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The doctoral thesis of Jakub Szymon Hubena, M.Sc., submitted for evaluation,
presents the results of a study on determining the influence of the origin of municipal
wastewater on the antibiotic resistance of bacteria residing in river water receiving the
treated wastewater. In addition, the doctoral thesis presents the effectiveness of
photolysis affecting the degradation of antibiotics and determinants of antibiotic
resistance in treated municipal wastewater. The research topics are of great interest
and contribute very important information to biological sciences. The problem of
antibiotic resistance is widespread and represents one of the most important public
health threats. The misuse of antibiotics in medicine, veterinary medicine or agriculture
and their presence in wastewater contribute to the emergence of resistant strains.
Therefore, | believe that the results obtained by Jakub Szymon Hubena, M.Sc. are
particularly important and relevant to society.

The structure of the doctoral thesis is well thought out. At the outset, the
doctoral student presented a list of publications with up-to-date bibliometric parameters
and a summary of the research in English and Polish as well. The dissertation was
divided into 4 stages with a total of 5 scientific publications. All stages of the research
form an integral whole, well thought and precisely written. The doctoral student has
excelled in his ability to write scientific papers, as.evidenced by papers published in
high-scoring journals. The author has published the results of his research in journals:



1 paper in Environment International (IF 13.352), 2 papers in Science of the Total
Environment (IF 10.753), 1 paper in PLOS ONE (3.752), Frontiers in Environmental
Science (IF 5.411) and 1 paper in Journal of Ecological Engineering (IF 1.339). These
are journals that also have high scores from the Ministry of Science and Higher
Education (200 and 100 points). The Journal of Ecological Engineering has the least
- 40 pts. However, this does not lessen the contribution of the work of Jakub Szymon
Hubena, M.Sc. In most of the publications, the PhD student is the first author and his
contribution to the preparation of the papers was significant. Only in one paper
published in Science of the Total Environment, he is the fourth author. In all the papers,
the PhD student was involved in the planning of the experiment as well as in the
execution of the experiments, analysis and interpretation of the results. In addition,
Jakub Szymon Hubena, M.Sc., independently performed the literature review and
prepared the manuscript. For each publication, the doctoral student included
statements from the co-authors of the papers.

The first step of the research by Jakub Szymon Hubena, M.Sc., focused on the
occurrence of tetracycline resistance genes in sewage sludge and wastewater, as well
as in the water of a river receiving treated wastewater from two different wastewater
treatment plants. The doctoral student used standard PCR and qPCR chain reaction
techniques in his research. Jakub Szymon Hubena, M.Sc., showed significant
differences in the frequency of tetracycline resistance genes depending on the type of
wastewater. At the same time, the results showed that resistance genes could not be
removed during the treatment process. The results of the same research were
published in the Journal of Ecological Engineering.

This step of the research raises questions for me:

e why did the doctoral student only sample in June and November and not all
seasons, what guided the doctoral student in choosing the sampling time ?

o perhaps | missed which river the doctoral student was sampling

e in his research the doctoral student did not observe seasonal changes in the
occurrence of the genes studied. Can the doctoral student indicate the reason ?

» for the efficient reduction of resistance genes from wastewater, the doctoral student

suggests modifying the treatment technique. What kind of modifications does the
doctoral student propose? '



e why did the doctoral student focus on the occurrence of tetracycline resistance
genes and not on other groups of antibiotics at this stage of the study ?

In the second step, the doctoral student investigated the contribution of
industrial and hospital wastewater to the problem of antibiotic resistance in municipal
wastewater in the two treatment plants studied. This step of the research used the
results from the analyses of the relationship between antibiotic and heavy metal-
containing pollutants and the determinants of antibiotic resistance, as well as the
results determining the diversity of beta-lactam antibiotic resistance genes. But, the
doctoral student did not observe a correlation between the concentration of antibiotics
in the samples and the occurrence of resistance genes. However, he found a
significant correlation between heavy metal concentration and the number of
resistance genes. This is an important finding, as the study confirmed the promotion of
the occurrence of drug resistance by heavy metals. At the same time, Jakub Szymon
Hubena, M.Sc., showed differences in the occurrence of resistance genes depending
on the type of wastewater. The results of these studies were published by the PhD
student in PLOS ONE and Frontiers in Environmental Science. Methodologically, the
work is prepared according to molecular biology and biochemical techniques. HPLC-
MS/MS chromatography was used in this part of the study. The PhD student has
prepared the data carefully, factually and clearly in the form of tables and figures.

| have some questions:

* As in the previous stage, samples were taken in June and November. | wonder if
sampling seasonally would not give a greater correlation of resistance gene
occurrence.

» The doctoral student has stated that the discharge of treated wastewater from a
wastewater treatment plant associated with an influent of industrial wastewater into
the environment may still pose a risk to human health due to antibiotic resistance
genes or heavy metals. In view of this statement, is treated effluent from a treatment
plant linked to hospital effluent safe ?

In the third step, the doctoral student focused on determining the presence of
antibiotic resistance determinants in Acinetobacter sp. isolated from wastewater at all
stages of treatment and in river water. Using qualitative and quantitative PCR and

metagenomic analysis, he determined the presence of bata-lactam antibiotic



resistance genes, ISAba1 insertion sequence, class |, Il and Il integrase genes and
taxonomy. Based on the study, the doctoral student demonstrated a lack of reduction
of Acinetopabcter sp. isolates carrying antibiotic resistance genes in treated
wastewater, suggesting inefficient treatment. The results of this part of the study were
also published in a high-scoring journal - Science of the Total Environment. The
publication was prepared with great precision. The doctoral student described the
materials and methods in detail and according to the techniques used in the molecular
biology. In this publication, the doctoral student presented the results of his research
in the form of figures and tables. The tables presented as a supplement are valuable
element of this work. A publication prepared in this way testifies to the scientific
maturity and writing skills of the doctoral student. Mr Jakub Szymon Hubeny, M.Sc., in
this publication, in addition to contributing to the analyses, independently reviewed the
literature, prepared the first version of the manuscript and took into account the
reviewers' comments.

At this stage of the research, questions arise for me:

e why the doctoral student only studied the presence of antibiotic resistance
determinants in Acinetobacter sp. and not other strains e.g. Salmonella sp. or
Staphylococcus sp.

In the fourth and final step, the doctoral student tested the removal efficiency of
antibiotics and determinants of antibiotic resistance from wastewater treated by
photodegradation. In this part, the doctoral student investigated the removal of various
antibiotics from wastewater, including ampicillin, vancomycin, metronidazole, tylosin,
trimethoprin, doxycyline, oxytotracycline and their genes using UHPLC and gqPCR
techniques. He published the results of this research in the journal Science of the Total
Environment. This part of the research provides valuable information, i.e., exposure
to sunlight and the use of a photocatalyst (TiO2) significantly reduces antibiotics and
their resistance genes. Studies by Jakub Szymon Hubny, M.Sc., and co-authors have
shown up to 90 per cent elimination of resistance genes. By analysing the results of
these studies, there is a hope of reducing the transmission of antibiotic resistance
genes. The publication is very well prepared in terms of content and graphics.



This stage of the research raises the question for me:

e photodegradation offers the possibility of improving the quality of treated
wastewater. | wonder if such an improvement in technology will allow more efficient
treatment of wastewater throughout the year. Can environmental factors
significantly influence the photodegradation of antibiotics and their genes ?

After a full analysis of the doctoral thesis, the results presented and published in
very good journals lead me to give a positive evaluation. Obtaining such results
required a great deal of knowledge, literature expertise, research work, discipline and
also humility from the doctoral student and the other co-authors. The publications were
evaluated by numerous foreign reviewers and this certainly required a great deal of
responsibility for the results obtained and the correction of the work after review. The
molecular techniques used demonstrate the doctoral student's scientific maturity and
precision. The doctoral student has excellently fulfilled the research tasks undertaken.
I consider the results of the research valuable and they have also been noted by
foreign reviewers. The scientific output for a young scientist is impressive. Jakub
Szymon Hubeny, M.Sc., is co-author of 13 renowned, high-scoring publications. In
three publications he is the first author. Such a scientific output is very impressive.

In view of the positive evaluation of the doctoral thesis, | submit to the Scientific
Council of the Discipline of Biological Sciences of the University of Warmia and Mazury
in Olsztyn a motion to admit Jakub Szymon Hubeny, M.Sc. to further stages of the
doctoral procedure. The doctoral thesis meets the requirements set out in Article 187
of the Act of 20 July 2018. Law on Higher Education and Science (consolidated text:
Dz.U. 2 2022 r. poz. 574 ze zm).

At the same time, | request that an award be granted to Jakub Szymon Hubeny,
M.Sc. for the results of his scientific work.
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Recenzja

pracy doktorskie mgr inz. Jakuba Szymona Hubeny zatytulowana "Wptyw
pochodzenia Sciekéw na rozprzestrzenianie sie antybiotykoopornosci”, wykonanej w
Katedrze Inzynierii Ochrony Wéd i Mikrobiologii Srodowiskowej, pod opieka naukowa
dr hab. inz. Moniki Harnisz i dr hab. Sylwii Bajkacz, prof. PS.

Przedstawiona do oceny praca doktorska mgr inz. Jakuba Szymona Hubeny,
przedstawia wyniki badarn nad okresleniem wplywu pochodzenia $ciekéw
komunalnych na antybiotykooporno$é bakterii bytujacych w $ciekach w wodzie
rzecznej, ktéra odbiera $cieki oczyszczone. Ponadto praca doktorska przedstawia
efektywnos¢ fotolizy wptywajacej na degradacje antybiotykéw i determinantéw
antybiotykoodpornosci w oczyszczonych $ciekach komunalnych. Tematyka badan jest
bardzo interesujgca i wnosi bardzo wazne informacje do nauk biologicznych. Problem
antybiotykoodpornoéci jest szeroko rozpowszechniony i stanowi jedno z
najwazniejszych zagrozen zdrowia publicznego. Naduzycia antybiotykdw w
medycynie, weterynarii czy rolnictwie i ich obecno$é w $ciekach przyczyniaja sie do
powstawania szczepow opornych. Dlatego uwazam, ze wyniki uzyskane przez mgr
inz. Jakuba Szymona Hubeny sg szczegdlnie wazne i istotne dla spoteczeristwa.

Uktad pracy jest bardzo dobrze przemyslany. Na poczatku, doktorat przedstawit
spis publikacji z aktualnym parametrami bibliometrycznymi oraz streszczenie badan w
jezyku angielskim i polskim. Praca doktorska zostata podzielona na 4 etapy, w ktérych
tacznie ukazaty sie 5 publikacji naukowych. Wszystkie etapy badan stanowig
integralng cato$¢, dobrze przemyslang i precyzyjnie napisane. Doktorant znakomicie
osiagnat umiejetno$¢ pisania prac naukowych, czego dowodem sg prace
opublikowane w wysoko punktowanych czasopismach. Autor opublikowat wyniki
swoich badan w czasopismach: 1 praca w Environment International (IF 13,352), 2
praca w Science of the Total Environment (IF 10.753), 1 praca w PLOS ONE (3,752),



Frontiers in Environmental Science (IF 5,411) oraz 1 praca w Journal of Ecological
Engineering (IF 1,339). Sg to czasopisma, ktére majg réwniez wysoka punktacje
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (200 i 100 pkt). Journal of Ecological
Engineering ma najmniej - 40 pkt. Nie umniejsza to jednak wktadu pracy mgr inz.
Jakuba Szymona Hubeny. W wigkszo$ci publikacjach doktorat jest pierwszym
autorem, a jego udziat w przygotowaniu prac byt znaczacy. Jedynie w jednej pracy
opublikowanej w Science of the Total Environment jest czwartym autorem. We
wszystkich pracach, doktorat brat wspoétudziat w planowaniu oraz w przeprowadzeniu
doswiadczen, analizie i interpretacji wynikéw. Ponadto mgr inz. Jakuba Szymona
Hubeny samodzielnie wykonywat przeglad literatury i przygotowywat manuskrypt. Do
kazdej publikacji, doktorant dotaczyt oéwiadczenia wspotautoréw prac.

W pierwszym etapie badarh mgr inz. Jakuba Szymona Hubeny skupit sie
wystepowaniu gendw opornosci na tetracykliny w osadach $ciekowych i $ciekach oraz
wodzie rzeki bedacej odbiornikiem $ciekéw oczyszczonych z dwoch réznigeych sie
Sciekami oczyszczalni. W badaniach doktorant wykorzystat standardowe techniki
reakeji tancuchowej PCR oraz qPCR. Mgr inz. Jakuba Szymona Hubeny wykazat
istotne roznice w czestosci pojawienia sie genéw opornoéci na tetracykliny w
zalezno$ci od rodzaju $ciekéw. Jednocze$nie wyniki badan wykazaty brak mozliwosci
usuwania genéw oporno$ci w procesie oczyszczania. Wyniki tych badan zostaty
opublikowane w Journal of Ecological Engineering.

W tym etapie badan nasuwajg mi sie pytania:

e dlaczego doktorant pobierat proby tylko w czerwcu i w listopadzie, a nie przez
wszystkie sezony, czym doktorant kierowat sie wyborem czasu poboru préb ?

» by¢ moze umkneto mi, z jakiej rzeki doktorant pobierat proby

e w swoich badaniach doktorant nie obserwowat zmian sezonowych wystepowania
badanych genéw. Czy doktorant moze wskazaé¢ przyczyne ?

e doktorant do wydajnego redukowania genéw opornosci ze Sciekéw wskazuje
modyfikacje techniki oczyszczania. Jakiego rodzaju modyfikacje doktorant
proponuje ?

e dlaczego doktorant w tym etapie badan skupit sie na wystepowaniu genéw
opornosci na tetracykliny, a nie innych grupach antybiotykéw ?



W drugim etapie doktorant badat udziat sciekéw przemystowych i szpitalnych
na zjawisko antybiotykoopornosci w $ciekach komunalnych w dwoch badanych
oczyszczalniach. W tym etapie badan wykorzystano wyniki z przeprowadzonych
analiz zalezno$ci migdzy zanieczyszczaniami zawierajgce antybiotyki i metale ciezkie
a determinantami antybiotykoodpornosci a takze wyniki okre$lajace réznorodno$é
gendw opornosci na antybiotyki beta-laktamowe. Doktorat nie obserwowat zaleznosci
miedzy stezeniem antybiotykéw w badanych prébkach a wystepowaniem genow
oporno$ci. Jednak stwierdzit istotng zalezno$¢ miedzy stezeniem metali ciezkich a
iloscig gendéw opornosci. To jest istotny wniosek, poniewaz badania potwierdzity
promowanie wystgepowania zjawiska lekooporno$ci przez metale ciezkie.
Jednocze$nie mgr inz. Jakuba Szymona Hubeny wykazat roznice w wystepowaniu
gendw opornosci w zaleznosci od rodzaju $ciekéw. Wyniki tych badan doktorant
opublikowat w PLOS ONE i Frontiers in Environmental Science. Pod wzgledem
metodycznym prace sg przygotowane zgodnie z technikami biologii molekularnej oraz
biochemicznymi. W tej czeéci badar wykorzystano chromatografie HPLC-MS/MS.
Doktorant starannie, rzeczowo i przejrzy$cie opracowat dane w postaci tabel i
wykresow.

W tym etapie nasuwaja mi sie pytania:

e podobnie jak w poprzednim etapie proby pobierano w czerwcu i listopadzie.
Zastanawiam sie czy pobieranie prob sezonowo nie datyby wiekszej zaleznosci
wystepowania gendw opornosci.

o doktorant stwierdzit, ze zrzut $ciekdw oczyszczonych z oczyszczalni powigzanej z
doptywem s$ciekéw przemystowych do $rodowiska naturalnego moze stanowié
ciggle zagrozenie dla zdrowia cztowieka ze wzgledu na geny
antybiotykoodpornosci czy metali ciezkich. Czy w zwigzku z tym stwierdzeniem
scieki oczyszczone pochodzace z oczyszczalni powigzane ze $ciekami szpitalnymi
sg bezpieczne ?

W trzecim etapie, doktorant skupit sie na okresleniu obecnos$ci determinantéw
opornosci na antybiotyki u Acinetobacter sp. wyizolowanych ze $ciekdéw na wszystkich
etapach oczyszczania oraz w wodzie rzecznej. Stosujac jakosciows i ilosciowa
technike PCR oraz analize metagenomiczng okreslit obecno$é gendéw opornosci na
antybiotyki bata-laktamowe, sekwencji insercyjnej/SAba1, gendw integrazy klasy |, Il



i Il oraz taksonomie. Na podstawie badar doktorant wykazat brak redukcji izolatéw
Acinetopabcter sp. niosacych geny opornoéci na antybiotyki w $ciekach
oczyszczonych, co sugeruje na nieefektywne oczyszczanie. Wyniki badan tej czesci
zostaty opublikowane réwniez w wysoko punktowanym czasopi$émie — Science of the
Total Environment. Publikacje przygotowano z ogromng precyzja. Materiaty i metody,
doktorant opisat szczegétowo i zgodnie z technikami stosowanymi w biologii
molekularnej. W omawianej publikacji, doktorant wyniki swoich badarn przedstawit w
postaci wykreséw i tabel. Bardzo cennym elementem tej pracy sa tabele
przedstawione jako suplement. Tak przygotowana publikacja $wiadczy o dojrzatosci
naukowej i umiejetnosci pisania doktoranta. Pan mgr inz. Jakub Szymon Hubeny w tej
publikacji oprécz wspétudziatu w wykonaniu analiz, samodzielnie dokonat przegladu

literatury, przygotowat pierwsza wersje manuskryptu oraz uwzgledniat uwagi
recenzentow.

Na tym etapie badan nasuwajq mi sie pytania:

e dlaczego doktorant obecnosci determinantéw opornosci na antybiotyki u
Acinetobacter sp. a nie innych szczepéw np. Salmonella sp. czy Staphylococcus
sp.

W czwartym, ostatnim etapie, doktorant sprawdzat efektywno$é usuwania
antybiotykéw oraz determinantéw antybiotykoodpornoséci ze $ciekéw oczyszczonych
wskutek fotodegradacji. W tej czesci, doktorant badat usuwanie ze $ciekdw réznych
antybiotykdw, m.in. ampicyling, wankomycyne, metronidazol, tylozyne, trymetoprin,
doksycyling, oksytotracykline oraz ich genéw stosujac techniki UHPLC oraz qPCR.
Wyniki tych badar opublikowat w czasopi$mie Science of the Total Environment. Ta
czes¢ badan dostarcza bardzo cennych informacji, poniewaz naswietlanie $wiattem
stonecznym oraz wykorzystanie fotokatalizatora (TiO2) znaczaco zmniejsza ilosé
antybiotykéw oraz ich genéw opornosci. Badania mgr inz. Jakuba Szymona Hubnego
oraz wspotautorow wykazaty nawet w 90% eliminacji gendéw opornoéci. Analizujac
wyniki tych badarn jest nadzieja na zmniejszenie transmisji genéw opornosci na

antybiotyki. Publikacja pod wzgledem merytorycznym i graficznym jest bardzo dobrze
przygotowana.



W tym etapie badan nasuwa mi sie pytanie:

» fotodegradacja daje mozliwos¢ poprawy jakosci $ciekéw oczyszczonych.
Zastanawiam sig¢ czy takie ulepszenie technologii pozwoli na efektywniejsze
oczyszczenie sciekow przez caty rok. Czy czynniki $rodowiskowe moga istotnie
wptywac fotodegradacije antybiotykéw i ich genéw ?

Po petnej analizie pracy doktorskiej, przedstawione i opublikowane wyniki w
bardzo dobrych czasopismach skianiajg mnie do wydania pozytywnej oceny.
Uzyskanie takich wynikow wymagato od doktoranta i pozostatych wspétautoréw
ogromnej wiedzy, znajomoéci literatury, pracy badawczej, dyscypliny, a takze pokory.
Publikacje byly oceniane przez licznych recenzentéw zagraniczny i to z pewnoscia
wymagato duzej odpowiedzialnoéci za uzyskane wyniki oraz poprawienia pracy po
recenzji. Zastosowane techniki molekularnych éwiadcza o dojrzatosci naukowej
doktoranta i ogromnej precyzji. Autor wywiazat sie znakomicie z realizacji podjetych
zadan badawczych. Wyniki badan uwazam za bardzo cenne i zostaty one zauwazone
réwniez przez zagranicznych recenzentéw. Dorobek naukowy dla miodego naukowca
jest imponujacy. Pan mgr inz. Jakub Szymon Hubeny jest wspotautorem 13
renomowanych, wysoko punktowanych publikacji. W trzech publikacjach jest
pierwszym autorem. Taki dorobek naukowy robi ogromne wrazenie.

W zwiazku z pozytywna oceng rozprawy doktorskiej, przedktadam Radzie
Naukowej Dyscypliny nauki biologiczne Uniwersytetu Warminisko-Mazurskiego w
Olsztynie wniosek o dopuszczenie mgr inz. Jakuba Szymona Hubeny do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Rozprawa doktorska odpowiada wymaganiom
okreslonym w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (tekst jednolity: Dz.U. z 2022 r. poz. 574 ze zm.).

Jednoczes$nie wnioskuje o przyznanie nagrody dla mgr inz. Jakuba Szymona
Hubeny za uzyskane wyniki pracy naukowej.
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