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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr inz. Filipa Gamonia
pt.: “The influence of chosen antibiotics on the anammox process”

Podstawa opracowania

Podstawa do przygotowania niniejszej recenzji jest pismo prof. dr hab. inz. Andrzeja Rusina,
Przewodniczacego Rady Dyscypliny Inzynieria Srodowiska, Gornictwo i Energetyka Politechniki
Slaskiej. Przedmiotem recenzji jest rozprawa doktorska pana mgr inz. Filip Gamonia pt. ,,The influence
of chosen antibiotics on the anammox process”. Promotorem rozprawy jest dr hab. Aleksandra
Ziembinska-Buczynska, prof. PS, a promotorem pomocniczym: dr inz. Grzegorz Cema. Dysertacja
zostala zrealizowana w formie cyklu trzech jednotematycznych publikacji o sumarycznym
wspotczynniku oddziatywania (Impact Factor) rownym 29,274 i Yacznej ilosci punktéw MEIN — 400,
liczba cytowan wynosi 42 a wskaznik Hirscha (h-index) — 3.

Zasadnos$¢ podjetej tematyki badawczej

W ostatnich latach obserwuje si¢ zwickszone zainteresowanie zagrozeniami jakie niosg dla
mikroorganizmow  subinhibitorowe  st¢zenia  antybiotykow i  chemioterapeutykow  obecne
w $rodowiskach pozaszpitalnych. Doniesienia naukowe wskazuja, iz moga one negatywnie wplywac na
procesy metaboliczne mikroorganizméw, lub petni¢ role tzw. zwigzkdéw sygnatowych, powodujacych
ekspresje genow (niekoniecznie zwigzanych z docelowa funkcja antybiotykow), jak i intensyfikowaé
horyzontalny transfer determinant opornosci miedzy komorkami bakteryjnymi. Konsekwencjg tych
zjawisk moze by¢ m.in. ograniczenie biordznorodnosci konsorcjéw mikroorganizmow, inhibicja ich
aktywno$ci biochemicznej lub pojawianie si¢ nowych fenotypow o znaczeniu adaptacyjnym. W tym
konteks$cie analiza wpltywu zwigzkow antybakteryjnych na efektywnos$¢ procesow oczyszczania Sciekow,
zwlaszcza zalezno$ci pomiedzy ladunkiem zanieczyszczen, stosowanym uktadem technologicznym,
a strukturg zbiorowisk mikroorganizméw prowadzacych procesy biologiczne wydaje si¢ zasadna.
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Proces beztlenowego utleniania amoniaku (anammox, z ang. anaerobic ammonia oxidation) miedzy
innymi ze wzgledu na wysoka wydajnos¢ w usuwaniu azotu, niskie zuzycie energii, brak
zapotrzebowania na materi¢ organiczng 0Oraz ograniczong produkcje osadu stanowi obiecujaca
alternatywe dla ,,tradycyjnych” procesow nitryfikacji i denitryfikacji. Jednakze implementacja procesu
anammox nadal generuje wiele wyzwan. Jednym z nich jest powolne tempo wzrostu bakterii anammox
oraz konkurencyjny wzrost innych bakterii np. utleniajacych azotyny (NOB). Nie bez znaczenia jest
réwniez wrazliwo$¢ bakterii anammox na temperature, pH i sktad $ciekéw, w tym stosunek gtéwnych
substratow (np. azotu do wegla - N/C), obecnos¢ rozpuszczonego tlenu czy mikrozanieczyszczen, takich
jak antybiotyki, nanomateriaty, czy mikroplastiki.

Dane literaturowe podaja, ze obecnos¢ antybiotykéw moze negatywnie wpltywaé na proces anammox,
np. poprzez hamowanie syntezy biatek, aczkolwiek w niskich st¢zeniach bakterie anammox moga
uruchamia¢ mechanizmy obronne. Jednym z nich jest np. wzmozona Synteza polimerow
zewnatrzkomérkowych (EPS, z ang. extracellular polymeric substances), pozwalajaca na opo6znienie
penetracji antybiotykow do komorek bakteryjnych. Co wiecej, antybiotyki moga ulega¢ biodegradacji
w wyniku aktywno$¢ enzymatycznej bakterii wchodzacych w sktad konsorcjow anammox, np. bakterii
nitryfikacyjnych i heterotroficznych. Obecnos$¢ antybiotykow moze réwniez indukowaé mechanizmy
opornosci.

Wptyw mikrozanieczyszczen obecnych w $ciekach, w tym substancji przeciwbakteryjnych, na wydajnosé
procesdOw anammox jest zatem zagadnieniem istotnym pod wzgledem technologicznym. Do tej pory
jednak w wigkszosci prowadzonych prac badawczych stosowano stezenia antybiotykéw daleko wyzsze
niz rzeczywiscie stwierdzane w $ciekach. Ponadto badania prowadzono zazwyczaj w krotkim horyzoncie
czasowym, co ze wzgledu na powolne tempo wzrostu bakterii anammox nie pozwalato na uzyskanie
wiarygodnych wynikéw. Informacje na powyzsze tematy sa ponadto fragmentaryczne. Utrudnia to
wilasciwg interpretacj¢ wynikow oraz okreslenie rzeczywistego wplywu antybiotykéw, zaréwno na
wydajno$¢ jak i mechanizmy metaboliczne bakterii anammox.

W zwigzku z powyzszym tematyke badawcza podjeta w pracy doktorskiej przez pana mgr inz. Filipa
Gamonia uwazam za aktualng i w pelni uzasadniona, tak z poznawczego jak i potencjalnie aplikacyjnego
punktu widzenia.

Glownym celem naukowym dysertacji byla ocena wplywu oksytetracykliny, -ciprofloksacyny
i klarytromycyny na aktywno$¢ bakterii anammox. Zostat on osiagnicty poprzez realizacje nastepujacych
celow szczegotowych:

e analiza gatunkéw dominujgcych oraz genéw funkcjonalnych bakterii cyklu azotowego w odpowiedzi
na supresje antybiotykowa,

e okreslenie zmiany w liczebnosci gendw opornosci na antybiotyki stosowane w pracy,
e Dbadanie wptywu antybiotykéw na wydajnos¢ procesu anammox w dlugim horyzoncie czasowym,

e okreslenie zmiany struktury komoérek bakteryjnych pod wpltywem supresji antybiotykowej, w tym
badanie produkcji polimeréw zewnatrzkomorkowych (EPS),

e analiza zwigzku migdzy gatunkami dominujgcymi, genami funkcjonalnymi i genami opornosci na
antybiotyki wsrod konsorcjow bakteryjnych prowadzacych proces anammox.
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Krétka charakterystyka recenzowanej rozprawy doktorskiej

Opiniowana rozprawa doktorska zostata napisana w jezyku angielskim, zawiera streszczenia w jezyku
polskim i angielskim, a jej uktad jest nastepujacy:

e Rozdziat 1: Introduction, w ktérym doktorant syntetycznie zarysowuje problem i wprowadza
czytelnikow w zagadnienia zwigzane z rozprawa doktorska.

e Rozdziat 2: Thesis, aim, and scope of dissertation, w ktorym sformutowana zostaje hipoteza badawcza
i cele pracy.

e Rozdziat 3: Research Methodology, w ktorym w przejrzysty sposob opisano metodyki analityczne oraz
metodologi¢ przeprowadzania eksperymentow.

e Rozdziat 4: Results, w ktorym przedstawiono najwazniejsze wyniki badan.

e Rozdziat 5: Conclusion, w ktorym podsumowano najwazniejsze Wnioski z pracy.

e Rozdzial 6: Further research proposals, w ktorym Doktorant formuluje rekomendacje wynikajaca
z przeprowadzonych badan i obserwacji.

e Rozdziat 7: Articles constituting the basis of the dissertation, w ktérym zestawiono manuskrypty
wchodzace w sktad jednotematycznego cyklu publikacii.

¢ Rozdziat 8: Authors contribution statements, w ktorym wspotautorzy publikacji deklarujg swoj wkiad

W powstanie manuskryptow.

Ponadto w pracy zostaly zawarte: zestawienie literatury, figur i tabel, zestawienie uzytych skrotow oraz
liste¢ manuskryptow opublikowanych przez mgr inz. Filipa Gamonia w czasie trwania doktoratu, ale nie
bedacych czescia jego rozprawy doktorskiej.

Opiniowana rozprawa jest praca gtownie eksperymentalng. Zostala zrealizowana w formie cyklu trzech
jednotematycznych publikacji. Publikacje sg wspotautorskie. W kazdej z publikacji doktorant jest
pierwszym autorem, a oswiadczenia wspotautorow wyraznie wskazuja na jego wiodacy udziat w zaréwno
w prowadzeniu prac badawczych, jak w opracowaniu wynikow badan i w przygotowaniu manuskryptow.
Manuskrypt nr 1 to szczegdtowy przeglad literatury. Stanowi on wglad zaréwno w obecny stanu wiedzy
dot. trudnosci w implementacji procesu anammox ze wzgledu na jakos¢ $ciekow, jak i wskazuje na brak
danych w tym zakresie, ktore bytyby niezbedne, do stworzenia wiasciwych mechanizmoéw zaradczych. W
zwigzku z powyzszym Manuskrypt nr 1 byt niejako wskazoéwka, na podstawie ktorej wybrana zostata
tematyka badawcza oraz sformutowane cele pracy. Manuskrypt nr 2 i nr 3 stanowig natomiast glowny
trzon badawczy rozprawy doktorskiej. Nalezy podkresli¢c, ze ww. prace zostaly opublikowane
w czasopismach o wysokim wspélczynniku odzialywania.

W zwigzku z powyzszym rozprawa doktorska mgr inz. Filipa Gamonia, ze wzgledu na swoj charakter,
byta co do zasady recenzowana przez niezaleznych ekspertow na etapie procesu ubiegania si¢
o publikacje¢ wybranych manuskryptow. W dysertacji prace te zostaly skrotowo, ale bardzo przejrzyscie
opisane. Uktad pracy jest logiczny i spdjny, co odpowiada dobrym standardom przyjetym dla rozpraw
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i $wiadczy o dojrzatosci naukowej Doktoranta Na tej podstawie mozna byto stwierdzi¢, ze gltowny cel
pracy zostat osiggnigty.

Kwestie dyskusyjne i inne uwagi

Podczas lektury rozprawy doktorskiej mgr inz. Filipa Gamonia nasuneto mi si¢ kilka pytan, ktére moim
zdaniem wymagajace doprecyzowania. Przedstawiam je ponizej:

1. Aktywno$¢ procesdw anammox zalezy bezposrednio od ilo$ci biomasy bakterii prowadzacych
proces. Poniewaz zwiazki przeciwbakteryjne moga hamowaé¢ wzrostu bakterii anammox, chciatam
zapyta¢, czy analiza stabilnoSci biomasy byla prowadzona podczas trwania eksperymentow i czy
ewentualne zmiany byty brane pod uwage w okreslaniu efektywnosci procesu?

2. Jednym z glownych wyzwan podjetych w pracy byla analiza zewnatrzkomoérkowych polimerow
(EPS) pod katem ich roli w ochronie bakterii anammox przed stosowanymi w pracy antybiotykami.
Warunkiem koniecznym do odzyskania wiedzy i wlasciwiej identyfikacji bialek i polisacharydow
budujacych EPS jest ich wlasciwa ekstrakcja. Poniewaz nie ma znormalizowanych metod zar6wno
ekstrakcji jak i charakterystyki sktadu EPS, prosz¢ uzasadni¢ podjeta w pracy metodyke badawcza w
tym zakresie, opisac jej zalety i ograniczenia oraz porownywalno$¢ z innymi obecnie stosowanymi
metodami badawczymi.

3. Szybki rozwdj technologii sekwencjonowania otworzyl nowy wymiar w analizie réznorodnosci
biologicznej réznych nisz srodowiskowych. Podobnie jak w przypadku innych szybko rozwijajacych
si¢ metodologii, pojawia si¢ wiele pytan i watpliwosci. W manuskryptach nr 2 i 3, zastosowano
system MiSeq lllumina. Analizowane fragmenty genu 16S uznawane sa jednak za zbyt krotkie, aby
mozna je bylo dokladnie sklasyfikowa¢ na poziomie rodzaju/gatunku, jak to ma miejsce
w prezentowanych pracach. Proszg o komentarz w tej sprawie.

4. W pracy badawczej oceniano wplyw oksytetracykliny, ciprofloksacyny i klarytromycyny
na aktywno$¢ bakterii anammox. Prosze o informacj¢ dlaczego w pracy zostaty pominigte antybiotyki
betalaktamowe, ktore w Polsce jak i innych krajach europejskich sa najczgs$ciej stosowana grupa
antybiotykoéw, zaréwno w podstawowej opiece zdrowotnej jak i w sektorze szpitalnym (na podstawie:
,ZAntimicrobial consumption in the EU/EEA (ESAC-Net) Annual Epidemiological Report for 2021”).

5. Antybiotyki z grupy tetracyklin majg zdolnos¢ taczenia si¢ z jonami metali dwu- i tr6j wartosciowymi
(np. solami wapnia, zelaza, glinu i magnezu). Polaczenia takie sa bardzo trudno rozpuszczalne
w wodzie. W zwiazku z powyzszym, czy sprawdzano potencjalne interakcje antybiotykéw
wykorzystywanych w pracy doktorskiej z syntetycznymi $ciekami zasilajagcymi uktady anammox.
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Powyzsze pytania stanowig zaproszenie do dyskusji i nie umniejszajg warto$ci merytorycznej
przedstawionej mi do recenzji rozprawy doktorskiej. Pozostate, mniej istotne uwagi szczegotowe, zostaty
naniesione na tekst rozprawy i zostang przekazane Doktorantowi w bezposredniej rozmowie. Pragng
jednak zaznaczyé, iz praca jest napisana bardzo starannie, a ilo$¢ bledow nomenklaturowych,
stylistycznych i edytorskich jest niewielka.

Podsumowujac, moge stwierdzi¢, ze rozprawa doktorska pana mgr inz. Filipa Gamonia jest pracg na
wysokim poziomie merytorycznym. Nalezy podkreslié, ze zaplanowano i zrealizowano bardzo
rozbudowany program badawczy, a zagadnienia technologiczne polaczono z elementami rozbudowane;j
analizy mikrobiologicznej. To jest mocna strona rozprawy, pozwalajaca na holistyczne podejscie do
tematu.

Podsumowanie

Pan mgr inz. Filip Gamon zrealizowal przemys$lany program badan. Cato$ciowe i oryginalne ujecie
tematyki badawczej oraz wykorzystanie nowoczesnych metod analitycznych $wiadczy o bardzo
starannym merytorycznym przygotowaniu Doktoranta. Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska
potwierdza ponadto jego umiejetnosci W zakresie: przegladu literatury, planowania i przeprowadzenia
eksperymentalnych badan naukowych, wtasciwej analizy danych i poprawnego wnioskowania oraz
efektywnego publikowania w czasopismach naukowych o wysokim wspotczynniku wptywu (IF).

Rozprawa doktorska pana mgr inz. Filipa Gamonia speinia zatem wymagania wskazane w ustawie z dnia
3 lipca 2018 r. - Przepisy wprowadzajace ustawe¢ - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018
p0z.1669). W zwiazku z powyzszym Wnioskuje do Rady Dyscypliny Inzynieria Srodowiska, Gérnictwo
i Energetyka Politechniki Slaskiej o dopuszczenie mgr inz. Filipa Gamonia do publicznej obrony. Wnosze
roOwniez o wyrdznienia recenzowanej rozprawy, ze wzgledu na jej wysoka warto$¢ naukowa i poznawcza.

/m% ot rotreania
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