining their presence in the same DNA samples.

e Do you plan a continuation of research presented in stage 3 to determine how long the
pollutants introduced to the soil with poultry and bovine manure can remain in the soil?

e Are any of the insertion sequences analyzed (article no. 4) associated specifically
(exclusively) with the ESKAPEE pathogens?

e Did NGS reads analysis allow determining which antibiotic resistance genes were

associated with integrons?

Conclusions

The Candidate undertook still "hot" topic of the spread of antibiotic resistance

determinants in the environment, with a focus on explaining the role of some natural fertilizers



in this phenomenon. The doctoral dissertation consists of four articles planned and presented in
a logical sequence. The aim of the study was clearly presented and accomplished, thanks to the
use of appropriate methodology and references, and the dissertation presents an original
solution of a scientific problem. It is hard to not notice the use of more and more sophisticated
methods in the consecutive stages of the research. The second stage, which resulted in a review
article, also proves the Candidate’s extensive theoretical knowledge and the following ones show
that she can utilize that knowledge in a practical way. Keeping this in mind, | highly appreciate

the doctoral dissertation of Mrs. Martyna Buta-Hubeny.

Summing up, in my opinion the doctoral dissertation of Martyna Buta-Hubeny, 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, | ask
the Scientific Council of Biological Sciences Discipline of University of Warmia and Mazury to
admit Mrs. Martyna Buta-Hubeny to further stages of the defense of his doctoral thesis.
Moreover, keeping in mind modern methodology, high merit level of the research, and first of
all, publication of the results in renowned journal, | ask the Scientific Council of Biological

Sciences Discipline of University of Warmia and Mazury to recognize this dissertation with an

appropriate award. i
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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Martyny Buty-Hubeny
pt. ,, Diversity and transmission of genetic resistance determinants
in anthropogenically modified environments according to the “One Health" approach”
(,,Zroznicowanie i transmisja genetycznych determinantéw opornosci w srodowisku

Iy,

zmienionym antropogenicznie zgodnie z podejsciem “One Health

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Martyny Buty-Hubeny zostata wykonana w
Katedrze Inzynierii Ochrony Wéd i Mikrobiologii Srodowiskowej Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego w Olsztynie pod kierunkiem prof. dr hab. Ewy Korzeniewskiej i dr hab. inz. Ewy Felis,
prof. Politechniki Slaskiej. Kandydatka ubiega sie o stopiert doktora w dziedzinie nauk

przyrodniczych, dyscyplinie nauki biologiczne.

Rozprawa, przedstawiona w jezyku angielskim, sktada sie ona z wykazu Zrédet
finansowania, podsumowania osiggnie¢ naukowych Doktorantki, wykazu stosowanych skrotdw,
wykazu publikacji sktadajgcych sie na rozprawe doktorska, streszczenia w jezyku angielskim i
polskim, wstepu, celu pracy, przedstawienia wynikéw, podsumowania, wykazu piSmiennictwa
oraz kopii czterech artykutéow, w ktérych przedstawiono wyniki wraz z materiatami dodatkowymi.

Do publikacji dotgczono oswiadczenia wspdétautoréw.

Rezultaty bedace przedmiotem pracy doktorskiej zawarto w nastepujacych pracach,

opublikowanych w latach 2019-22 w czasopismach z listy Journal Citation Reports:

1. Buta M., Hubeny J., Zielinski W., Korzeniewska E., Harnisz M., Nowrotek M., Ptaza G. 2019. The
occurrence of integrase genes in different stages of wastewater treatment. Journal of

Ecological Engineering, 20(10), 39-45 (MEiN 40 pkt.)
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2. Buta M., Hubeny J., Zielinski W., Harnisz M., Korzeniewska E., 2021. Sewage sludge in
agriculture — the effects of selected chemical pollutants and emerging genetic resistance
determinants on the quality of soil and crops — a review. Ecotoxicology and
Environmental Safety, 214, 112070 (IF2021 7,129; MEiN 100 pkt.)

3. Buta M., Korzeniewska E., Harnisz M., Hubeny J., Zielinski W., Rolbiecki D., Bajkacz S.,
Felis E., Kokoszka K. 2021. Microbial and chemical pollutants on the manure-crops
pathway in the perspective of “One Health” holistic approach. Science of the Total
Environment, 785, 147411 (IF2021 10,753; MEiN 200 pkt.)

4. Buta-Hubeny M., Korzeniewska E., Hubeny J., Zielinski W., Rolbiecki D., Harnisz M.,

Paukszto t. 2022. Structure of the manure resistome and the associated mobilome for
assessing the risk of antimicrobial resistance transmission to crops. Science of the Total

Environment, 808, 152144 (IF,021 10,753; MEiN 200 pkt.)

Prace te wpisujg sie w nurt badan realizowanych w Katedrze Inzynierii Ochrony Wéd i
Mikrobiologii Srodowiskowej Wydziatu Geoinzynierii UWM w Olsztynie. Sumaryczny
wspodtczynnik oddziatywania (IF, Impact Factor) czasopism, w ktérych je opublikowano
wynosi 28,635. Niektdre z nich powstaty we wspdtpracy z Instytutem Ekologii Terendéw
Uprzemystowionych oraz Politechnika Slaska. Artykut 2 ma charakter przegladowy, pozostate
to prace doswiadczalne. Przedstawione artykuly sg spdéjne tematycznie, zostaty
przedstawione w rozprawie chronologicznie. Wszystkie sg wieloautorskie — majg od pieciu
do dziewieciu autoréw. Podkresli¢ nalezy, ze Pani mgr Buta-Hubeny jest pierwszg autorka
kazdej z nich. Z oswiadczen ztozonych przez nig oraz wspoétautoréow prac wynika, ze
Doktorantka miata istotny udziat w ich powstaniu, partycypujac w planowaniu i realizacji
czesci doswiadczalnej, opracowaniu i interpretacji wynikdbw oraz przygotowaniu

manuskryptéw.

Uktad rozprawy doktorskiej jest prawidtowy, zawiera ona wszystkie elementy
niezbedne do jej oceny. PiSmiennictwo zastosowane ramach rozprawy pochodzi w niemal
wytgcznie z ostatnich 10 lat i zostato prawidiowo dobrane. Rozprawa dotyczy wcigz
aktualnego problemu rozprzestrzeniania sie w srodowisku opornosci bakterii na antybiotyki.
Problem ten ma wiele aspektéw, a gtéwnym celem badan Pani mgr Buty-Hubeny byto

scharakteryzowanie genetycznych determinant opornosci w nawozonej glebie i ocena ryzyka



ich transmisji do wéd gruntowych oraz roslin uprawnych. Uwazam za wazne wyznaczenie
takiego celu, bowiem wyjasnienie drég i dynamiki transferu bakterii opornych na antybiotyki
i gendw warunkujgcych te opornos¢ powinno pomdc w opracowaniu strategii majacej
ograniczy¢ rozprzestrzenienie sie lekoopornosci, jednego z najwiekszych zagrozen XXI w.
Potrzeba do tego badan nie tylko na materiale pochodzacym od ludzi, ale réwniez z szeroko

rozumianego srodowiska, co jest zgodne z koncepcjg ,,One Health”.

Doktorantka w pierwszym etapie badan poswiecita sie tez badaniu wystepowania
gendéw integraz integronowych trzech klas w $ciekach podczas kolejnych etapdéw ich
oczyszczania. Ta czes¢ nieco odbiega od reszty pod wzgledem stopnia zaawansowania
stosowanych metod, bowiem Autorka do wykrywania ww. gendéw w catkowitym DNA
izolowanym z probek pobranych z dwdch oczyszczalni Sciekdw stosowata tylko metode
konwencjonalnego PCR. Nie mniej jednak Pani mgr Buta-Hubeny wykazata, ze proces
oczyszczania S$ciekdw nie eliminuje gendw integraz bez wzgledu na modyfikacje
technologiczne, lokalizacje oczyszczalni, czy pore roku. W ten sposdb geny integraz
integronowych sg uwalniane do srodowiska wodnego i glebowego. Doda¢ nalezy, ze
obecnos¢ w genomie integrondw klasy 1 niemal zawsze wigze sie z wieloopornoscia
zawierajgcych je szczepdw bakterii. Warto tez podkresli¢ uwzglednienie w badaniach genu

integrazy klasy 3, zwykle pomijanego w badaniach dotyczgcych integronéw.

Drugi etap pracy, ktérego efekty opisano w przeglagdowym artykule 2, miat za zadanie
usystematyzowanie wiedzy dotyczacej zanieczyszczenia osadéw Sciekowych wptywu tych
zanieczyszczen na jakos¢ gleby i roslin uprawnych. Biorgc pod uwage, ze ponad potowa
osadow sciekowych jest w Europie wykorzystywana jako nawdz, wazne jest oszacowanie
ryzyka wigzgcego sie z wprowadzaniem do gleby wraz osadami antybiotykow i produktow
ich rozpadu, niesteroidowych lekdw przeciwzapalnych, metali ciezkich, a takze gendw
opornosci na metale ciezkie i antybiotyki, jest to zagadnienie niewatpliwie warte uwagi.
Analiza danych z blisko 200 publikacji pozwolita Doktorantce stwierdzi¢, ze w glebie moze
dochodzi¢ do interakcji miedzy poszczegdlnymi zanieczyszczeniami, co nie tylko moze
wptywaé na bezpieczenstwo organizmow zasiedlajgcych glebe, ale tez prowadzi¢ do ko-

selekcji bakterii opornych na antybiotyki i metale ciezkie.

Informacje przedstawione w etapie drugim stanowig Swietne wprowadzenie do

dwéch kolejnych. W trzecim etapie pracy, w ktdrym Pani mgr Buta-Hubeny zajeta sie oceng
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wpltywu nawozenia gleby obornikiem na zawarto$¢ antybiotykéw, metali ciezkich, genow
integraz i wybranych gendw opornosci n antybiotyki w glebie, wodzie gruntowej oraz
roslinach uprawnych. Te starannie zaplanowane i przeprowadzone z wykorzystaniem
nowoczesnych metod badania pozwolity Doktorantce wykaza¢, ze nawozenie obornikiem
moze zwiekszaé stezenie metali ciezkich w glebie, prowadzgc w efekcie do ich kumulacji w
ro$linach. Ponadto, wprowadzanie do gleby wraz z obornikiem gendéw opornosci na
antybiotyki i integrondw opornosci jest kolejnym czynnikiem przyczyniajagcym sie do
szerzenia sie w Srodowisku opornosci na antybiotyki. Problem ten dotyczy przede wszystkim

obornika pochodzgcego z intensywnych hodowli.

Czwarty etap pracy dotyczyt okreslenia mozliwosci transmisji bakterii opornych na
antybiotyki i gendw warunkujgcych te opornos¢ z obornika do gleby i w konsekwencji do
uprawianych na niej roslin. W etapie tym wykorzystano sekwencjonowanie nowej generacji i
szereg analiz bioinformatycznych i statystycznych, co dato peten obraz rezystomu obornika i
nawozonej nim gleby. Autorka przeprowadzita tez czesSciowg analize mobilomu, w tym
sekwencji insercjnych zwigzanych z waznymi z klinicznego punktu widzenia patogenami z
grupy ESKAPEE. Wyniki tego etapu wskazujg, ze szczegdlnie obornik pochodzenia

drobiowego stwarza duze ryzyko transferu determinant opornosci do srodowiska.

Pytania i uwagi krytyczne

Artykuty, na ktérych opiera sie przedstawione do oceny rozprawa doktorska zostaty
opublikowane, wiec byty juz oceniane przez innych naukowcéw, niemniej jednak mam kilka
uwag i pytan:

e Stwierdzenie, ze w badanych oczyszczalniach gen int/2 byt "niemal tak samo
rozpowszechniony" jak int/l1 (artykut 1) jest nieco mylgce, bowiem zastosowane
podejscie pozwolito tylko na stwierdzenie, ze byt obecny w tych samych probkach DNA.

e (Czy planowana jest kontynuacja badan przedstawionych w etapie 3 na tym samym
poletku? Mam na mysli okresdlenie jak dtugo mogg utrzymywacd sie zanieczyszczenia
wprowadzone do gleby wraz z obornikiem.

e (Czy ktores z analizowanych sekwencji insercyjnych (artykut 4) sg charakterystyczne

wyfacznie dla patogendéw z grupy ESKAPEE?
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e Czy odczyty NGS pozwolity stwierdzi¢, ktére geny opornosci zwigzane byty z integronami

(artykut 4)?

Podsumowanie

Doktorantka podjeta wciaz "gorgcy" temat rozprzestrzenianiu sie determinant
antybiotykoopornosci w Srodowisku, skupiajac sie na wyjasnieniu roli niektorych nawozéw
naturalnych w tym zjawisku. Na oceniang rozprawe sktadajg sie cztery opublikowane juz
artykuty, ktére sg spdjne tematycznie i stanowig logiczny cigg. Cel pracy zostat jasno
okreslony i osiagniety dzieki zastosowaniu wtasciwie dobranych metod i dobrze dobranego
piSmiennictwa, a rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego. Nie sposéb nie zauwazy¢, jak w kolejnych etapach pracy stosowata coraz
bardziej zaawansowane metody, stale poszerzajagc swdéj warsztat badawczy. Drugi etap
pracy, ktérego efektem byt artykut przegladowy dowodzi tez duzej wiedzy teoretycznej
Kandydatki do stopnia doktora, a etapy kolejne tego, ze potrafi te wiedze w praktyczny
sposéb wykorzysta¢. Majac to na uwadze, wysoko oceniam prace doktorska Pani mgr

Martyny Buty-Hubeny.

Reasumujgc, uwazam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Martyny Buty-Hubeny
spetnia wymogi okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyiszym i nauce (tekst jednolity: Dz. U. z 2022 r. poz. 574 ze zm.) i wnosze o dopuszczenie
Doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Biorgc pod uwage zastosowanie
nowoczesnych technik badawczych, wysoki poziom merytoryczny zaprezentowanych badar i
przede wszystkim opublikowanie wynikdw w uznanych czasopismach, zwracam sie do Rady
Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu  Warminisko-Mazurskiego o

wyrdéznienie rozprawy doktorskiej odpowiednig nagrddq.
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