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RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pani mgr Nicoletty Makowskiej pt: ,Geny integraz i opornosci na
antybiotyki B-laktamowe i glikopeptydowe rezystomu sciekdw miejskich”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr Nicoletty Makowskiej dotyczy niezwykle
istotnego problemu obecnosci antybiotykoopornych bakterii w $rodowisku i rozprzestrzenia sie
genéw warunkujgcych oporno$é na antybiotyki (ARGs, antibiotic resistance genes). Szybkie
rozprzestrzenianie si¢ antybiotykoopornoéci (AR, antibiotic resistance) wéréd mikroorganizmow jest
wynikiem naduzywania antybiotykow w medycynie, weterynarii i hodowli zwierzat. Pojawianie sie
tzw. szczepow wielolekoopornych, niewrazliwych na leki ostatniej szansy jest powaznym problemem
medycznym. Problem ten ma charakter globalny, co powoduje koniecznoéé podejmowania
odpowiednich dziatari o zasiegu miedzynarodowym.

W rozprzestrzenianiu AR istotng role odgrywajg bakterie $rodowiskowe. Genomy tych
bakterii stanowig swoisty rezerwuar genéw opornosci na antybiotyki, ktére mogg by¢ pobierane
przez bakterie. Udokumentowano kluczowg role ruchomych elementéw genetycznych w nabywaniu
przez patogeny nowych gendw kodujacych antybiotykooporno$é od szczepéw srodowiskowych.

W ostatnich latach w literaturze $wiatowej podjeto réwniez ozywiong dyskusje na temat roli
oczyszczalni Sciekéw w rozprzestrzenianiu AR. Ze wzgledu na bogactwo bakterii i ruchomych
elementéw genetycznych obecnych w genomach bakterii zasiedlajacych oczyszczalnie $ciekow,
zaktady te uwaza sig za rezerwuary bakterii antybiotykoopornych i genéw kodujgcych mechanizmy
opornosci bakterii. Transfer plazmidéw czy transpozonéw, w potaczeniu z silng presja
antropogeniczng, umotzliwia generowanie i selekcje szczepow wielolekoopornych, ktére wraz
z oczyszczonymi Sciekami trafiajg do rzek. Okreslenie $rodowiskowego rezerwuaru bakterii opornych
na antybiotyki i ARGs jawi sie jako szansa na poznanie nowych mechanizméw opornosci, jakie
w  przysztosci mogq naby¢ patogeny oraz moze poméc w prognozowaniu powstawania
i rozprzestrzeniania ARGs wsrdd bakterii.

Przedstawiona do recenzji rozprawa Pani mgr Nicoletty Makowskiej, przygotowana pod
kierunkiem Pani dr hab. Joanny Mokrackiej, prof. UAM wpisuje sie w nurt takich wiasnie badan,
realizowanych z powodzeniem w Zaktadzie Mikrobiologii, na Wydziale Biologii Uniwersytetu im.
Adama Mickiewicza w Poznaniu. Rozprawa zostata wykonana w ramach grantu uzyskanego
z Narodowego Centrum Nauki w konkursie PRELUDIUM.
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Przedtozona do oceny rozprawa ma ukfad typowy dla doktorskich prac eksperymentalnych. Obejmuje
216 stron maszynopisu i zawiera 9 podstawowych rozdziatow: wstep, cel pracy, materiaty i metody,
wyniki, dyskusja, podsumowanie, wnioski i spis literatury. Prace uzupetnia wykaz skrotow,
streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz zatgczniki. Zostata przygotowana starannie pod
wzgledem jezykowym i edytorskim.

Prace zaczyna 30 stronicowy wstep, ktory jest interesujgcym i bardzo dobrze napisanym,
przegladem literatury. W pierwszych czesciach tego rozdziatu Doktorantka definiuje opornos¢
bakterii na antybiotyki oraz przedstawia procesy warunkujgce utrzymywanie i rozprzestrzenianie sie
antybiotykoopornosci wéréd mikroorganizméw. Zwraca uwage, ze w badaniach tych zjawisk
niezbedne jest podejscie metagenomiczne. To witasnie metagenomika umotzliwia ocene
rzeczywistego zroznicowania genetycznego w populacjach bakterii, poznanie catkowitego rezerwuaru
gendw opornosci na antybiotyki w badanym $rodowisku oraz odkrycie nowych gendw bez
koniecznosci hodowli mikroorganizméw w warunkach laboratoryjnych. W dalszej czesci przegladu
Doktorantka przedstawita role oczyszczalni $ciekéw w selekcji szczepdw antybiotykoopornych oraz
ich rozprzestrzenianiu. Pani mgr Makowska wyczerpujgco opisata rowniez bakteryjne mechanizmy
opornosci na antybiotyki B-laktamowe oraz przedstawita budowe i klasyfikacje B-laktamaz, enzymow
odpowiedzialnych za hydrolize pierscienia B-laktamowego i tym samym inaktywacje B-laktamow.
Teoretyczny wstep konczy charakterystyka bakterii stanowigcych wazny problem kliniczny — bakterii
Staphyloccocus aureus opornych na meticyling (MRSA) oraz bakterii z rodzaju Enteroccocus opornych
na wankomycyne (VRE).

W mojej ocenie zaprezentowany przeglad literatury stanowi logiczng i spojna catos¢. Zostat
napisany przejrzyscie i zawiera wszystkie informacje niezbedne do interpretacji uzyskanych wynikow.

Przedstawione podstawy teoretyczne sg bardzo dobrym wprowadzeniem do celu pracy,
ktorym byta jakosciowa i iloSciowa analiza rezystomu $ciekéw pobieranych w sumie 8 razy (od marca
2015 r. do stycznia 2017 r.) z osadnika wstepnego, kanatu wylotowego i komory napowietrzania
Centralnej Oczyszczalni Sciekéw w Kozieglowach. W ramach pracy doktorskiej Autorka badata
czgstoS¢ wystepowania az 13 gendéw warunkujgcych oporno$é na antybiotyki PB-laktamowe
i karbapenemowe (blacrx.w, blGrem, blasyy, blaoxa.1 blaoxaas, blages, blacy, blayowm, blagec, blapua blacyy
ampC i mecA) oraz glikopeptyd wankomycyne (vanA) w genomach hodowalnej frakcji bakterii oraz
metagenomie $ciekdw. Ponadto, w genomach wybranych bakterii wykrywata geny trzech klas
integraz (intl1, intl2, intl3), a w metagenomie Sciekow okreslata czestos¢ wystepowania gendw
integrazy integrondw klasy 1, ktéra sposrédd trzech klas integronéw zaangazowanych w
rozprzestrzenianie ARGs, jest najczesciej identyfikowana u antybiotykoopornych bakterii. W
rozdziale ,cel pracy” Autorka skupita sie na rezystomie $ciekdéw, ale w pracy przedstawita (i
dyskutowata) réwniez wyniki dotyczace ogdlnej liczby bakterii heterotroficznych, bakterii grupy coli,
bakterii Staphyloccocus aureus i bakterii z rodzaju Enteroccoccus. Informacja o tych analizach tei
powinna by¢ w tym rozdziale zamieszczona.
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Doktorantka postawita kilka hipotez badawczych, ktére weryfikowata w logicznie zaplanowanych i
konsekwentnie realizowanych zadaniach badawczych obejmujgcych kolejno:
(1) izolacje i identyfikacje bakterii wytwarzajagcych B-laktamazy o poszerzonym spektrum
substratowym (ESBL, extended spectrum B-lactamase), karbapenemazy oraz szczepéw bakterii
z rodzaju Enterococcus opornych na wankomycyne i bakterii Staphylococcus aureus opornych na
metycyling (MRSA), (2) okreslenie wariantow gendw opornosci na antybiotyki u bakterii
hodowalnych, (3) wyznaczenie liczby kopii i czestosci wystepowania genéw opornoéci na antybiotyki
i integraz integrondw klasy | w metagenomie $cieku oraz (4) oznaczenie réznorodnosci genetycznej
w metagenomie $ciekéw na poszczegdlnych etapach ich oczyszczania. Biorgc pod uwage fakt,
ze nasza wiedza na temat zjawiska antybiotykoopornosci w $rodowisku naturalnym jest wciaz
niewielka, podjecie tej tematyki badawczej uwazam za bardzo uzasadnione.

Do realizacji postawionych celow pracy Pani mgr Nicoletta Makowska wykorzystata szereg
metod badawczych obejmujacych zardwno tradycyjne metody stosowane w mikrobiologii do oceny
liczebnosci bakterii, izolacji i hodowli mikroorganizméw, oznaczania wrazliwosci i opornosci bakterii
na antybiotyki, zdolnosci bakterii do wytwarzania B-laktamaz, jak i szereg metod biologii
molekularnej. Te ostatnie Doktorantka wykorzystywata do okreélenia polimorfizmu genetycznego
wyizolowanych szczepdéw bakterii (ERIC-PCR), wykrywania genéw integraz, detekcji gendw
kodujgcych opornos¢ na wankomycyne i meticyling, identyfikacji genéw kodujacych B-laktamazy,
cefalosporynazy i karbapenemazy oraz wariantéw badanych genéw (PCR). Z wykorzystaniem real-
time PCR (qPCR) Doktorantka oznaczyta liczbe kopii genu 16S rDNA oraz gendw opornoéci
na antybiotyki B-laktamowe i glikopeptydowe w metagenomowym DNA. Za bardzo wazne uwazam
analizy zréznicowania filogenetycznego bakterii w badanych éciekach przeprowadzone metoda
sekwencjonowania nowej generacji. Zastosowanie podejscia metagenomicznego przyniosto duzg
ilos¢ informacji, ktdre przedstawiono w syntetyczny sposéb. Doktorantka dobrze poradzita sobie
z przeprowadzeniem szeregu analiz bioinformatycznych obejmujacych ocene bioréznorodnosci
bakterii oraz analize podobieristwa genetycznego bakterii w prébkach pobranych na réznych etapach
oczyszczania Sciekow. Wszystkie przeprowadzone procedury zostaty doktadnie opisane

Biorgc pod uwage réznorodnosc i bardzo duzy zakres badah niezwykle wysoko oceniam
wysitek Doktorantki wtozony w realizacje zaplanowanych doswiadczer.

Szeroko zakrojone badania zaowocowaty duzg iloscig wynikéw, ktére Pani mgr Makowska
przedstawita w sumie na 93 stronach pracy, zestawiajac je w 27 tabelach i 46 rycinach. Wyniki
zaprezentowane sq w sposob czytelny i przejrzysty, zostaty one ponadto zanalizowane przy pomocy
odpowiednich metod statystycznych. Szkoda jednak, ze Doktorantka nie zaznaczyta bezposrednio
na wykresach przedstawiajgcych liczbe badanych bakterii, ktére z obserwowanych réznic sa
statystycznie istotne. Uwazam ponadto, ze analiza statystyczna wynikéw powinna by¢ zamieszczona
w odpowiednich rozdziatach (przy prezentowanych wynikach), a nie zebrana w oddzielny rozdziat.

Mam uwagg do tytutéw rycin 54 — 57. Przedstawione diagramy przedstawiajg procentowy
udziat okreslonych taksonéw bakterii w badanym zespole bakterii, a nie procentowg zawartosc liczby
odczytow sekwencji genéw 16S rRNA w metagenomie $ciekéw. Mozna tez powiedzie¢, ie
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przedstawiaja procentowg zawarto$¢ odczytow sekwencji 16S rRNA odpowiadajgcych okreslonym
taksonom.

Do najwazniejszych wynikow pracy doktorskiej mgr Nicoletty Makowskiej zaliczam:

1. udokumentowanie, ze antybiotykooporne, potencjalnie patogenne bakterie oraz ARGs dostajg
sie z oczyszczonymi $ciekami do wody powierzchniowej. Doktorantka wykazata, ze w scieku
oczyszczonym obecne sg bakterie, u ktorych zidentyfikowano gen blacryimas, warunkujacy
wytwarzanie ESBL i geny kilku karbapenemaz (blanowm, blacym blages blaoxa.s), @ takze entrokoki
oporne na wankomycyne i meticylinooporne bakterie S. aureus;

2. wykazanie, ze procesy selekcji i horyzontalnego transferu gendw zachodzace w trakcie
procesow oczyszczania prowadzg do zwiekszenia czestosci wystepowania antybiotykoopornych
bakterii i gendéw: blacrm, blarew, blages, blasyy, blagxass i mecA w Scieku oczyszczonym oraz
zwigkszenia czgstosci wystepowania integronow klasy | w rezystomie komory napowietrzania;

3. opisanie réznic w sktadzie taksonomicznym bakterii zasiedlajgcych Scieki pobrane na réznych
etapach ich oczyszczania oraz wykazanie zwiekszenia zréznicowania genetycznego bakterii
w Scieku oczyszczonym w poréwnaniu do $cieku surowego i komory napowietrzania.

Pani mgr Makowska uzyskata wiele interesujacych wynikdw, istotnych zaréwno z poznawczego,
jak i praktycznego punktu widzenia. Wyniki te wpisuja sie w swiatowq dyskusje nad koniecznoscia
opracowania skutecznych strategii eliminujgcych antybiotykooporne bakterie i geny opornosci
w procesach oczyszczania Sciekéw. Uwazam, ze badania losow ARGs powinny by¢ prowadzone
w ramach monitoringu $rodowisk wodnych, szczegdlnie rzek, do ktéorych odprowadzane sa
oczyszczone Scieki bedace rezerwuarem bakterii antybiotykoopornych i potencjalnie patogennych.

W kolejnym rozdziale ,Dyskusja” Pani mgr Nicoletta Makowska przeprowadzita dyskusje
uzyskanych wynikow wedtug postawionych sobie celdw. Dyskusja jest jednoczesnie rzeczowym
omowieniem wynikoéw i w kazdym punkcie jest odniesiona do wynikéw - czesto odmiennych -
uzyskanych przez innych badaczy. Rozdziat ten dokumentuje dojrzatos¢ naukowa doktorantki,
pokazuje ponadto, (jak rowniez przeglad literatury), ze Pani mgr Nicoletta Makowska bardzo
swobodnie porusza sie w $wiatowej literaturze dotyczacej obecnosci bakterii opornych na antybiotyki
w srodowisku oraz drog rozprzestrzenia ARGs i antybiotykoopornych bakterii.

Dyskutujac  zmiany zréznicowania taksonomicznego bakterii Doktorantka pisze,
ze zwigkszenie biordznorodnosci w $cieku oczyszczonym, w poréwnaniu do komory napowietrzania
i Scieku surowego, moze by¢ wynikiem tworzenia sie biofilméw. Tak moze by¢, ale jakie jeszcze inne
czynniki moga przyczynia¢ sie do zwiekszenie genetycznego zrdinicowania bakterii w $ciekach
oczyszczonych?

Prace koricza wnioski bedgce odzwierciedleniem w otrzymanych wynikach. Whnioski s3
poprawne i pokazujg zdolno$¢ Doktorantki do syntetycznego ujecia rezultatéw pracy. Mam jednak
uwage do wniosku nr 6 - jest zbyt ogolny, zawsze bowiem rezystom uzalezniony jest od sktadu
bakterii. Prosze o uscislenie tego wniosku.
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Doktorantka zebrata bardzo bogate pismiennictwo. W mojej ocenie w spisie tym znajdujg sie
wszystkie wazne publikacje dotyczace zakresu badan Doktorantki, ktére ukazaty sie w ciggu ostatnich
kilku lat. Zebrana literature umiejetnie wykorzystata.

Whniosek koricowy

Podsumowujgc stwierdzam, ze rozprawa pt.. ,Geny integraz i opornosci na antybiotyki
B-laktamowe i glikopeptydowe rezystomu $ciekéw miejskich” wykonana przez Panig mgr Nicolette
Makowska stanowi oryginalng prace naukowa i w pefni spetnia warunki wymagane dla dysertacji
doktorskich zawarte w Ustawie o Stopniach i Tytutach Naukowych z dnia 14 marca 2003 roku
z pozniejszymi zmianami. Doktorantka udowodnita, ze potrafi rozwiazywac problemy naukowe
i posiada teoretyczng wiedze w zakresie mikrobiologii i biotechnologii srodowiska. Pokazata, ze biegle
postuguje sig szerokim wachlarzem metod badawczych stosowanych w mikrobiologii i biologii
molekularnej oraz ma umiejgtnos¢ prezentowania, interpretacji i dyskusji wynikow. W zwigzku z tym
mam zaszczyt przedstawic Radzie Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu
wniosek o dopuszczenie mgr Nicoletty Makowskiej do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, biorgc pod uwage wysoka wartosé naukowa dysertacji, szeroki zakres badan,
staranne opracowanie rozprawy doktorskiej oraz ogrom pracy witozony w przeprowadzenie badan
i analize bioinformatyczng otrzymanych wynikéw wnioskuje o wyréznienie pracy stosowng nagroda.
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