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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr l1zabeli Wolak
pt. ,, Wptyw wybranych lekéw przeciwdrobnoustrojowych na produkcje biogazu,
rozpowszechnienie gendw lekoopornosci oraz mikrobiom zaangazowany
w procesy fermentacji metanowej gnojowicy bydlecej”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Izabeli Wolak zostata wykonana w Katedrze
Inzynierii Ochrony Wo&d Wydziatu Geoinzynierii Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego pod
kierunkiem prof. dr hab. Ewy Korzeniewskiej. Rozprawa sktada sie z wykazu zrdodet finansowania,
wykazu publikacji sktadajgcych sie na rozprawe doktorskay, streszczenia w jezyku polskim i
angielskim, autoreferatu, kopii pieciu artykutow, w ktérych przedstawiono wyniki oraz oswiadczen
wspotautoréw. Rezultaty bedgce przedmiotem dysertacji zawarto w nastepujgcych pracach,

opublikowanych w latach 2020-23 w czasopismach z listy Journal Citation Reports:

1. Koniuszewska I., Korzeniewska E., Harnisz M., Czatzkowska M. 2020 Intensification of biogas

production using various technologies: A review. International Journal of Energy Research. 2:
1-19 (IF=4,672, MEiN=100).

2. Koniuszewska 1., Czatzkowska M., Harnisz M., Korzeniewska E. 2021. The impact of

antimicrobial substances on the methanogenic community during methane fermentation of

sewage sludge and cattle slurry. Applied Sciences. 11: 369. (IF=2,838, MEiN=100).
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3. Koniuszewska |., Harnisz M., Korzeniewska E., Czatzkowska M., Jastrzebski J.P., Paukszto

t., Bajkacz S., Felis E., Rusanowska P. 2021. The effect of antibiotics on mesophilic
anaerobic digestion process of cattle manure. Energies. 14: 1125. (IF=3,252, MEiN=140).

4. Wolak I., Czatzkowska M., Harnisz M., Jastrzebski J.P., Paukszto t., Rusanowska P., Felis
E., Korzeniewska E. 2022. Metagenomic analysis of the long-term synergistic effects of
antibiotics on the anaerobic digestion of cattle manure. Energies. 15: 1920. (IF=3,252,
MEiN=140).

5. Wolak I., Bajkacz S., Harnisz M., Stando K., Mecik M., Korzeniewska E. 2023. Digestate
from agricultural biogas plants as a reservoir of antimicrobials and antibiotic resistance
genes — implications for the environment. International Journal of Environmental

Research and Public Health. 20: 2672. (IF=4,614, MEiN=140).

Prace te wpisujg sie w nurt badan realizowanych w Katedrze Inzynierii Ochrony Wod i
Mikrobiologii Srodowiskowej Wydziatu Geoinzynierii UWM w Olsztynie. Pierwsza nich to
artykut przegladowy, pozostate majg charakter doswiadczalny. Wszystkie sg wieloautorskie —
majg od czterech do dziewieciu autoréw. Z oswiadczen ztozonych przez mgr Izabele Wolak
oraz wspotautorow prac wynika, ze Doktorantka miata znaczacy udziat w ich powstaniu: w
planowaniu badan i opracowaniu ich metodyki, realizacji czesci doswiadczalnej oraz
przygotowaniu manuskryptow. Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania (IF, Impact Factor)
ww. artykutéw wynosi 18,628, a suma punktéw MEIN — 620. Przedstawione artykuty s3
spdjne tematycznie. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze czes¢ badan finansowana byta z

grantu NCN PRELUDIUM, ktérym Doktorantka kieruje.

Uktad rozprawy doktorskiej jest prawidtowy, zawiera ona wszystkie elementy
niezbedne do jej oceny. PiSmiennictwo zastosowane ramach rozprawy pochodzi w

przewazajgcej wiekszosci z ostatnich 10 lat i zostato prawidtowo dobrane.

Rozprawa doktorska Pani mgr lzabeli Wolak dotyczy probleméw zwigzanych z
obecnoscig antybiotykdw i chemioterapeutykdw w gnojowicy bydlecej stosowanej jako
substrat w procesie fermentacji metanowej. Autorka postawita sobie za cel pracy okreslenie
wptywu wybranych lekédw na wydajnos¢ procesu biometanizacji, produkcje biogazu, sktad
populacji mikroorganizmoéw oraz wystepowanie gendw opornosci na antybiotyki. Jest to

wazne zagadnienie z uwagi na fakt, ze gnojowica bydleca czesto zawiera antybiotyki i
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produkty ich przemian, ktére mogg niekorzystnie wptywaé nie tylko na sam proces
biometanizacji, ale rowniez przedostawaé sie do Srodowiska wraz z odpadem
pofermentacyjnym stosowanym jako nawdz, co przyczynia sie do rozprzestrzeniania sie
lekoopornosci bakterii. Dodam tez, ze zagadnienie to nie byto do tej pory dogtebnie zbadane

przez innych naukowcéw.

Aby zrealizowa¢ cel pracy Doktorantka sformutowata cztery hipotezy badawcze, ktére
zweryfikowata w trzech etapach. Pierwsza hipoteza badawcza dotyczyta wptywu
antybiotykéw i chemioterapeutykéw, dodawanych do substratu, poddawanego fermentacji
osobno i w kombinacji, na wydajno$¢ biometanizacji i produkcje biogazu. Doktorantka
przeanalizowata wptyw lekéw nalezgcych do pieciu klas (B-laktamy, tetracykliny,
sulfonamidy, fluorochinolony i pochodne nitroimidazoli) i wykazata, ze hamujg one
wydajnos¢ procesu oraz produkcje biogazu nawet o 75%. Ten hamujgcy wptyw byt rézny w
zaleznosci od klasy antybiotyku, dawki i sposobu wprowadzania do wsadu bioreaktora.
Autorka zauwazyta tez, ze w trakcie procesu biometanizacji antybiotyki ulegaty degradacji w
réoznym stopniu, jednak nawet przy catkowitej degradacji, w pofermencie nadal byty obecne

produkty ich rozktadu.

W drugiej hipotezie badawczej mgr Izabela Wolak =zatozyta, ze leki
przeciwdrobnoustrojowe dodawane do wsadu bioreaktorow modyfikujg sktad populacji
mikroorganizméw obecnych w systemie, w tym archeondw przeprowadzajgcych proces
metanogenezy. W celu weryfikacji tej hipotezy zastosowata sekwencjonowanie nowej
generacji i okreslanie metodg real-time PCR liczby kopii gendw specyficznych dla okreslonych
grup metanogendw. Doktorantka wykazata, ze dominujgcymi typami bakterii byty
Bacteroidetes, Firmicutes i Proteobacteria, a wiec grupy, ktére dominujg w wiekszosci
siedlisk, natomiast procentowy udziat odczytéw dla poszczegdlnych typéw wykazywat
zmiany réznigce sie w zaleznosci od rodzaju antybiotyku (lub ich kombinacji) dodawanego do
uktadu i moggce powodowaé spadek wydajnosci biometanizacji. Z kolei najczesciej
wystepujgcymi  archeonami metanogennymi bylty te z rodzajow Methanosarcina i

Mathanosaeta (Methanothrix).

Trzecia hipoteza badawcza pracy zaktadata, ze obecnos¢ antybiotykdéw w substracie

poddawanym biometanizacji, jak réwniez ich dodatek do wsadu bioreaktoréw powoduje
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zwiekszenie liczby kopii genédw odpowiedzialnych za opornos¢ bakterii na antybiotyki. Pani
mgr lzabela Wolak udowodnita, ze leki przeciwdrobnoustrojowe obecne w bioreaktorze
powodujg istotny wzrost liczby kopii gendw opornosci na antybiotyki (ARGs) w pofermencie.
Stosowanie takiego odpadu pofermentacyjnego jako np. nawdz bedzie w tej sytuacji
skutkowac rozprzestrzenianiem sie opornosci na antybiotyki w srodowisku, co jest bardzo
waznym spostrzezeniem. Ponadto, przeprowadzona analiza statystyczna sugeruje, ze

nosicielami ARGs mogg tez by¢ archeony metanogenne.

Weryfikacje czwartej hipotezy badawczej, w mysl ktérej pochodzenie i sktad
substratu uzywanego do biometanizacji wptywa na obecnos¢ antybiotykéw i ARGs w
pofermencie, przeprowadzono dzieki wynikom przedstawionym w Zatgczniku 5. Doktorantka
m.in. wykazatfa, ze stezenie ARGs rozni sie w zaleznosci od rodzaju substratu, jednak bez
wzgledu na te rdznice zawsze sg one obecne w masie pofermentacyjnej. Ponadto mgr
Izabela Wolak stwierdzita, ze najwiecej lekdw przeciwbakteryjnych wystepuje w pofermencie
powstatym z osadow sciekowych, co moze by¢ spowodowane m.in. zanieczyszczeniem

substratu.

Pytania i uwagi

Przedstawione do oceny artykuty zostaty juz opublikowane, wiec podlegaty krytycznej
ocenie recenzentéw, niemniej jednak pozwole sobie zamiesci¢ kilka pytan i uwag,
przedstawionych ponize;j.

e Jak mozna wyjasni¢ spadek wydajnosci produkcji metanu w przypadku dodania do
substratéw niektérych antybiotykow przy jednoczesnym statym poziomie liczby kopii

genu mcrA (Zatacznik 2)?

e W czesci opisu dotyczgcej sktadu populacji bakterii (Weryfikacja 1l hipotezy
badawczej) w pofermencie pojawiajg sie niewfasciwe sformutowania np. ,liczne
rodzaje Bacteroides i Paludibacter”, ,liczne rodzaje Pseudomonas”, ,Inne wazne typy

bakterii to Spiralles”(?), ,,Bakterie z rodzaju Firmicutes”, itp.

e Hipoteza badawcza nr Il raczej nie byta poddana weryfikacji poprzez doswiadczenia,
ktérych wyniki opisano w Zatgczniku 2 — artykut ten nie przedstawia rezultatéw

dotyczacych liczby kopii ARGs



e W opisie dotyczacym hipotezy badawczej nr llIl pojawia sie stwierdzenie, ze
»mikroorganizmy metanogenne obecne w pofermencie mogtly by¢ lekooporne”. Czy
mogtaby Pani przyblizy¢ informacje dotyczace lekoopornosci metanogennych
archeonéw?

e Czy znane s3 dane doswiadczalne potwierdzajgce sugestie, ze Fermentimonas
caenicola, Proteiniclasticum ruminis i Methanosarcina thermophila s3 oporne na
tetracykliny lub inne antybiotyki?

e W przypadku artykutéw nr 3, 4 i 5 brakuje oswiadczen niektérych autoréw. Nie jest to
jednak powazny zarzut, bowiem mozna okresli¢ ich wkiad dzieki deklaracjom , Author

Contributions” zamieszczonym w tekscie.

Whiosek koricowy

Rozprawe doktorska Pani mgr Izabeli Wolak oceniam wysoko. Doktorantka podjeta
wazny temat zwigzany z wplywem antybiotykéw na proces produkcji biogazu i
rozprzestrzenianiem sie antybiotykooponosci. Wyniki opisano w pieciu artykutach, ktére sg
spéjne tematycznie i zostaly przedstawione w rozprawie w logicznie sposdb. Cel pracy zostat
jasno okreslony i osiggniety dzieki zastosowaniu wiasciwie dobranych metod, z duzym
udzialem nowoczesnych technik badawczych, w tym sekwencjonowania NGS. Doktorantka
nie tylko wykazuje sie umiejetnosciami czysto laboratoryjnymi, ale ma tez duig wiedze
teoretyczng, co pokazata piszgc artykut przegladowy, ktéry jest doskonatym wprowadzeniem
do tematyki pracy. Przedstawione w niniejszej dysertacji dane majg wazne praktyczne
implikacji dotyczace koniecznosci monitorowania procesu biometanizacji pod katem
obecnosci antybiotykéw, bakterii opornych na antybiotyki i genéw lekoopornosci.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego. Podsumowujgc, uwazam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Izabeli
Wolak speinia wymogi okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2023 r., poz. 742 ze zm.) i wnosze do Rady Naukowej
Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie o

dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow postepowania o nadanie stopnia doktora w

dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne.
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