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Recenzja
pracy doktorskiej mgr inz. Filipa Gamonia pt. ,,The influence of chosen antibiotics on
the anammox process'" wykonanej w Katedrze Biotechnologii Srodowiskowej Wydzialu
Inzynierii Srodowiska i Energetyki Politechniki Slaskiej, pod opieka naukowg
dr hab. Aleksandry Ziembinskiej -Buczynskiej, prof. PS

1. Zasadnos¢ doboru tematyki

Odkrycie i wdrozenie $rodkéw przeciwdrobnoustrojowych jest uwazane za jedno
znajwazniejszych osiagnie¢ XX wicku, ktére, wraz z poprawa higieny i programéw szczepien,
zrewolucjonizowato zaréwno medycyne, jak i weterynarig. W Unii Europejskiej w 2021 r.
srednie catkowite spozycie (lacznie w $rodowisku szpitalnym i poza szpitalnym) lekow
przeciwbakteryjnych do stosowania ogolnoustrojowego wyniosto 16,4 DDD (zdefiniowane;j
dawki dziennej) na 1000 mieszkancéw dziennie. Zuzycie ogoélem w Polsce byto stosunkowo
wysokie (20,2 DDD na 1000 mieszkanicow dziennie), co skutkowato 6 miejscem wéréd krajow
europejskich.

Stosowanie antybiotykow w leczeniu powoduje »presje selekcyjna”, co skutkuje
wigkszymi mozliwosciami rozwoju bakteryjnej opornosci na srodki przeciwdrobnoustrojowe
(antimicrobial resistance - AMR), ktora jest definiowana jako wyraz ,.oporno$ci nabytej”
W populacji bakterii, pierwotnie wrazliwej na zwigzek przeciwdrobnoustrojowy.

Niezmetabolizowane przez ludzi i zwierzeta $rodki przeciwdrobnoustrojowe, produkty
ich transformacji, a takze bakterie lekooporne (antibiotic resistant bacteria — ARB) i geny
opornosci na antybiotyki (antibiotic resistance genes - ARGs) trafiaja do wszystkich

komponentéw srodowiska naturalnego, takich jak woda, gleba i powietrze. Wystgpowanie tych
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mikrozanieczyszczen stwierdza sig¢ takze w srodowiskach ksztattowanych antropogenicznie
takich jak scieki szpitalne, $cieki komunalne nieoczyszczone i oczyszezone, osady sciekowe,
gleby nawozone nawozami pochodzenia zwierzecego, a nawet w roslinach, ktére na takich
glebach sg uprawiane.

Obecnoéé¢ antybiotykéw w $ciekach komunalnych i osadach $ciekowych moze
powodowaé zahamowanie biologicznych procesow ich oczyszczania/przetwarzania.
Szczegolnie wrazliwe na ich obecnos¢ moga by¢ bakterie nitryfikacyjne i denitryfikacyjne,
drobnoustroje przeprowadzajace proces anammox czy (ez wytwarzajace biogaz podczas
fermentacji metanowej. O ile wptyw antybiotykow na standardowe procesy usuwania azotu ze
$ciekow sa dos¢ dobrze opisane w literaturze naukowej, o tyle w przypadku procesu anammox,

odkrytego stosunkowo niedawno, dane te sa weiaz fragmentaryczne i wymagaja uzupelnienia.

To wszystko potwierdza aktualno$¢ i trafno$¢ wyboru tematyki rozprawy
doktorskiej przez Pana mgr inz. Filipa Gamonia i jego promotora Panig dr hab.
Aleksandre Ziembinska-Buczynska, prof. PS. Przedstawiona do oceny praca prezentuje
wyniki badan, ktérych celem byla analiza wplywu trzech antybiotykow (oksytetracykliny,
ciprofloksacyny i klarytromycyny) na: (I) aktywno$¢ bakterii anammox, (II) odpowiedz
systemu anammox. Tematyka badawcza jest bardzo interesujaca i wnosi nowe informacje

do biotechnologii srodowiskowej i inZynierii Srodowiska.

2. Charakterystyka pracy

Pan mgr inz. Filip Gamon jako rozprawg doktorska przedstawil jednotematyczny cykl
publikacji pt. The influence of chosen antibiotics on anammox proces. Rozprawe napisano w
jezyku angielskim. Sklada si¢ ona z wykazu publikacji sktadajacych si¢ na dysertacje,
streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wstepu, celu pracy. metodyki, przedstawienia
wynikéw, podsumowania, propozycji dalszych badan naukowych, wykazu pismiennictwa oraz
kopii trzech artykutow, w ktorych przedstawiono wyniki wraz z materialami uzupelniajacymi.
Do publikacji dotaczono oéwiadczenia wspotautorow. Na koncu  Doktorant zestawil
publikacje, niewchodzace w zakres rozprawy, ktorych takze jest wspotautorem. Uklad
rozprawy doktorskiej jest prawidlowy, zawiera ona wszystkie elementy niezbedne do jej

oceny.
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Na cykl publikacji skladajg si¢ trzy prace opublikowane w renomowanych
czasopismach wyréznionych przez Jounal Citation Reports posiadajacych IF:

1. Gamon, F., Cema, G., Ziembinska-Buczynska, A., 2022. The influence of antibiotics on the
anammox process — a review. Environmental Science and Pollution Research, 2022, 29(6),
pp. 80748090 (IF 5,190; 100 pkt. MEiN).

2. Gamon, F., Banach-Wi$niewska, A., Kaur, I.J., Cema, G., Ziembinska-Buczynska, A. 2022.
Microbial response of the anammox process to trace antibiotic concentration. Journal of
Water Process Engineering, 46: 102607 (IF 7,340; 100 pkt. MEiN).

3. Gamon, F., Banach-Wisniewska, A.. Poprawa, 1., Cema, G., Ziembinska-Buczynska, A.,
2022. Insight into the microbial and genetic response of anammox biomass to broad range
concentrations of different antibiotics: Linking performance and mechanism. Chemical
Engineering Journal, 451: 138546 (IF 16,744;, 200 pkt. MEiN).

Na podkreslenie zasluguje fakt opublikowania przez Doktoranta wszystkich artykulow
w czasopismach o bardzo wysokiej randze.

Wszystkie publikacje sa wspolautorskie, co jest typowe dla kompleksowych prac
badawczych. Do rozprawy zostaty dolaczone o$wiadczenia wspotautoréow  publikacji.
Udostepniono czytelnikom zaréwno podziat procentowy wkladow poszcezegolnych autorow jak
1 szczegolowy zakres prac Doktoranta i pozostatych wspdlautorow, stanowiacy ich wklad w
powstanie manuskryptow. Doktorant jest pierwszym autorem wszystkich trzech artykutéw
wchodzacych w skfad rozprawy oraz uczestniczyl w najwazniejszych etapach tworzenia
artykutéw naukowych jak: formutowanie koncepcji pracy, przechowywanie danych, analizy
formalne, analizy eksperymentalne, wizualizacja i walidacja danych, pisanie pierwotnej wersji
manuskryptu. Wktad procentowy Doktoranta w powstanie tych artykutow wynosi od 60 do
80%.

L.aczna wartosé Impact Factor artykulow opublikowanych w ramach osiagnigcia
naukowego Doktoranta to 29,274, a sumaryczna ilo§¢ punktéw MNIiSW, zgodnie z rokiem
opublikowania wynosi 400. Laczna warto$¢ Impact Factor artykuléw opublikowanych w
ramach osiggni¢cia naukowego Doktoranta po podziale zgodnie z deklarowanym
udzialem wspélautoréw to 18,817, a sumaryczna iloé punktéow MNiISW 260. Artykuly

Doktoranta wchodzace w sklad rozprawy doktorskiej byly cytowane dwudziestokrotnie i
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dwunastokrotnie odpowiednio w oparciu o bazy Scopus i Web of Science Core Collection.
Tak liczne cytowania artykuléow Doktoranta $wiadeza o duzym zainteresowaniu
badaniami mlodego naukowca, zwlaszcza biorac pod uwage fakt, ze wszystkie artykuly
zostaly opublikowane w roku 2022.

Badania eksperymentalne dotyczace wplywu antybiotykéw na proces anammox poprzedza
szczegdlowa analiza literatury, ktora ujawnita kierunki, w ktérych obecnie dostepna wiedza z
zakresu dzialania antybiotykoéw na proces anammox byta ograniczona. Wyniki tej
wyczerpujacej analizy dostepnej literatury naukowej zostaly opublikowane w publikacji
oznaczonej powyzej numerem 1.

Badania opublikowane w artykulach oznaczonych numerem 2 i 3 dotyczg luk w
istniejacej wiedzy wskazanych we wczesniejszym artykule. W artykulach nr 2 i 3
Doktorant opisal odpowiednio wplyw niskiej koncentracji antybiotykéw oraz rosnacych
stezen antybiotykéw na proces anammox, zaréwno w krétko- jak i dlugoterminowych
eksperymentach. Do opisu procesu anammox Pan mgr inz. Filip Gamon wykorzystal szereg
metod badawczych obejmujacych analizg parametrow fizyko-chemicznych, badanie genow
funkcjonalnych procesu anammox, genow lekoopornosci oraz integrazy metoda ilosciowe;j
reakcji PCR, analize zmian w spoleczno$ciach bakteryjnych oparta na sekwencjonowaniu genu
16S rRNA, produkcje zewngtrzkomérkowych substancji polimerowych oraz polisacharydow
i bialek za pomocg zmodyfikowanych metod Lowry’ego i Anthrone’a. W badaniach
wykorzystano takze metody mikroskopowe.

Zastosowane metody badan pozwolily Doktorantowi na osiggniecie
zaplanowanych celow dysertacji. Pan mgr inz. Filip Gamon udowodnil, iz antybiotyki w
niskich stezeniach, zblizonych do stezen wystepujacych w $rodowisku, nie wplywaja na
efektywnos¢ procesu anammox, z kolei wysokie stgzenia badanych lekow silnie obnizaja jego
efektywnos¢. Obecnos¢ lekow w poddanych procesowi anammox $ciekach, niezaleznie od
stezenia, wplywala tez na zmiany w strukturze bakterii oraz rozprzestrzenianie niewrazliwosci

na leki.
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4. Ocena rozprawy

Podjety przez Doktoranta problem badawczy jest istotny i aktualny. W poréwnaniu do
klasycznych metod usuwania azotu opartych na nitryfikacji i denitryfikacji, anammmox jest
znany jako innowacyjna i ekonomiczna metoda usuwania tego pierwiastka ze $ciekéw. Bakterie
przeprowadzajace proces anammox moga by¢ wrazliwe na toksyczny wplyw obecnosci
antybiotykow w oczyszczanych $ciekach, co moze prowadzi¢ do zahamowania ich wzrostu a
tym samym efektywnosci samego procesu. Ponadto obecno$é¢ lekow moze prowadzi¢ do
propagacji zjawiska lekoopornosci wsrod bakterii. Biorge pod uwage powyzsze, podjety
przez Doktoranta temat uwazam za niezwykle wazny zaréwno ze wzgledu na mozliwy
wplyw na efektywnos$¢ procesu jak i potencjalne zagrozenie zdrowia i zycia ludzi.

Na podkreslenie zastuguje dobrze opanowany przez Doktoranta warsztat badawczy
obejmujacy zaréwno podstawowe techniki badania parametrow fizyko-chemiczych jak i
zaawansowane metody mikrobiologii molekularnej takie jak ilo$ciowa reakcja PCR czy
sekwencjonowanie. Zakres eksperymentow zostat zaplanowany prawidlowo, odpowiednio do
celow dysertacji. Pod wzglgdem merytorycznym praca nie budzi zastrzezen. Wyniki badan
zostaly opublikowane w renomowanych, bardzo wysoko punktowanych czasopismach
posiadajacych Impact Factor. Ich lektura pokazuje, iz zbior prac jest spdjny tematycznie.
Doktorant wlasciwie interpretuje wyniki badan oraz sprawnie porusza si¢ w literaturze
tematu wlasciwie rozwigzujac problemy badawcze i wyciaga jac z nich logiczne wnioski.

Do najwazniejszych osiagnig¢ mgr inz. Filipa Gamonia, poza osiagnigciem celow
postawionych w pracy, zaliczam

1. wniosek o braku wptywu $rodowiskowych stezen antybiotykow na efektywno$é
procesu anammox,

2. wklad w poznanie zmian w skladzie zbiorowisk bakterii anammox zachodzacych
pod wplywem obecnosci lekow,

3. komplementarno$¢ wszystkich prac wchodzacych w zakres pracy doktorskiej,
tworzacych chronologiczng calo$é z rozwojem zakresu badan, ich szczegbdltowosci
oraz waznosci.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska w postaci zbioru trzech artykutow

podlegata juz krytycznej ocenie przez recenzentéw zgodnie z wymogami wydawniczymi
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czasopism, pozwole sobie jednak zamiesci¢ kilka pytan i komentarzy, ktore, mam nadzieje,

przyczynig si¢ do dyskusji na obronie dysertacji:

1. Do substancji inhibitujacych procesy biologiczne takie jak anmmox, oprocz
antybiotykow, naleza takze metale cigzkie. Ponadto, geny opornosci na metale
ciezkie sa czesto kodowane na tych samych elementach mobilnych co antybiotyki.
W dysertacji podkreslono role zewnetrzkomérkowych substancji polimerowych w
ochronie komorek bakteryjnych przed antybiotykami. Czy EPS moze pelni¢ rolg

ochronng rowniez w przypadku dziatania metali cigzkich?

2. Prace eksperymentalne wykonane na rzecz ocenianej rozprawy doktorskiej

dotyczyly wplywu pojedynczych antybiotykow na efektownos¢ procesu anammox,
jednak scieki poddawane oczyszczaniu nie zawieraja jednego antybiotyku a raczej
mieszanine najczesciej uzywanych w danym kraju antybiotykow. Bazujac na tej
szeroko rozpowszechnionej wiedzy prosze o odpowiedz na pytanie dlaczego w
takim razie Doktorant nie badal wplywu mieszaniny wybranych antybiotykow?
Ponadto, dlaczego do badan nie wigczono beta-laktamoéw, ktdre sa najczesciej
uzywanymi antybiotykami na s$wiecie zrowno w medycynie ludzkiej jak i

weterynarii?

Po przeczytaniu artykulow wchodzacych w sktad dysertacji nasuwaja mi si¢ pewne krytyczne

uwagi,

ktore, cho¢ nie moga juz wplyna¢ na ksztatt opublikowanych artykulow, to by¢ moze

pomoga Doktorantowi przy pisaniu kolejnych prac naukowych:
Publikacja 1

1. W artykule pojawiaja si¢ czesto skroty myslowe, ktérych nalezy unika¢ np. jeden z
podrozdziatow nosi tytut ,,Mechanism of anammox bacteria inhibition by antibiotics™
W tytule jest mowa o inhibicji ale nie wiadomo czego ta inhibicja dotyczy. Wzrostu
bakterii anmmox? Ich efektywnosei?

2. Szkoda, ze w podrozdziale podsumowujacym zmiany w spoleczno$ciach bakteryjnych
zachodzace pod wplywem antybiotykow nie poréwnano skladu zmienionych
spotecznosci  bakterii anammox do sktadu spolecznosci bakterii anammox
niepoddanych wptywowi natybiotykow.

Publikacja 2
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1. Jako powdd wyboru oxtetracykliny, ciprofloksacyny i klarytromycyny do badan podano
ich wysoka konsumpcje w leczeniu ludzi oraz dodawanie tych lekéw jako promotorow
wzrostu do paszy dla zwierzat. W krajach czlonkowskich Unii Europejskiej nie wolno
stosowac antybiotykow jako promotoréw wzrostu zwierzat juz od roku 2004, i takie
informacje nalezy wzigé pod uwage.

2. Jakiego rodzaju $cieki zastosowano w eksperymencie? Czy byly to $cieki syntetyczne
czy tez komunalne? Brak jest tej informacji w artykule, co znaczgco wplywa na
mozliwos¢ dalszego wykorzystania uzyskanych wynikéw.

3. Brak opisu metody zastosowanej do izolacji DNA. Ta cze$¢ metody zostala catkowicie
pomini¢ta w artykule. Ponadto nie wiadomo, z jakich prébek wyizolowano DNA do
dalszych badan.

4. W rozdziale 2.4 brak jest informacji, ze analizg ilosciowag PCR wykonywano réwniez
dla genu kodujacego integraze cho¢ w sekciji rezultatow opisano jej wyniki.

5. Zastosowano mylne nazewnictwo — gen in/l1 nie jest genem funkcjonalnym bakterii
anammox a systemem genetycznym pozwalajacym bakteriom nabywag geny opornosci
na antybiotyki. Ponadto startery uzyte w reakcji PCR nie koduja genéw lekoopornosci.
a jedynie krotkie fragmenty umozliwiajace ich amplifikacje.

6. Jaka metode zastosowano do filtracji uzyskanych po sekwencjonowaniu OTU w
kierunku bakterii anammox?

7. Figury S1, S2 i S3 nie zostaly ani zacytowane ani opisane w tekscie manuskryptu,

Publikacja 2 i 3

1. Dobrym zwyczajem jest zdeponowanie uzyskanych sekwencji w odpowiednich bazach
danych. Brak umieszczenia tych informacji w prezentowanych pracach.

2. Autorzy opisuja wyniki relatywnej koncentracji badanych genow. Szkoda, ze w
materiatach dodatkowych do artykuléw nie pojawiaja sie dane ich absolutnej
koncentracji. Takie dane ufatwiajg innym autorom poréwnania wynikoéw badan.

3. Szkodaréwniez, Ze nie zastosowano, zadnej metody statystycznej do poréwnania ilodci
kopii genéw funkcjonalnych, ARGs i inll probkach, pomimo, ze w tekscie
manuskryptu postugiwano sie zwrotem sistotnego spadku/wzrostu”. Do oceny czy
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wzrost ten w rzeczywistosci jest istotny potrzebne jest zastosowanie metod

statystycznych.

3. Whiosek koncowy
Pomimo tych niedociggnie¢ oceniam przedlozona mi dysertacjg wysoko. Podsumowujgc moja
opini¢ stwierdzam, ze rozprawa Pana mgr inz. Filipa Gamonia pt. .,The influence of chosen
antibiotics on the anammox process" przedstawiona w postaci jednotematycznego cyklu
artykutéw naukowych stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego w dyscyplinie
inzynieria $rodowiska, gdrnictwo i energetyka i wskazuje na wysoki poziom wiedzy
Kandydata a takze na umiejgtnosc samodzielnego prowadzenia przez Niego prac naukowych.
Przedstawiona do oceny dysertacja spelnia wszystkie wymagania stawiane rozprawom
doktorskim okreglone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo 0 szkolnictwie wyzszym
i nauce (tekst jednolity: Dz. U. z 2022 r. poz. 574 ze zm.). Wobec tego przedkladam Radzie
Dyscypliny Inzynieria srodowiska, Gérmictwo i Energetyka Politechniki Slaskiej wniosek o
przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pana mgr inz. Filipa Gamonia do publicznej obrony pracy

doktorskiej.

Ho L,L,\yr ﬂ U*”:ﬁ"'

Olsztyn 01.06.2023 r. prof. dr hab. inz. Monika Harnisz
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