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Recenzja
pracy doktorskiej mgr Nicoletty Makowskiej pt. ,,Geny integraz
i oporno$ci na antybiotyki B-laktamowe i glikopeptydowe rezystomu S$ciekow
miejskich'", wykonanej w Zakladzie Mikrobiologii na Wydziale Biologii
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, pod opieka naukowa dr hab.

Joanny Mokrackiej, prof. UAM

Przedstawiona do oceny praca doktorska mgr Nicoletty Makowskiej prezentuje
wyniki badan, ktorych celem byta jako$ciowa i iloSciowa analiza rezystomu sciekow
miejskich Centralnej Oczyszczalni Sciekow w Kozieglowach kolo Poznania.

Tematyka badawcza jest bardzo interesujgca i wnosi nowe informacje do
mikrobiologii srodowiskowej zwigzane z rodzajem i czgstoscig wystgpowania genow
integrazy oraz gendéw warunkujagcych oporno$¢ na antybiotyki [-laktamowe
i glikopeptydowe w genomach mikroorganizmoéw hodowalnych bytujacych w sciekach
oraz w metagenomie $ciekOw. Stan wiedzy na temat drobnoustrojow bytujgcych w
sciekach i roli rezystomu oczyszczalni $ciekOw w rozprzestrzenianiu si¢ lekoopornosci
w rezystomie srodowisowym jest ciagle fragmentaryczny. Stad tez bardzo cenne s3

wyniki badan uzyskane przez panig mgr Nicolette Makowska.

Otrzymana do recenzji dysertacja doktorska posiada typowy uklad dla
opracowan na stopien naukowy. Napisana jest ona poprawnym jezykiem naukowym z
prawidlowym uzyciem nazewnictwa specjalistycznego. Tekst przedstawionej pracy

miesci si¢ na 216 stronach, z czego zalaczniki stanowig 16 stron.

Rozpoczyna ja Wstep wraz z czgscia literaturowa obejmujacy 30 stron
1 zawierajgcy wprowadzenie w zagadnienia roli 1 znaczenia zjawiska
antybiotykoodpornosci mikroorganizméw w $rodowisku, drég i mechanizméw jego
rozprzestrzeniania, oraz roli integronow w transferze genéw lekoopornosci pomigdzy

drobnoustrojami $ciekowymi i S$rodowiskowymi. W tej czesci pracy Autorka




charakteryzuje roéwniez najistotniejsze grupy drobnoustrojéw wytwarzajacych
B-laktamazy o rozszerzonym spektrum substratowym (ESBL), cefalosporynazy,
karbapenemazy, enzymy odpowiedzialne za oporno$¢ na metycyling (MRSA)
1 wakomycyne (VRE) oraz najistotniejsze genetyczne determinanty lekoopornosci tych
mikroorganizméw. Rozdzial ten jest zwarta, logiczng i dobrze skomponowang czescia
pracy, co wskazuje na dobra znajomo$¢é badanych zagadnien i piSmiennictwa z tego
zakresu. Autorka w przekonujgcy sposéb uzasadnia rowniez potrzebe podjecia badan
bedacych przedmiotem rozprawy doktorskiej.

Drugg czes¢ pracy stanowi czes¢ badawcza obejmujgca Cel i zakres pracy,
hipotezy 1 zadania badawcze, schemat prowadzenia badan laboratoryjnych,
charakterystyke poszczegélnych etapow badan oraz opis uzyskanych wynikéw i ich
interpretacje. Rozdzial Metody i materialy jest prawidlowo skomponowanym
elementem pracy, w ktérym przedstawiono w sposob czytelny na 39 stronach zaréwno
charakterystyke miejsc poboru materialu biologicznego do badan (Oczyszczalnia
Sciekéw w Kozieglowach kolo Poznania), sposob izolacji i identyfikacji czystych
kultur, metodyke oznaczania ich fenotypowej lekoopornosci oraz analize sktadu
populacji mikroorganizméw wystepujagcych w $ciekach oraz jakosciowa i ilosciowa
ocen¢ genetycznych determinantéw  lekoopornosci rezystomu  Sciekowego.
W rozdziale tym Autorka pracy w sposob szczegdtowy i kompletny scharakteryzowata
sposéb identyfikacji badanych mikroorganizméw z wykorzystaniem zaréwno metod
klasycznych, jak tez metod molekularnych opartych na sekwencji wybranych
fragmentéw genomu bakteryjnego. Zastosowane metody analiz statystycznych wydaja
sie prawidlowe i pomocne w zweryfikowaniu hipotez badawczych przedstawionych w
dysertacji. Ta cze$¢ pracy jest napisana w sposob jasny i zrozumiaty. Opis metod
badawczych nie budzi zastrzezen, zostaly one prawidlowo wybrane 1 zastosowane.

W zakres czgéci badawczej pracy wehodzi réwniez rozdzial Wyniki stanowigcy
przejrzysty opis uzyskanych przez Doktorantke wynikéw przeprowadzonych analiz.
Obejmuje on zaréwno wyniki analiz mikrobiologicznych okreslajacych liczebnosé
drobnoustrojéw heterotroficznych i lekoopornych w $ciekach doptywajacych, z
komory napowietrzania oraz S$ciekach odplywajacych, bioréznorodnos$é populacji

bakterii w $ciekach i identyfikacje szczepéw w nich dominujacych, jak tez wyniki



analiz fizyko-chemicznych §$ciekow. Wyniki te przedstawione zostaly na 94 stronach.
Zestawienie obejmuje 28 tabel oraz 47 kolorowych opracowan graficznych. Tabele i
rysunki sg czytelne i przygotowane bardzo starannie. Ta czes$¢ pracy jest
skomponowana przejrzyscie, wyniki sa zreferowane szczegélowo i w sposéb
uporzadkowany. Uzupelnieniem tego rozdzialu pracy sa szczegolowe informacje
dotyczace podobienstw genetycznych poszczegolnych grup bakterii lekoopornych
wyizolowanych ze $ciekéw w postaci dendrogramow zawarte w 16 zalacznikach na
stronach 203-2016.

Czwartym rozdzialem czgs$ci badawczej pracy jest rozdzial Dyskusja wynikow.
Rozdzial ten obejmuje 17 stron maszynopisu. Autorka podjela sie tutaj proby oceny
uzyskanych wynikow badan wiasnych na tle dostgpnej literatury $wiatowej. Autorka
ustosunkowuje si¢ do rezultatéw swoich badan, porownujgc i konfrontujgc je z danymi
literaturowymi, wykazujac przy tym duza ostroznos¢ interpretacyjng w odniesieniu do

zebranych wynikow, co dowodzi dojrzalosci Autorki jako badacza.

Prac¢ koncza podrozdzialy Podsumowanie oraz Wnioski. Dobra znajomos¢
literatury przedmiotu oraz umiejetnos¢ wywazonej oceny znaczenia uzyskanych
wynikow umozliwily wnikliwe podsumowanie pracy oraz sformulowanie 8 wnioskow,
ktore w pelni odzwierciedlaja analiz¢ uzyskanych wynikow badaf. Nalezaloby
jednakze usung¢ dwa pierwsze zdania sekcji Podsumowania, albowiem z uwagi na
fakt, iz nie prowadzono badan zaréwno S$ciekéw szpitalnych doptywajgcych do
oczyszczalni, jak réwniez wody rzeki Warty przed i za doplywem S$ciekow
oczyszczonych, stwierdzenia te nie odzwierciedlajg zakresu badan prowadzonych w

ramach przedstawionej do oceny pracy.

Cytowana Literatura zamyka si¢ liczbg 294 pozycji, w tym ponad 20% prac
wydanych po 2015 roku. Doboér bogatego oraz w gldwnej mierze najnowszego
pismiennictwa zaréwno anglo- jak i polsko- jezycznego, wskazuje na duza dojrzatos¢
naukowg Autorki i umiejetnos¢ wykorzystania literatury zroédlowej.

Po pelnej analizie pracy nasuwa si¢ kilka uwag. Nie traktowalabym ich

jedynie jako uwagi krytyczne, ale jako propozycje do rozwazenia w dalszych

badaniach.



Wskazanym bylaby korekta nazewnictwa sciekéw w tekscie calej dysertacji. W
obowigzujgcej nomenklaturze nie istnieja wyrazenia w liczbie pojedynczej odnoszace
si¢ Sciekow, takie jak: ,.$ciek surowy”, ,,Sciek z komory napowietrzania” oraz ,.Sciek
odplywajacy”. Powszechnie przyjetymi pojeciami sa: ,.Scieki doptywajace” wymiennie
na ,,Scieki nieoczyszczone”, ,,Scieki z komory napowietrzania” wymiennie na ,,scieki z
bioreaktora” oraz ,,Scieki odplywajace” wymiennie na ,,$cieki oczyszczone”. Ponadto,
bioragc pod uwage zmiany w nomenklaturze pojg¢ mikrobiologicznych dotyczacych
okresdlania populacji drobnoustrojow zasiedlajacych rdéznego rodzaju srodowiska,
nalezaloby skorygowa¢ pojecie ,,mikroflora™ i zastapi¢ je wyrazeniem ,,mikrobiota”.
Pojecia ,,przesiewano” i ,,posiewano” nalezy zastgpi¢ wyrazeniem ,.przeszczepiano”,
natomiast pojecie ,,wyosobniono” nalezy zastgpi¢ wyrazeniem ,pozyskano” lub

»Wyizolowano”.

W calej pracy nalezaloby réwniez skorygowaé zapis nazw gendw. Jako
przyklad mozna tu poda¢ zapis nazw genéw w Streszczeniu pracy: intll, ampC, mecA
i vanA. Poprawny zapis nazwy genow to pierwszy czlon zapisany kursywa, drugi zas

pochodzacy z reguty od nazw biatek zapisuje si¢ z duzej litery nie kursywa.

Cze$¢ zapisow w pracy jest niejasna i wymaga korekty. Przykladem moze by¢
stwierdzenie na str. 62 — rozdziat 3.4.3 — , Reakcj¢ uznano za prawidlows, gdy liczba
kopii genu byla taka sama jak warto§¢ CFU/ml bakterii z wklonowanym fragmentem
badanego genu, oznaczana metoda posiewu powierzchniowego™. Nie jest zrozumiatym

przez czytelnika, co Autorka miata na mysli piszac to zdanie?;

Autorka stosuje w tekscie pracy szereg skrotow myslowych, ktére rowniez

wymagaja korekty, np.:

— str. 40, rozdzialy 3.2.3 i 3.2.4 — nalezaloby skorygowa¢ ,,.Dla probek $ciekow
wykonywano szereg rozcienczen.....” 1 wyrzuci¢ wyrazenie ,,osadow”, ktérych

to analiz doktorantka nie prowadzita;

— str. 43 - rozdzial 3.2.10 - prosz¢ skorygowa¢ wyrazenie ,Plytki
inkubowano....”, zapewne Autorka miata na mysli drobnoustroje inkubowane

na podiozach w plytkach;



— str. 44 —rozdzial 3.2.11 — prosz¢ skorygowa¢ wyrazenie ,.kolonie potencjalnych

izolatow....”;

— str. 47 — rozdzial 3.2.15 — prosze wyjasni¢ wyrazenie ,material z Kolonii
bakterii....”. Autorka powinna doprecyzowaé opis procedury przygotowania

matrycowego DNA, zwlaszcza w przypadku izolacji DNA z komorek Gram+;

— str. 55 —rozdzial 3.3.2 ostatni wiersz — prosz¢ uscisli¢ wyrazenie ,.dodawano 1
ml wody....”. Autorka powinna doprecyzowa¢ jaki rodzaj wody zastosowano.
Ponadto to samo zdanie i nastepujace po nim zdania na str. 56 odnosza si¢ do
izolacji metagenomowego DNA z ,osadu”. Prosz¢ o korekte powyzszego
zapisu. Niejasne jest tez wyrazenie ,;supernatanty zebrano” zawarte w tych

samych sekcjach tekstu;

— str. 56 — rozdzial 3.3.3 — prosz¢ skorygowaé wyrazenie .rozcienczen

preparatow metagenomowego DNA™;

— str. 63 —rozdziat 3.4.4 — prosze skorygowac¢ wyrazenie ,,frakcjonowanie probki

na poszczegolne reakcje™;

— str. 77 — rozdzial 4.2 — prosz¢ skorygowaé wyrazenie ,,Najwi¢kszg redukcje
ogolnej liczby bakterii pomigdzy $ciekami nieoczyszczonymi a oczyszczonymi
zaobserwowano wiosng, natomiast najnizszg w trzech poborach zimowych” —
Autorka zapewne miata na mysli, iz redukcja liczebnosci bakterii nastepowala
w probkach sciekow a nie w poborach;

— str. 83, 85 i 87 — rozdzialy 4.6, 4.7 i 4.8 — prosz¢ skorygowa¢ wyrazenia
.Metycylinooporne szczepy S. aureus wyizolowano w pigciu poborach....”,
... Enterococcus oporne na wankomycyne wyizolowano w szesciu
poborach.....”, ,,Bakterie izolowano w szesciu poborach.....”. Autorka zapewne
miala na mysli, iz bakterie te wyizolowano w probkach $ciekéw pobieranych w

roznych sezonach badawczych a nie wyizolowano ich w poborach;

— str. 93 — prosz¢ skorygowaé wyrazenie ,,Zaobserwowano wyzszg czestos$é
opornosci na antybiotyki karbapenemowe niz S$cieku z komory

napowietrzania”. Identyczny skrot myslowy zastosowano w ostatnim zdaniu na



tej samej stronie oraz w kolejnym akapicie na str. 94. Czy Autorka miata na
mysli, iz zaobserwowano wyzszg czgstos¢ u izolatéw pozyskanych ze Sciekow

z komory napowietrzania?;

- str. 99 - prosze skorygowaé wyrazenie ,,Zaobserwowano wzrost opornosci na
imipenem i meropenem w $cieku....”. Czy Autorka ma na uwadze opornos¢

izolatow pozyskanych ze Sciekow??7;

— str. 102 — prosze skorygowaé wyrazenie ,S$rednie czgstosci opornosci dla
szczepow  wytwarzajacych ESBL  ....wyizolowanych ze wszystkich

poboréw....”";

— w calej pracy, w szczegdlnosci str. 111, 114, 116, 126, 127, 173 — proszg
skorygowaé¢ wyrazenia ,,Czgstos¢ wystepowania... w ... poborach....”,
_,,wyselekcjonowano szczep z... poboru”, ,nie wyosobniono izolatu.... w
zadnym z pobordw”, ,nie odnotowano szczepéw.... w poborach”, ,.nie
odnotowano szczepdw.... w sezonie wiosennym”, .,...we wszystkich poborach

wyizolowano...”;

- w calej pracy, w szczegdlnosci rozdzial 4.19 i str. 179-180 — niepoprawnym sg
okreslenia ,,statystycznie istotne réznice / statystycznie istotny wzrost pomiedzy

»

poborami, pomiedzy wiosng a latem....”, itd. Zapewne roznice dotyczg
liczebnosci bakterii w probkach $ciekéw pobieranych na réznych stanowiskach
lub w réznych sezonach badawczych, dlatego tez tekst pracy nalezy

odpowiednio skorygowac;

Poczawszy od Tabeli 13 a konczgce na Tabeli 15 prosze o wyjadnienie Sredniej
liczby szczepow podanej w ostatnich 3 wierszach tabel. Jakie $rednie liczby miata
Autorka na uwadze? Wskazanym byloby podsumowanie liczby szczepéw w danym
rodzaju prébki i pokazanie ich %-ej opornosci na dane antybiotyki, niewlasciwym zas

podanie $redniej liczby szczepdw czy tez Sredniego % opornosci.

W tekécie rozprawy doktorskiej zauwazono rowniez szereg drobnych bigdow

edytorskich. Jednakze pozostaja one bez wplywu na wartos¢ merytoryczng pracy.



Uwagi zawarte w koncowej ocenie pracy doktorskiej mgr Nicoletty
Makowskiej nie wplywaja na jej pozytywna ocene merytoryczna. Autorka
wywigzala si¢ znakomicie z realizacji podjetych obszernych zadan badawczych.
Wyniki badan uwazam za bardzo cenne. Pozwolg one uzupelni¢ luki w wiedzy na
temat rodzaju i czestoSci wystepowania istotnych dla zdrowia publicznego
determinantéow antybiotykoodpornosci u bakterii zasiedlajacych Scieki, jak
rowniez pozwolag na okreSlenie potencjalnego wspoéludzialu Sciekow
oczyszezonych w zwigkszaniu roznorodnosci i czgstoSci wyst¢powania genow

lekoopornos$ci w rezystomie Srodowiskowym.

W zwigzku z pozytywna ocena dysertacji doktorskiej przedkladam
Wysokiej Radzie Wydzialu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu wniosek o dopuszczenie mgr Nicoletty Makowskiej do dalszych etapow

przewodu doktorskiego. : A~
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