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rozprawy doktorskiej mgr Damiana Rolbieckiego pt.
“Scieki szpitalne i komunalne jako Zrédlo rozprzestrzeniania lekoopornosci
w Srodowisku”

wykonanej w Katedrze Inzynierii Ochrony Wéd i Mikrobiologii Srodowiskowej ,
Wydzial Geoinzynierii , Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, pod kierunkiem
promotor prof. dr hab. inz. Moniki Harnisz

Opornos¢ bakterii na srodki przeciwdrobnoustrojowe (z ang. antimicrobial resistance —
AMR) to jeden z globalnych probleméw stanowigcy istotne zagrozenie dla zdrowia
publicznego. Aktualne dziatania zwigzane z gromadzeniem informacji o AMR na $wiecie
jednoznacznie wskazuja, ze bakterie lekooporne i geny lekoopornosci mogg rozprzestrzeniaé
si¢ 1 cyrkulowa¢ nie tylko w bliskim otoczeniu cztowieka ale tez w szeroko pojetym
srodowisku naturalnym. Dla skutecznych dziatan zapobiegawczych istotne znaczenie ma
zrozumienie wplywu gospodarki $ciekowej na rozprzestrzenianie lekoopornosci w réznych
sektorach aktywnosci cztowieka, a w tym okreslenie roli sciekéw komunalnych i szpitalnych.
Zadanie to miesci si¢ w ramach celu okreslonego w dysertacji doktorskiej Pana mgr Damiana
Rolbieckiego .

Otrzymana do recenzji dysertacja doktorska zostala napisana w oparciu o cztery
spojne tematycznie prace, opublikowane w latach 2020-2023 o tagcznym IF w roku publikacji
= 25,304 1580 pkt. wg. punktacji MEiN. Pan mgr Damian Rolbiecki jest pierwszym autorem
w kazdej publikacji. Uklad pracy pod wzgledem formy jest typowy w odniesieniu do prac
doktorskich z zakresu dziedziny nauk S$cistych i przyrodniczych i dyscypliny - Nauki
biologiczne, opartych na sp6jnych tematycznie publikacjach. Napisana jest ona w jezyku
polskim z prawidiowym uzyciem nazewnictwa specjalistycznego.




Tekst przedstawionej do oceny pracy miesci si¢ na 24 stronach, ktére obejmuja:
wyszczeg6lnienie zrédet finansowania badan, wykaz opublikowanych artykulow
sktadajacych sie na rozprawe doktorska, spis tresci rozprawy, abstrakt w jezyku polskim i
angielskim, wstep, cel i zakres badan oraz hipotezy badawcze, krétki opis stosowanych metod
badawczych i uzyskanych wynikéw, podsumowanie, spis literatury oraz spis tabel, wykresow
i rysunkéw. Dalszg cze$é pracy stanowig kopie publikacji w formie pdf oraz oswiadczenia
wspolautorow.

Pierwsza cze$¢ dysertacji stanowi Wstep, w ktérym doktorant uzasadnia i
charakteryzuje podjety problem badawczy. Wskazuje na aktualne dzialania zwigzane z
gromadzeniem informacji o AMR na $wiecie. Wymienia postanowienia wielu $wiatowych i
europejskich organizacji, ktérych celem sa dzialania zmierzajace do ograniczania szerzenia
siec mikroorganizméw lekoopornych. Przedstawia ide¢ koncepcji ,Jedno Zdrowie” jako
ogblnoswiatowego planu przeciwdzialania  rozprzestrzenianiu si¢ opornosci na $rodki
przeciwdrobnoustrojowe. Wskazuje, ze $cieki sa potencjalnie istotnym nosnikiem
mikrozanieczyszczen,w tym lekoopornych bakterii (ARB) i genéw warunkujgcych opornosé
na antybiotyk (ARGs), faczacym $rodowisko antropogeniczne ze Srodowiskiem naturalnym.
Podkresla potencjalnie istotng role $ciekéw szpitalnych jako zrédia istotnych klinicznie
wielolekoopornych patogenéw tzw. patogenéw priorytetowych. Porusza problem chemicznej
dezynfekcji $ciekéw szpitalnych przy uzyciu zwiazkéw chloru w przyszpitalnych stacjach
dezynfekujacych przed ich uwalnianiem do sieci kanalizacyjnych. Wskazuje tez na nieliczne
i czesto rozbiezne doniesienia w ustalaniu doktadnych powiagzan migdzy dezynfekcja chlorem
a rozprzestrzenianiem si¢ opornosci na srodki przeciwdrobnoustrojowe. Rozdzial ten jest
zwarta i logiczng czescig pracy, co wskazuje na dobra znajomo$¢ badanych zagadnien i
pi$miennictwa z tego zakresu. Autor w przekonujacy sposéb uzasadnia réwniez potrzebg
podjecia badan bedacych przedmiotem rozprawy doktorskie;.

Druga czes$é pracy stanowi Cel i zakres badan naukowych oraz hipotezy badawcze,
w ktérym Doktorant formuluje gléwny cel pojetych badan i wyznacza cztery zadania
badawcze, ktérych celem jest zweryfikowanie 5-ciu sformutowanych hipotez.

Kontynuacja tej czesci jest rozdziat: Krétki opis stosowanych metod badawczych i
uzyskanych wynikéw, w ktéorym w sposob czytelny zostata przedstawiona charakterystyka
miejsc poboru materialu biologicznego stuzacego do realizacji kazdego z czterech zadan
badawczych: $cieki i osady czynne z komunalnej oczyszczalnia Sciekéw i Scieki z
przyszpitalnej stacji dezynfekcji $ciekow. Wyszezegolniono sezony, w ktérych dokonywano
poboru préb; dobrze scharakteryzowano tez sposéb poboru materiatu od pracownikow
oczyszczalni $ciekow (wymazy z nosa i gardla) i liczebno$¢ grupy badanej oraz grupy
kontrolne;.

Zastosowane metody sg adekwatne do realizacji zadan badawczych. Wykorzystana
metodyka badan obejmuje zaréwno klasyczne techniki PCR do identyfikacji genow
lekoopornosci, markeréw gatunkowych (ITS 16S-23S) drobnoustrojow i oceny zréznicowania
genomowego (ERIC-PCR) na matrycy genomowego DNA analizowanych izolatow
bakteryjnych oraz matrycy DNA srodowiskowego/ metagenomowego pozyskanego metoda
filtracji (zadania badawcze I, II i III), jak i analizy sekwencji metagenomowego DNA z
uzyciem nanoporéw umozliwiajacych uzyskiwanie odczytu sekwencji dhugich odcinkow



DNA.(zadanie badawcze IV) z wykorzystaniem adekwatnych narzedzi bioinformatycznych
(zadanie IV) jak i dobrze skomponowane analizy statystyczne.

Kazde zadanie badawcze zostalo zaprojektowane tak, aby wykaza¢ wystepowanie
okreslonych  genetycznych  uwarunkowan antybiotykoopornosci i  lekoopornych
mikroorganizméw w $ciekach komunalnych i szpitalnych. Szacowano tez mozliwosci
transmisji szczepéw lekoopornych zaréwno do rzek otrzymujacych $cieki jak i gérnych drog
oddechowych pracownikéw oczyszczalni wraz z bioaerozolem emitowanym w procesie
oczyszczania $ciekéw. Dla kazdego z zadan badawczych zostala przeprowadzona
szczegdtowa analiza uzyskanych wynikow.

Zadanie I. Obejmowalo  ocen¢ rozpowszechnienia wybranych ARGs w $ciekach
komunalnych i w Srodowisku naturalnym. W pracy badano obecno$¢ genéw kodujacych
opornos$¢ na sulfonamidy (sull, sul2) i fluorochinolony (qepA, aac(6')-Ib-cr) na réznych
etapach oczyszczania Sciekéw w dwoch oczyszczalniach. Wyniki wykazaly, ze procesy
biologicznego oczyszczania nie usuwaja calkowicie genéw antybiotykoodpornosci ze
scieckow. Redukcja ARGs obserwowana byla tylko w przypadku genéw mnigj
rozprzestrzenionych w srodowisku (sul2, qepA), ktére mogly mniej licznie wystepowaé
rowniez w $ciekach doptywajacych do oczyszczalni.

Zadanie II. W tym badaniu analizowano wystgpowanie szczepéw — producentoéw
karbapenemaz z rodzaju Klebsiella w probkach $ciekow, wody rzecznej oraz w wymazach z
gérnych drég oddechowych pracownikow oczyszczalni $ciekéw. Wyniki tego badania
ujawnily, ze srodowisko oczyszczalni $ciekéw jest miejscem wystepowania tych krytycznych
patogenéw alarmowych, a komora osadu czynnego (bioreaktor) jest najbardziej
prawdopodobnym miejscem transmisji bakterii do gérnych drég oddechowych pracownikéw
oczyszczalni. Obecnos¢ w $ciekach oczyszczonych produkujgcych karbapenemazy i
obarczonych czynnikami wirulencji zywych szczepdw K. pneumoniae potwierdza, ze $cieki
przyczyniaja si¢ do rozprzestrzeniania w srodowisku tych patogenéw.

Zadanie III. Obejmowatlo oceng skutecznosci procesu dezynfekcji Sciekéw z wykorzystaniem

zwigzkéw chloru w przyszpitalnej stacji dezynfekujgcej $cieki szpitalne, na podstawie
zdolnosci do przezywania dezynfekcji bakterii, producentéw ESBL, z rodziny
Enterobacteriaceae. Zbadano réwniez wplyw dezynfekcji na podobienstwo klonalne
przedstawicieli rodziny Enterobacteriaceae. Uzyskane wyniki wskazujg, Ze proces
dezynfekcji prowadzony w przyszpitalnej stacji nie jest w pelni skuteczny, a bakterie z
rodziny Enterobacteriaceae, w tym ESBL+, mogg przetrwaé proces dezynfekcji i trafia¢ do
miejskiego systemu kanalizacji. Ponadto, rezultaty tego badania sugerujg, ze stosowana w
obiekcie dezynfekcja na bazie chloru moze faworyzowaé przezywalno$é bakterii
wytwarzajacych ESBL i/lub przenoszenie ARGs na drodze HGT, a szczepy Klebsiella
pneumoniae moga stanowi¢ gléwne zrédlo opornosci na antybiotyki w rodzinie
Enterobacteriaceae. Analizy podobiefistwa klonalnego wskazuja, ze $rodowisko komory
dezynfekcyjnej Sciekow moze sprzyja¢ zmiennosci genetycznej bakterii.



Zadanie IV. Celem badan ujetych w tym zadaniu byla analiza zmian w mikrobiomie,
rezystomie i mobilomie bakterii, spowodowanych procesem chemicznej dezynfekcji z
wykorzystaniem zwigzkéw chloru. Badania pozwolily na identyfikacje gléwnych nosicieli
ARGs obecnych w probkach s$ciekow dezynfekowanych i okreslenie mechanizmow
mobilnosci determinantéw lekoopornosci. Szczegdlng uwage poswigcono identyfikacji w
mikrobiomie krytycznych patogenéw alarmowych. Oszacowano wplyw dezynfekcji chlorem
na ryzyko przeniesienia ARGs do ludzkich patogenow bytujacych w $ciekach
dezynfekowanych. Wyniki wskazuja, ze zwigzki chloru stosowane do dezynfekcji sciekow
szpitalnych moga by¢ czynnikiem faworyzujacym przezywalno$¢ klinicznie istotnych
lekoopornych bakterii. Ponadto powodowaly istotne zmiany w metagenomie bakterii,
wskazujagce na wzrost zdarzen transferu ARGs do ludzkich patogenéw w $ciekach
dezynfekowanych.

Prace konczy rozdzial Podsumowanie, w ktérym doktorant umiejetnie podsumowuje
kazdy etap badania i formuluje wnioski, wskazujac, ze zaréwno $cieki komunalne, jak i
dezynfekowane szpitalne pelnig istotng role w rozprzestrzenianiu lekoopornosci w
srodowisku poprzez transmisj¢ ARGs i zywych lekoopornych priorytetowych patogenow
alarmowych. Bioaerosol emitowany podczas mieszania i natleniania $ciekow w procesie
oczyszczania stwarza realne ryzyko transmisji lekoopornych mikroorganizméw do gérnych,
drég oddechowych pracownikéw oczyszczalni. Aktualnie stosowane metody dezynfekcji
sciekow szpitalnych z wykorzystaniem zwigzkéw chloru nie sg skuteczne w dezaktywacji
klinicznie istotnych ARB, a nawet moga faworyzowaé przezywalnos$¢ lekoopornych bakterii.

Cytowana Literatura obejmuje 26 pozycji opublikowany w latach 2011-2023.
Dobér pismiennictwa wskazuje na dobrg znajomos$¢ literatury przedmiotu i dojrzatosé
naukowa Autora. :

Przedstawiona do oceny praca doktorska opiera si¢ na artykutach juz recenzowanych i
opublikowanych w renomowanych wydawnictwach o czym $wiadcza wysokie wspdtczynniki
wplywu. Pomimo to, po pelnej analizie dysertacji i zalagczonych publikacji mam nastgpujace
uwagi :

1. Odnosnie zadania badawczego II, artykul pt: “Detection of carbapenemase-producing,
hypervirulent Klebsiella spp. in wastewater and their potential transmission to river water and
WWTP employees™:

a/ Dlaczego zarowno w tekscie rozprawy jak i w publikacji nie wspomina si¢ o zgodzie
komisji bioetycznej na pozyskiwanie wymazow od pracownikoéw oczyszczalni $ciekdw i 0séb
z grupy kontrolnej?

b/ Komentarz odnos$nie definiowania szczepéw Hvr Klebsiella pneumoniae. Okreslenie
hiperwirulencji dotyczy wylacznie gatunku K preumoniae stad okreslenia Hvr Klebsiella
spp., ktére widnieja w tekscie, nie sg prawidlowe bo nie wskazuja jednoznacznie gatunku.
Ponadto , okreslenie hiperwirulencji w przypadku tego patogenu obejmuje nie tylko okreslony
zestaw sideroforow, genow kapsularnych czy tez tych ktére warunkujg fenotyp sluzowy ale
przede wszystkim relacje patogen-gospodarz. Bez objawéw chorobowych nie mozna moéwic



o hiperwirulencji. Organizm o sprawnie funkcjonujgcym uktadzie odpornosciowym jest w
stanie zwalczy¢ infekcje powodowang przez szczepy niosgce geny wirulencji w
przeciwienstwie do obnizonej odpornosci czy tez wielochorobowosci. Dla potwierdzenia
przynaleznosci K.pneumoniae do typu Hvr stosuje si¢ tez badanie modelowe indukcji sepsy w
modelu mysim. Dlatego tez okreslenie typu Hvr K prneumoniae odnosi si¢ do badan
klinicznych 1 epidemiologicznych populacji ludzkiej [Gonzalez-Ferrer S, Pefaloza
HF,Budnick JA, Bain WG, Nordstrom HR, Lee JS, Van Tyne D. 2021. Finding order in the
chaos: outstanding questions in Klebsiella pneumonia pathogenesis. Infect Immun 89:e00693-
20.https://doi.org/10.1128/IA1.00693-20].

W odniesieniu do badan prezentowanych w ocenianej dysertacji doktorskiej i przy ich
kontynuacji, gdzie analizowane sg genotypy czynnikow wirulencji i lekoopornosci - bardziej
trafne i1 ,bezpieczne” jest stosowanie okreslenia szczepéw o potencjalnie podwyzszonej
wirulencji, ze wzgledu na obecno$¢ nagromadzenia adekwatnych gendéw wirulencji. Innym
referencyjnym i nie budzacym kontrowersji sposobem jest okreslanie typéw sekwencyjnych
(ST) w oparciu 0 metod¢ MLST z wykorzystaniem 7 genéw metabolizmu podstawowego.

2. Odnosnie III zadania badawczego, praca pt: “The Impact of Chlorine Disinfection of
Hospital Wastewater on Clonal Similarity and ESBL-Production in Selected Bacteria of the
Family Enterobacteriaceae”, Rycina 5, ktéra obrazuje relacje podobienstwa genomowego
ERIC-PCR w obrebie réznych gatunkéw Enterobaciericeae. Szkoda, ze w dendrogramie nie
umieszczono skali podobienstwa. Istotne jest czy podobienstwo genomowe miedzy.
analizowanymi gatunkami tej rodziny, pozwalajace na wyodrebnienie grup, obejmowato
zakres do 20% czy wyzej. Relacje podobienstwa moga $wiadczy¢ o sile dyskryminacji
stosowanej metody w analizach poréwnawczy réznych gatunkow w obrebie tej rodziny.

Podsumowujgc, oceniana rozprawa doktorska jest oryginalnym i warto$ciowym
opracowaniem. Wyniki badan dostarczajg nowych informacji na temat przezywalnosci
szczepow lekoopornych w procesach dezynfekcji zwigzkami chloru $ciekow szpitalnych jak i
bardzo wartosciowych danych dotyczacych transmisji determinant opornosci i szczepow
lekoopornych do wod powierzchniowych w wyniku uwalniania $ciekow oczyszczonych.. Na
podkreslenie zastluguje bogata metodyka oraz bardzo rzetelne przeprowadzenie badan. Tres¢
dysertacji jednoznacznie wskazuje na duzg wiedze teoretyczng jak i umiejetnosci Doktoranta
w zakresie prowadzenia pracy naukowe;j.

Biorac powyzsze pod uwage stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pana mgr Damiana
Rolbieckiego pt.,, Scieki szpitalne i komunalne jako zrédto rozprzestrzeniania lekoopornosci
w srodowisku™ spelnia wymogi przewidziane w art.187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018r. Prawo
o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz.U.2023.742 ze zm.). W zwigzku z tym wnosz¢ do
Wysokiej Rady Dyscypliny Wydzialu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Warmirnsko-
Mazurskiego o dopuszczenie Pana mgr Damiana Rolbieckiego do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Z uwagi na duze znaczenie podjetego przez Doktoranta tematu, zakres przeprowadzonych
badan, uzyskanie wartosciowych wynikéw wnioskuj¢ o wyr6znienie rozprawy doktorskie;j.
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