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RECENZJA

rozprawy doktorskiej
mgr Grzegorza Siedlewicza
pt. ,,Pozostalosci antybiotykéw w osadach dennych potudniowego Battyku-stezenia i wptyw
na bakteriocenoze”

Podstawa opracowania

Recenzj¢ opracowano na wniosek Rady Naukowej Instytutu Oceanologii Polskiej
Akademii Nauk w Sopocie i pisma NK/403/14 z dnia 26.02.2014 podpisanego przez z-c¢
Dyrektora ds. Naukowych dr hab. Kseni¢ Pazdro prof. nadzw. 10 PAN.

Przedmiotem recenzji jest rozprawa doktorska wykonana w Zakladzie Chemii i
Biochemii Morza Instytutu Oceanologii PAN w Sopocie. Promotorem rozprawy jest dr hab.
Ksenia Pazdro prof. nadzw. 10 PAN.

Rozprawa sktada si¢ z pigciu podstawowych rozdzialéw, podsumowania i wnioskow
w J. polskim 1 w j. angielskim oraz spisu literatury. Praca facznie obejmuje 178 stron, w tym
12 strony zawierajace wykaz cytowanej literatury, 27 rysunkéw i 23 tabele. Spis literatury
sktada si¢ z 235 pozycji, gtéwnie anglojezycznych.

W rozdziale pierwszym (Wstgp 1 cel badan oraz zakres prac) Doktorant krétko
naswietlit problematyk¢ wystgpowania pozostatosci antybiotykéw w  Srodowisku
przyrodniczym jako skutkéw aktywno$ci czlowieka oraz przedstawit cel i zakres prac
badawczych. W rozdziale drugim (Czgs¢ teoretyczna) oméwit charakterystyke badanych
zwiazkéw, ich zrédia i los srodowiskowy oraz charakterystykg potudniowego Battyku i
bakteriocenozy osadéw dennych, a takze metodyke oznaczania pozostatosci antybiotykéw w
prébkach srodowiskowych.

Zasadnicza czg$¢ badan zostala przedstawiona w rozdziatach od 3 do 6 (Czgs$¢ doswiadczalna,
Wyniki, Dyskusja oraz Podsumowanie i wnioski).

Rozprawa jest napisana jasno, poprawnym je¢zykiem, starannie zredagowana oraz
umiejetnie zilustrowana rysunkami i1 zestawieniami tabelarycznymi prezentujacymi wyniki
badan.

Problematyka i ocena rozprawy

Problematyka powszechnego wystgpowania pozostato$ci antybiotykéw w licznych
elementach $rodowiska przyrodniczego jest bardzo aktualna. Doktorant w rozprawie
skoncentrowat si¢ na stabo rozpoznanym pod tym wzgledem obszarze - osadach dennych
potudniowego Baltyku.

Zasadniczym celem rozprawy jest cyt.:

~Weryfikacja hipotezy o naraZeniu osadow potudniowego Battyku i bytujqcych w nich
mikroorganizmow na obecnos¢ zanieczyszczen z grupy antybiotykow”.



Doktorant do prac badawczych wytypowat antybiotyki nalezace do sulfonamidéw,
chinolondéw, tetracyklin oraz trimetoprim.
Sformutowal szczegétowe cele rozprawy w ktérych skoncentrowat si¢ na:
® optymalizacji procedur izolacji i badaniu wystepowania wybranych antybiotykow,
® badaniu wptywu czynnikow srodowiskowych i cech fizycznochemicznych wybranych
antybiotykow na zawartos¢ ich pozostatosci w osadach,
® na okresleniu wptywu oznaczonych pozostatosci antybiotykow na bakterie osadow
dennych.

W celu zrealizowania zalozonego celu badan przeprowadzit szeroki zakres prac
badawczych.

Materiat do badan stanowity prébki powierzchniowych warstw osadéw dennych
1 wody przydennej z rejonu potudniowego Baltyku pobierane w latach 2010-2013 podczas
rejséw badawczych statku r/v Oceania i w 2011 r. w trakcie rejsu jachtem TASK. Lokalizacja
punktéw pomiarowych zostata szcze gétowo przedstawiona na Rys. 6 i w Tabl. 9.

Sposéb pobierania probek nie budzi watpliwosci.

Doktorant wykonal oznaczenia wybranych fizycznochemicznych parametréw prébek
wod (temperatura, pH, zasolenie, st¢zenie weggla rozpuszczonego), osadéw (wilgotnosc,
uziarnienie, zawartosci materii organicznej 1 wegla organicznego) 1 wod porowych (stg¢zenie
wegla organicznego) oraz okreslit zdolnos$¢ sorpcyjna probek osadéw w stosunku do
wytypowanych antybiotykéw (réwnowagowe wspotczynniki sorpcji i1 izotermy sorpcji,
pseudo-wspotczynnik podziatu osad/woda).

Obszerna czg$¢ rozprawy, poswigcit metodyce oznaczania pozostalosci antybiotykow
z grupy tetracyklin, sulfonamidéw, chinolonéw oraz trimetoprimu w osadach morskich,
walidacji zastosowanych procedur analitycznych oraz badaniu sorpcji antybiotykéw do
osadow. W tej czgsci rozprawy szczegolowo przedstawil procedurg oznaczania pozostalosci
antybiotykéw w osadach morskich w tym: izolacj¢ i wzbogacanie tetracyklin, izolacjg i
wzbogacanie sulfonamidéw, chinolonéw oraz trimetoprimu oraz izolacje i wzbogacanie
sulfonamidéw, chinolonéw oraz trimetoprimu z probek wody przydennej, a ponadto
oznaczanie pozostalosci antybiotykéw z zastosowaniem techniki LC-MS/MS 1 walidacjg
zastosowanych procedur analitycznych.

Ocena merytoryczna metodyki oznaczania antybiotykéw nie wchodzi zakres prezentowanej
recenzji.

Nastgpnie przeprowadzit laboratoryjne badania mikrobiologiczne nad wptywem
oznaczonych pozostalo$ci antybiotykdw na wzrost bakterii wyizolowanych z osadéw
dennych. Z trzech probek osadu dennego wyizolowal po dwa szczepy bakteryjne (acznie 6
szczepdw), ktére poddat identyfikacji na podstawie sekwencji genu 16S rDNA.

Zbadal wplyw pozostalosci antybiotykéw na ogdlng liczbg bakterii oraz na liczbg bakterii
zywych (z aktywna blona biologiczng) zawartych w wytypowanych prébkach osadow.

Zasadnicza czg$¢ wynikéw rozprawy (rozdz. 4.3) koncentruje si¢ nad badaniem
stgzen pozostalosci antybiotykéw w: powierzchniowych prébkach osadéw dennych (0-5 cm)
(facznie 62 probki), rdzeniu z rejonu Gigbi Gdanskiej (jeden rdzen) i w prébkach wody
przydennej (21 probek). Przedstawiono w niej stgzenia 14 badanych pozostatosci
antybiotykéw nalezacych do grupy sulfonamidéw (sulfatiazol, sulfapirydyna, sulfamerazyna,
sulfametazyna, sulfametiazol, sulfachloropirydazyna, sulfametoksazol, sulfisoksazol,
sulfadimetoksyna), 2 z grupy chinolonéw (kwasu oksolinowy, enrofloksacyna), 2 z grupy
tetracyklin (tetracyklina i oksytetracyklina) oraz trimetoprimu.

Tego typu oznaczenia zostaly przeprowadzone po raz pierwszy dla osadow dennych
potudniowego Battyku.
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Doktorant wykazatl, iz 89% prébek osadéw dennych potudniowego Baltyku zawieralo (ze
zréznicowang czgstotliwoscia) przynajmniej jedna z czternastu badanych substancji, przy
czym najwyzsze ich stezenia najczesciej notowano w osadach mulistych bogatych w
substancje organiczne.

Wsréd sulfonamidéow do najczgsciej wykrywanych nalezaly dwa: sulfametoksazol i
sulfachloropirydazyna, ktére wystgpowaly odpowiednio w 58% i 32% analizowanych prébek
osadéw dennych.

Druga, najczgsciej wykrywana substancja byl trimetoprim, ktérego obecnos¢ stwierdzit w
45% badanych probek, a jego najwyzsze stgzenia zanotowal w probce osadu mulistego z dna
o charakterze transportowym.

Tetracykling oznaczyt w 17 % prébek osadéw dennych (tylko w r. 1012), a oksytetracykling
w 48% badanych probek w stgzeniach, przy czym najwyzsze st¢zenia wystgpowaly w osadzie
mulistym o charakterze akumulacyjnym.

Z kolei pozostalosci antybiotykow nalezacych do grupy chinolonéw wykryt tylko w 3%
probek osadéw dennych.

Charakterystyczne przestrzenne i czasowe zréznicowanie stgzen badanych zwigzkow
Autor ttumaczy zmiennym fadunkiem zanieczyszczen docierajacych do wéd przybrzeznych
oraz stopniem ich rozprzestrzenienia, a ktory jest wypadkowa procesow sorpcji, transportu i
rozktadu, a takze sktadu granulometrycznego osadéw dennych.

W dobrze zaplanowanym programie prac badawczych Doktorant poszukuje gléwnych
zrédet pozostalosci antybiotykéw w osadach dennych.

Na podstawie rozktadu pozostalosci antybiotykéw w osadach dennych Zatoki Gdanskiej i
Zatoki Puckiej wnioskuje, iz w pierwszym przypadku gidwnymi Zzrédtami sa: wody Wisly i
odptywy z oczyszczalni ,,Wsch6d” w Gdansku, a w drugim odptyw z oczyszczalni
,Debogorze” w Gdyni, ktére wprowadzaja je w sposob ciagly.

Ponadto, na podstawie wynikéw badan osadéw dennych w punktach kontrolnych potozonych
w rejonach ujs¢ rzek wzdhuz wybrzeza Polski: Leby, Stupi, Wieprzy i Parsgty w ktérych
wykazal obecnos¢ badanych pozostatosci antybiotykow potwierdzit hipotezg, iz w/w rzeki sa
ich znaczacym zrédiem.

Waznym wnioskiem, wynikajacym z przeprowadzonych badan jest stwierdzenie o nie
wystgpowaniu kumulacji pozostatosci antybiotykéw w osadach dennych w rejonie Glgbi
Gdanskiej, w odroznieniu od wykazanej w licznych pracach kumulacji wigkszosci
antropogenicznych, gtéwnie hydrofobowych zanieczyszczen organicznych i metali cigzkich.

Doktorant badajac czynniki decydujace o rozprzestrzenianiu pozostatosci
antybiotykéw w srodowisku Potudniowego Battyku duza uwage poswigcit procesom sorpciji
oraz warunkom srodowiskowym.

Zbadat wartos¢ pseudo-wspétczynnika podzialu osad/woda i wykazat potencjalna sorpcje
pozostatosci sulfonamidéw i tetracyklin do osadéw battyckich. Na podstawie wyznaczonych
wartosci wspotczynnikow korelacji liniowych Pearsona okreslit:

- statystycznie istotne silne zaleznoSci pomigdzy st¢zeniami sulfachloropirydazyny,
oksytertracykliny i trimetoprimu a zawartoscia wegla organicznego, materii organicznej oraz
zawartosci frakcji osadu <0,063 mm,

- ujemna korelacj¢ stgzen trimetoprimu, sulfachloropirydazyny i oksytetracykliny z
natlenieniem wody przydennej,

- ujemna zaleznos¢ stgzen tetracykliny 1 oksytetracykliny od zasolenia.

Nastgpnie dokonal oceny ryzyka ekotoksykologicznego zidentyfikowanych
pozostatosci antybiotykéw (Rozdz.5.3). Na podstawie wartosci ilorazu MEC/PNEC,qy
stwierdzil, iz w okre$lonych lokalizacjach st¢zenia sulfametoksazolu moga stwarza¢ wysokie
zagrozenie dla prawidlowego funkcjonowania ekosystemu wod Baltyku, kwas oksolinowy



srednie, a trimetprim i sulfametazyna niskie, przy czym zastrzega, iz sa to wyniki
wymagajace potwierdzenia w dalszych pracach badawczych.

W Rozdziale 5.4 Autor zinterpretowat wyniki swoich badan laboratoryjnych nad
wpltywem pozostalosci badanych antybiotykéw na bakteriocenoze¢ potudniowego Battyku.
Stwierdzil, 1z jedynie tetracyklina hamowala wzrost wigkszoSci badanych szczepow
bakteryjnych wyizolowanych z osadéw baltyckich, a silniejsze dzialanie niz pojedyncze
antybiotyki miaty ich mieszaniny.

Uzyskane przez Doktoranta wyniki mozna uzna¢ za wstgpne, gdyz zastosowana metodyka
badan (Rozdz.3.13. 1.4) jest dyskusyjna.

Badania w tym zakresie przeprowadzil na 7 szczepach bakterii: Pseudomonas fluorescens,
Ps. guineae, Ps. baetica, Bacillus barbaricus, B. niacini, Microbacterium oxydans i
Shewanella denitrificans wyizolowanych z osadéw dennych.

Nalezy zwroci¢ uwagg, iz procedura badania oddziatywania antybiotykéw na bakterie byta
prowadzona w calkowicie odmiennych warunkach, niz w srodowisku osadéw dennych (brak
osadow, wyzsza temperatura, wyzsze natlenienie, krotki czas kontaktu).

Nasuwaja si¢ nastgpujace pytania:

e czy okreslono temperatury kardynalne badanych szczepow,

e dlaczego badania nad wptywem dwoch stgzen antybiotykéw (0,5 mg/ml 1 0,5 pg/ml)
na wzrost szczepow bakteryjnych na ptynnej pozywce prowadzono w temperaturze
30°C przez 6h (w rozprawie nie podano zrédla zastosowanej metody badan),

® jak proces sorpcji antybiotykow w osadach dennych wptywal na ich toksyczno$¢ w
stosunku do bakterii.

W dalszej czgséci Rozdzialu 5.4 Doktorant zinterpretowal wyniki badan dotyczacych
ogolnej liczby bakterii (OLB) 1 liczby zywych komdrek bakterii (z aktywna blona
komérkowa) w §wiezo pobranych prébkach osadu dennego i po 3 tygodniowej inkubacji w
temperaturze 4°C oraz analogiczne badania prébek osadu do ktérych wprowadzit
wytypowane antybiotyki oraz ich mieszaniny.

Na podstawie uzyskanych wynikow Autor wprawdzie ocenil, iz bakterie wystgpujace w
prébkach osadéw powoli przystosowywaly si¢ do mieszaniny antybiotykéw, to zaznacza , iz
uzyskane wyniki sa obarczone pewnym bi¢dem zwigzanym z niska precyzja mikroskopii
epifluorescencyjnej z zastosowaniem barwnika fluorescencyjnego DAPI przy oznaczaniu
liczby bakterii w osadach mulistych Baltyku.

Probke osadu wykorzystana w omawianych badaniach pobrano na glgbokosci 75 m, z
powierzchniowej warstwy osadu dennego (temp. 4,8-6,9 °C, 5,5-6,9 mg 0,/dm”). Wydobycie
probki na powierzchni¢ 1 trzytygodniowa inkubacja (bez dodatku antybiotykéw), z
trzykrotnym dziennym mieszaniem oraz co tygodniowym pobieraniem wymieszanej
subprobki spowodowaly zmian¢ warunkéw redoksowych i wptyngly na warunki wzrostu
obecnych w niej bakterii. Tym mozna thumaczy¢ zaobserwowany poczatkowo (po 1 tygodniu
inkubacji osadu kontrolnego bez dodatku antybiotykéw) znaczacy spadek liczby zywych
komorek bakterii. Natomiast stopniowy wzrost ich liczby, ktdra po trzy tygodniowej inkubacji
osiagngla warto$¢ przekraczajaca wyjsciowa, wskazuje, iz po zaadaptowaniu si¢ do nowych
warunkéw ich rozwdj byt intensywniejszy (udziat procentowy zywych komérek byt wyzszy,
niz w prébce §wiezo pobranej).

Wprowadzenie wybranych antybiotykéw oraz ich mieszanin spowodowato kolejna zmiang
warunkéw wzrostu bakterii obecnych w osadach, ktéra objawila si¢ obnizeniem ich liczby w
stosunku do kontroli, przy czym w najwigkszym stopniu liczba bakterii zmalala w osadzie z
dodatkiem mieszaniny sulfametaksazol/trimetoprim. Nalezy doda¢, iz na wynik badania
pewien wplyw moglto mie¢ takze wyjsciowe zanieczyszczenie probki osadu dennego dwoma
antybiotykami: sulfametoksazolem w stgzeniu 1,75 ng/g s.m oraz trimetoprimem w st¢zeniu
9,1 ng/gs.m.
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Pomimo niskiej precyzji pomiaréw zastosowanej metody oznaczania ogdlnej liczby
bakterii 1 liczby zywych komoérek bakterii Doktorant stusznie ocenil, iz badane zwiazki moga
negatywnie wptywac na bakterie wystgpujace w osadach dennych.

Uwagi szczeg6towe o charakterze edytorskim

- ss. 20, 21, 130, 136 1 inne

Jest: ,,posiada” powinno by¢ ,,ma”

- ss. 30,131, 121, 154

Jest: ”Srodowisko naturalne” powinno by¢: ,,srodowisko przyrodnicze”

-s.43

Jest: ,,przeplyw materii w srodowisku” powinno by¢: ,,obieg materii w Srodowisku”

-s. 125, Rys.25 A

Bledny opis osi rzednych; jest ,,Liczba zywych komérek w 1 ml osadu” powinno by¢ ,,Ogblna
liczba komorek bakterii w 1 ml osadu.”

- Ponadto w rozprawie zabraklo wynikéw okreslajacych biomas¢ komoérek bakteryjnych oraz
wartosci stosunku liczby bakterii z aktywna btong komérkowa (zywych) do liczby bakterii z
nieaktywna btona komodrkowa (martwych) co Autor zapowiada w czgsSci metodycznej
rozprawy (Rozdz. 3.13.2).

Whiosek

Doktorant po raz pierwszy przeprowadzil badania nad wystgpowaniem i1 oceng stgzen
pozostato$ci antybiotykéw nalezacych do tetracyklin, sulfonamidéw, chinolonéw oraz
trimetoprimu w osadach dennych potudniowego Battyku.

Na podstawie wynikéw witasnych badan zweryfikowal postawiona hipotezg, iz: ,,osady
potudniowego Battyku i bytujace w nich mikroorganizmy sa narazone na obecno$¢
zanieczyszczen z grupy antybiotykow”.

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Grzegorza Siedlewicza
spetnia wymagania zgodnie z Ustawa z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym.

Na podstawie calosci rozprawy stawiam wniosek o dopuszczenie mgr Grzegorza
Siedlewicza do publicznej obrony.



