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Opinia promotorska na temat pracy doktorskiej mgr Izabeli Wolak pt.:

., Wplyw wybranych lekéw przeciwdrobnoustrojowych na produkcje biogazu,
rozpowszechnienie gendw lekoopornoSci oraz mikrobiom zaangazowany w procesy
fermentacji metanowej gnojowicy bydlgcej”

Badania prowadzone przez Pania mgr Izabele Wolak w ramach pracy doktorskiej,
realizowanej pod moja opieka promotorska dotyczyly wplywu wybranych lekow
przeciwdrobnoustrojowych na produkeje¢ biogazu, rozpowszechnienie genow lekoopornosci
oraz mikrobiom zaangazowany w procesy fermentacji metanowej gnojowicy bydlgcej.
Tematyka ta, realizowana w ramach przedstawionej dysertacji zwigzana jest z globalnym,
narastajacym problemem opornosci na antybiotyki, takze ws$rod mikroorganizmow
zaangazowanych w procesy fermentacji metanowej (AD), obecnych zardwno w substratach AD
jak i produkcie ubocznym jakim jest poferment odprowadzany najczgéciej jako nawoz na pola
uprawne. Wskutek powszechnego wystgpowania antybiotykow w substratach, istnieje
mozliwo$é niekorzystnego oddziatywania farmaceutykéw na mikrobiom oraz zmian
w spotecznosci drobnoustrojow zaangazowany w proces AD, zahamowanie wzrostu i rozwoju
metanogenéw odpowiedzialnych za produkcje metanu a takze wzrost liczby genow
lekoopornosci (ang. ARGs — antibiotic resistance genes) w pofermencie, a co si¢ z tym wigze
szerzenie zjawiska antybiotykoopornosei (ang. AR — antibiotic resistance) w $rodowisku

glebowym po nawozeniu gleby pofermentem.

Przedstawiona przez doktorantke rozprawa doktorska obejmuje czgs¢ literaturowg
w formie wstepu, przedstawia cele pracy, cz¢$¢ doswiadczalna, sktadajgcg si¢ z trzech etapow
badan laboratoryjnych oraz cze$¢ obejmujgcg podsumowanie pracy i wnioski. Czgs¢
literaturowa obejmuje opis zagadnien ujgtych w czgsei eksperymentalnej. Zostata ona napisana
poprawnie zar6wno pod wzgledem merytorycznym, jak tez stylistycznym w zakresie
niezbednym do poprawnego zrozumienia i interpretacji wynikow zawartych w czesci
do$wiadczalnej pracy. Pani mgr Izabela Wolak opisata prawdopodobne przyczyny narastajace;

antybiotykoopornosci oraz znaczenie tego fenomenu w procesie fermentacji metanowej,




nakrelita problem naduzywania antybiotykéw w hodowli zwierzat i rolnictwie, przedstawita
interesujace dane liczbowe oraz mozliwe implikacje $rodowiskowe zwigzane z nadmiernym
stosowaniem farmaceutykéw w przemystowej hodowli i rolnictwie, ktore przenika¢ moga do
substratéw AD oraz pofermentu, a nastepnie wraz z pofermentem do gleb i wod gruntowych
pol uprawnych. Kolejny etap czesci literaturowe; doktorantka poswigcita charakterystyce
procesu AD oraz jego znaczeniu w kontekscie rozprzestrzeniania w Srodowisku pozostatosci
antybiotykéw oraz genéw antybiotykoopornosci. Nastgpnie, Pani mgr Izabela Wolak opisata
istote rodzaju substratu poddawanego procesowi AD w kontekscie wystepowania pozostatosci
$rodkéw przeciwdrobnoustrojowych oaz czgstosci wystgpowania ARGs, a takze przedstawita

wplyw farmaceutykow na efektywnos¢ procesu AD.

Wyniki swoich badan doktorantka przedstawita w trzech zasadniczych etapach czesei
doswiadczalnej. W pierwszym etapie eksperymentu prowadzonego w ukladzie
technologicznym w warunkach laboratoryjnych doktorantka zbadata indywidualny wplyw
oémiu $rodkéw przeciwdrobnoustrojowych nalezacych do 5 roznych klas na wydajnosé
produkcji biogazu w procesie AD gnojowicy bydlgcej. Zbadata takze mikrobiom
zaangazowany w proces AD, obecnosé i liczbg genéw swoistych dla Archaea oraz liczebnos¢
genéw opornosci na antybiotyki w pofermencie pochodzacym z substratu eksponowanego na

wybrane $rodki przeciwdrobnoustrojowe,

W 1II etapie eksperymentu prowadzonego w bioreaktorach beztlenowych uktadu
technologicznego na skalg laboratoryjng Pani mgr Izabela Wolak analizowata dtugoterminowy,
synergistyczny efekt srodkow przeciwdrobnoustrojowych na fermentacje metanowg gnojowicy
bydlecej. Przy wykorzystaniu analiz metagenomicznych i bioinformatycznych doktorantka
zbadala rozpowszechnienie ARGs i zmiany w bioréznorodnosci  drobnoustrojow
w pofermencie gnojowicy bydlecej, ktorg to gnojowicg bydlgca jako wsad bioreaktora
eksponowano na mieszaning lekéw wybranych na podstawie wynikow uzyskanych w ramach
pierwszego etapu. W prowadzonym eksperymencie doktorantka analizowata efektywnos¢
produkcji metanu, natomiast przy wykorzystaniu analiz metagenomicznych zbadata réwniez
mikrobiom zaangazowany w proces fermentacji metanowej i zachodzace pod wplywem
$rodkéw przeciwdrobnoustrojowych zmiany w spotecznosci drobnoustrojow prowadzacych

ten proces.

W 111 etapie eksperymentu prowadzonego w warunkach in vivo w dziatajacych na skalg
przemystowa biogazowniach rolniczych, doktorantka badata poferment na bazie réznorodnych

substratéw tj. osadu $ciekowego, gnojowicy bydlgcej oraz substratéw roslinnych, pod katem



obecnosci wybranych 13 antybiotykéw nalezacych do réznych klas. Co wigcej, w probkach
pofermentu pani mgr Izabela Wolak badata takze obecno$¢ genow niosgcych lekoopornos¢ na
betalaktamy, tetracykliny, sulfonamidy, fluorochinolony i grupg lekéw MLS. W tym etapie

doktorantka badata takze obecnos¢ i liczebno$¢ genow integrazy klasy 1 oraz 2.

Uzyskane przez doktorantke wyniki stanowig bogate zrodio informacji dotyczacych
podejmowanych probleméw. Na szczegélng uwage zastuguja za$ wyniki analiz dotyczacych
potencjalnych implikacji §rodowiskowych podczas nawozenia pol uprawnych pofermentem
i mozliwo$¢ transmisji genow lekoopornosei tzw. ,,0d zwierzgcia do pola” a stamtad wraz
z produktami rolnymi na talerz konsumenta i kolejno do tancucha pokarmowego. Doktorantka
okreslita potencjalne zagrozenia, na ktére codziennie narazone sg osoby pracujace
w biogazowniach oraz potencjalni konsumenci produktéw rolno-spozywczych, jak rowniez
podkreslita znaczenie tego zjawiska w kontekscie rosngcej antybiotykoopornosci wsrod
mikroorganizméw $rodowiskowych. W ocenie pracy, na szczegdlne wyréznienie zastuguje
bardzo duza samodzielno$é doktorantki nie tylko w realizacji badan, ale takze w ich planowaniu

oraz poszukiwaniu biezacych informacji naukowych.

W podsumowaniu moge stwierdzi¢, ze rozprawa doktorska Pani mgr Izabeli Wolak
zostala napisana przejrzyscie, a wyniki badan zostaly przedstawione w sposob syntetyczny.
Rozprawa ta stanowi bardzo interesujgcy wkiad w badania dotyczgce wplywu wybranych
lekéw przeciwdrobnoustrojowych na produkcje biogazu, rozpowszechnienie genow
lekoopornosci oraz mikrobiom zaangazowany w proces fermehtacji metanowej. Doktorantka
wykazata si¢ umiejetnoscia planowania i prowadzenia pracy badawczej na wysokim poziomie,
wlasciwego doboru technik badawczych i wyciggania rzetelnych wnioskow na podstawie

uzyskanych wynikéw badan.

Pod wzgledem formalnym praca spelnia wymogi stawiane dysertacji doktorskiej
i potwierdza celowo$¢ oraz zasadno$¢ prowadzonych prac eksperymentalnych. Praca
Pani mgr Izabeli Wolak stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, a Doktorantka
wykazala si¢ wiedza teoretyczng i praktyczng w zakresie dyscypliny biologia oraz
umiejetnoscia samodzielnego prowadzenia pracy [IaUROWQ_i. Wnosze, zatem do Rady
Dyscypliny Nauk Biologicznych Uniwersytetu Warmiiﬁsko-Mazurskiego 0 przyjf;pie rozprawy

i dopuszczenie mgr Izabeli Wolak do dalszych etapc'w* przewodu doktorskiego. / ;
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