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1. Imie¢ i nazwisko.
Mirela Wolf-Baca

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu nadajacego
stopien, roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

2014 magister inzynier inzynierii srodowiska, Politechnika Wroctawska, Wydzial Inzynierii
Srodowiska, kierunek studiéw: Inzynieria Srodowiska, specjalnos¢: Zaopatrzenie w Wodg,
Unieszkodliwianie Sciekow i Odpadow,

2019 doktor nauk technicznych w dyscyplinie Inzynieria Srodowiska, Gornictwo i Energetyka,
stopien naukowy nadany przez Rade Wydziatu Inzynierii Srodowiska Politechniki
Wroctawskiej w dniu 30.09.2019 r.
tytul rozprawy doktorskiej: ,,Zastosowanie czujnika impedancyjnego do detekcji biofilmu”,
Raporty Wydziatu Inzynierii Srodowiska Politechniki Wroctawskiej, raport serii PRE nr 1.
113, [1].

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub
artystycznych.

2018-2020  asystent naukowo-dydaktyczny, Politechnika Wroctawska, Wydziat Inzynierii
Srodowiska, Zaktad Biologii Sanitarnej i Ekotechniki, Laboratorium Biotechnologii
Srodowiska

od 2020 adiunkt naukowo-dydaktyczny, Politechnika Wroctawska, Wydzial Inzynierii
Srodowiska, Katedra Inzynierii Ochrony Srodowiska, Zaktad Biologii Sanitarnej i
Ekotechniki, Laboratorium Biotechnologii Srodowiska

Politechnika Wroctawska jest nieprzerwanie od roku 2018 moim podstawowym miejscem pracy.
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4. Omoéwienie osiagnieé, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018
r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z p6zn. zm.). Omowienie
to winno dotyczy¢ merytorycznego ujecia przedmiotowych osiagnieé, jak i w sposéb
precyzyjny okresla¢ indywidualny wklad w ich powstanie, w przypadku, gdy dane
osiagniecie jest dzielem wspoélautorskim, z uwzglednieniem mozliwosci wskazywania
dorobku z okresu calej kariery zawodowej.

4.1. Omowienie glownego osiagniecia naukowego
41.1. Dziedzina i dyscyplina

Dziedzina: nauki inzynieryjno-techniczne
Dyscyplina: inzynieria srodowiska, gornictwo i energetyka
4.1.2. Tytul gldéwnego osiagniecia naukowego

Sezonowa zmienno$¢ migracji genoOw opornosSci na antybiotyki i struktur bakteryjnych w biofilmie na
kolejnych etapach oczyszczania wody przeznaczonej do spozycia.

4.1.3. Forma glownego osiagniecia naukowego

Monografia

Mirela Wolf-Baca, Sezonowa zmienno$¢ migracji gendow oporno$ci na antybiotyki i struktur
bakteryjnych w biofilmie na kolejnych etapach oczyszczania wody przeznaczonej do spozycia, Oficyna
Wydawnicza Politechniki Wroctawskiej, Wroctaw, 2023, ISBN: 978-83-7493-230-1.

Recenzenci wydawniczy:

dr hab. inz. Wioletta Przysta$ Prof. PS (Wydziat Inzynierii Srodowiska i Energetyki, Katedra Ochrony
Powietrza, Politechnika Slaska w Gliwicach),

dr hab. inz. Wioletta Rogula-Koztowska (Wydziat Inzynierii Bezpieczenstwa i Ochrony
Ludnosci, Szkota Gléwna Stuzby Pozarniczej w Warszawie).

Punktacja MNiSW z 2019-2021: 80 pkt
4.14. Omowienie celu naukowego ww. pracy i osiagnietych wynikéw

Antybiotyki sa powszechnie uwazane za grupe farmaceutykow, ktore znacznie podniosty efektywnosc¢
leczenia chordb zakaznych oraz zwiekszyly wydajnosé¢ rolnictwa (dos Santos, Kronka et al. 2021). Z
uwagi na szerokie spektrum zastosowania i niecatkowita degradacje w $rodowisku sg one w nim
wszechobecne, zwlaszcza w kompleksach wodnych. Powoduje to zagrozenie dla tych ekosystemow,
nawet je$li wystepuja one w bardzo niskim stezeniu (Tan, Li et al. 2019); (Wu, Su et al. 2019).
Najwigksze zagrozenie, jakie niesie ze sobg obecnos¢ antybiotykow w wodzie, to pojawienie si¢ i
rozpowszechnianie genéw opornosci na antybiotyki (ARGS — ang. antibiotic resistance genes), ktore
zostaly uznane jako nowe zanieczyszczenia. Moga by¢ one obecne w réznym $rodowisku wodnym,
m.in. w wodach powierzchniowych wraz z osadami (Reichert, Hilgert et al. 2021); (Guo, Zhao et al.
2020), sciekach, odptywach szpitalnych, sptywach rolniczych czy biofilmach stodkowodnych
(Winkworth-Lawrence and Lange 2016) (Reichert, Hilgert et al. 2021). ARGs staly si¢ waznym
problemem zdrowia publicznego na catym $wiecie, poniewaz mogg by¢ wykorzystywane przez bakterie
chorobotworcze, stwarzajac zagrozenie dla ludzi i zwierzat gospodarskich (Xin, Chen et al. 2022). Na
catym $§wiecie rocznie dochodzi do okoto 700 000 zgonoéw z powodu infekcji wywotanych przez oporne
bakterie. Oczekuje sig, ze w 2050 r. liczba ta wzrosnie, osiggajac 10 milionéw przypadkow rocznie, jesli
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nie zostang powszechnie przyjete Srodki zapobiegawcze. Rozpowszechnienie ARB (ARB — ang.
antibiotic resistance bacteria) i ARG w $rodowisku wynika z niewlasciwego stosowania antybiotykow
w przychodniach lekarskich i przychodniach weterynaryjnych, nieprawidlowej eliminacji
przeterminowanych antybiotykdéw, wzrostu zrzutéw Sciekdw z przemystu farmaceutycznego oraz
obnizonej wydajnosci oczyszczalni $ciekow i stacji uzdatniania wody pitnej (Duarte, Rodrigues et al.
2022). Rzeczywiscie samo ograniczenie stosowania antybiotykdw jest niewystarczajgce, aby
kontrolowa¢ rozprzestrzenianie sie bakterii antybiotykoopornych i ARGs w wodzie do picia.

Pomimo tego, ze nadal wigkszo$¢ obaw zwigzanych z antybiotykoopornoscia dotyczy bakterii
chorobotworczych wykrytych w placowkach medycznych u pacjentéw i ich zakazen, nadal nalezy
zwraca¢ uwagg na wzrost tego zjawiska w innych $rodowiskach. W odniesieniu do tego problemu
nadzor nad opornymi bakteriami u zwierzat, zywnos$ci, a nawet w $ciekach postepuje szybko, ale
dzialania w zakresie monitorowania w $rodowisku naturalnym sa wciaz niewystarczajace, a przede
wszystkim nie sg uregulowanie prawnie (Huijbers, Flach et al. 2019) (Osinska, Korzeniewska et al.
2020). Badanie opornosci na antybiotyki w naturalnym $rodowisku wodnym (rzeki i zbiorniki wodne)
pozwala na lepsze zrozumienie zagrozenia dla zdrowia zwierzat i ludzi oraz wykrycie ewentualnych
rezerwuarow opornosci. Taka wiedza pozwoli na opracowanie nowych technik zapobiegania
rozprzestrzenianiu si¢ i wzrostowi bakterii antybiotykoopornych oraz na propozycje zakresu
monitoringu tego zjawiska (Jovanovic, Amabile-Cuevas et al. 2021); (Hu, Jiang et al. 2021).

Obecnie eksploatowane zaktady uzdatniania wody wraz z systemami jej dystrybucji nie s w stanie
kontrolowaé zanieczyszczen, jakimi sa ARGS, a liczne badania dowodza obecnos¢ genow
warunkujacych oporno$¢ w kranach konsumentow (Shi, Jia et al. 2013); (Narciso-da-Rocha, Vaz-
Moreira et al. 2013); (Siedlecka, Wolf-Baca et al. 2021). Duzym utrudnieniem podczas analiz probek
wody jest poziom odniesienia. Czesto porownuje si¢ aktualne stezenia antybiotykéw w §rodowiskach
wodnych do tych, ktore sg stosowane w leczeniu zakazen bakteryjnych. Stezenia lecznicze sg nawet o
kilka rzedow wyzsze (> 1mg/L) niz te wystepujace w wodzie (od ng/L do pg/L), dlatego tez sporo badan
okresla ich dziatanie w Srodowisku wodnym jako watpliwe (Manaia 2017) (Davies and Davies 2010).
Aktualne doniesienia literaturowe sugeruja jednak, Ze stgzenie antybiotykdw ponizej st¢zenia
minimalnego (MIC — ang. minimum inhibitory concentration) moze nie powodowac efektu letalnego,
natomiast moze dziata¢ podobnie jak czasteczki sygnatowe, zapoczatkowujac tym samym wiele
procesow komorkowych (ekspresja genow, HGT, QS czy tworzenie biofilmu) (Sengupta,
Chattopadhyay et al. 2013) (Andersson and Hughes 2014). Warto rowniez dodac, ze chroniczne niskie
stezenie antybiotykow moze takze spowodowac tzw. stres srodowiskowy, przyspieszajgc tym samym
HGT i rozprzestrzenianie si¢ ARGS w szerokim zakresie miedzy innymi gatunkami bakterii (Feng,
Huang et al. 2021). Liczne dane literaturowe (Martinez, Coque et al. 2015) (Sengupta, Chattopadhyay
et al. 2013); (Andersson and Hughes 2014) donoszg takze, ze przewlekta ekspozycja na antybiotyki,
nawet w bardzo niskich stgzeniach, promuje i utrzymuje pule genéw opornosci w naturalnych
spolecznosciach drobnoustrojow. Wzmozone stosowanie antybiotykow w minionych latach
wytworzylo presj¢ selekcyjna, ktora przyspieszyta pozyskiwanie i rozprzestrzenianie si¢ ARGS wsrod
bakterii $rodowiskowych mogacych powodowac zagrozenie dla zdrowia ludzkiego, zaktadajgc
uderzajaca zdolnos¢ drobnoustrojow do dzielenia si¢ genami. Wiele badan wykazato takze, ze
prowadzone procesy oczyszczania wody nie sg w stanie catkowicie wyeliminowa¢ ARB i ARGS z
pobieranej wody. Dodatkowo wiele z nich donosi, ze oczyszczalnie $ciekéw zwiekszajg liczebno$é
okreslonych ARGs w $ciekach (Chu, Petrovich et al. 2018) (Karkman, Do et al. 2018) (Rizzo, Manaia
et al. 2013) (Xu, Xu et al. 2015). Antybiotyki i ARB mogg migrowa¢ do ekosysteméw wodnych wraz z
odprowadzanymi oczyszczonymi Sciekami (Bondarczuk and Piotrowska-Seget 2019) (Rizzo, Manaia et
al. 2013) (Guan, Jia et al. 2018), gdyz nie sa catkowicie usuwane podczas procesu oczyszczania
(Osinska, Korzeniewska et al. 2019) (Korzeniewska and Harnisz 2018). Takie substancje oraz produkty
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ich transformacji, po migracji do $rodowiska, moga mie¢ wplyw na ewolucj¢ mikroorganizméow,
zmieniajgc tym samym ekosystemy wodne (Jia, Gomes-Silva et al. 2021). Ekosystemy wody miejskiej
uznawane sg jako miejsce kontaktu cztowieka ze §rodowiskiem wodnym, do ktorego doptywajg odpady
rolnicze czy scieki bytowe, stanowiace znaczacy rezerwuar zaréwno ARB, jak i ARGS. Scieki te sa
odprowadzane do przyjmujacych systeméw wodnych (np. rzek, jezior i stawoéw), przyspieszajac w ten
sposob rozprzestrzenianie si¢ i wzbogacanie ARGs (Hou, Zhang et al. 2021). Systemy wodne stanowia
natomiast zrodto wody ujmowanej na cele wodociagowe i konieczny jest staty monitoring ich stanu pod
katem ARB i ARGS. Badania zbiornikdw miejskich, wykorzystywanych do poboru wody do picia,
prowadzone przez (Chen, Su et al. 2019) (Guo, Liu et al. 2018, Fang, Peng et al. 2019)) wykazaty
obecno$¢ ARGs i MGE (ang. mobile genetic elements, mobilne elementy ruchome komorek), a takze
liczne powigzania pomi¢dzy ARGS i spotecznos$ciami drobnoustrojow. Niektore analizowane zbiorniki
charakteryzowaly si¢ wysokim poziomem MGE i ARGS, ukazujac wielolekowa oporno$¢. Réwniez
badania metagenomu, prowadzone przez (Garner, Chen et al. 2018)), wykazaty, ze nie byto znaczacych
réznic w ARGs wykrytych w wodzie ujmowanej na cele wodociggowe i wodzie w kranach
konsumenckich, co moze wskazywac¢ na niewystarczajace usuniecie ARGS podczas uzdatniania.

Dlatego konieczne jest podjecie pewnych dziatan w celu zmniejszenia mozliwosci wprowadzania i
rozprzestrzeniania si¢ ARGS w srodowisku. Uznane jest, ze najbardziej skutecznym i bezposrednim
podejsciem jest rozsadne stosowanie antybiotykow w ochronie zdrowia i produkcji rolnej. Niezbedne
jest rowniez opracowanie nowych i skutecznych procesow oczyszczania Sciekéw lub gruntowna
modernizacja obecnych, aby poprawi¢ skuteczno$¢ usuwania ARGS w oczyszczalniach. Konieczne jest
takze dostarczenie odpowiednim organom wigkszej ilosci informacji naukowych w celu opracowania
norm regulacyjnych i wytycznych, kontrolujgcych rozprzestrzenianie si¢ tych zanieczyszczen w
srodowisku, dlatego tak istotne sg badania nad $ciezkami transferu i degradacji srodowiskowych ARGS.

Gléwnym celem naukowym niniejszej pracy byto zbadanie zjawiska i zaobserwowanie trendow w
migracji gendw opornosci na antybiotyki oraz bioréznorodnosci biofilméw tworzacych si¢ na
urzadzeniach wykorzystywanych w procesach uzdatniania wody.

W ramach pracy postawitam ponizsze hipotezy badawcze, ktorych weryfikacja byta celem
prowadzonych badan:

v' Skiad spoteczno$ci drobnoustrojow ma wptyw na obecnos$¢ gendw opornosci na antybiotyki w
biofilmach bakteryjnych.

v Poszczegbdlne rodzaje bakterii w biofilmach mogg by¢ skorelowane z jako$ciowym
wykrywaniem genow.

v' Istnieje zalezno$¢ pomiedzy stosowang technologig uzdatniania wody i ilo$cig genow opornosci
na antybiotyki w odniesieniu do pory roku.

v’ Istnieje zwigzek miedzy parametrami fizykochemicznymi wody uzdatnianej a ilo$cig genow
opornych na antybiotyki obecnych w btonie biologiczne;.

Do zrealizowania gtdéwnego celu wyznaczytam nastepujace cele szczegdtowe:

v’ okreélenie stopnia redukcji gendw opornosci na antybiotyki w biofilmach obecnych na
powierzchniach urzadzen wykorzystywanych do uzdatniania wody przeznaczonej do spozycia
w zaleznosci od zastosowanych ciggéw technologicznych,

v' ilo$ciowe oznaczenie gendow opornosci na wybrane antybiotyki w stosunku do ogolnej liczby
bakterii w zaleznosci od pory roku z uwzglednieniem wykorzystywanej technologii uzdatniania
wody,

v"ocena biordéznorodnos$ci bakterii w pobranych biofilmach w réznych porach roku,
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v' wyznaczenie wptywu parametrow fizykochemicznych wody uzdatnianej w aspekcie
zmiennoS$ci sezonowej organizméw obecnych w biofilmach,
v" okreslenie roli genu MGE (intl1) w rozprzestrzenianiu si¢ ARGs w $rodowisku wodnym.

Zakres pracy obejmowal optymalizacj¢ metody pobierania probek, przeprowadzenie badan z
wykorzystaniem technik molekularnych (PCR, gPCR, NGS) oraz wyznaczenie stopnia zmiennosci
ilosci gendow opornosci na antybiotyki po kolejnych etapach oczyszczania. Umozliwito to wytyczenie
podwalin do dalszego zrozumienia opisanego procesu i rozwoju wiedzy teoretycznej w tym zakresie.
Zrozumienie tego aspektu pozwolito na zaproponowanie genéw wskaznikowych, ktore bezwzglednie
powinny by¢ kontrolowane w biofilmach srodowiskowych. W pracy wyznaczytam genetyczne markery
opornosci bakteryjnej w konteks$cie zmian sezonowych oraz technologii oczyszczania wody, co moze
przetozy¢ si¢ na wyzsza mikrobiologiczng jako$¢ wody wprowadzanej do sieci wodociagowe;j.

Osiagnigcie zatozonych celi bylo mozliwe dzigki przeprowadzeniu szeroko zakrojonych prac
badawczych, skladajacych sie¢ z nastepujacych etapéw. Pierwszy etapem to pobor biofilméw
zgromadzonych na powierzchniach urzadzen w dwoch zaktadach, charakteryzujacych sig odmiennym
zroédtem wody oraz stosowang technologia oczyszczania wody w odniesieniu do pory roku. W kolejnym
kroku dokonano analizy molekularnej zgromadzonej blony biologicznej, w tym izolacji materiatu
genetycznego, oraz detekcji jakosciowej i ilosciowej genéw warunkujacych antybiotykoopornos¢. W
dalszej kolejnosci okreslono wptyw parametréow fizykochemicznych wody uzdatnianej oraz miejsca
poboru prébek i pory roku na sktad rezystomu biofilmu.

W pracy przedstawitam wyniki analiz genéw warunkujacych antybiotykoopornos¢ biofilmow
pobranych z urzadzen do uzdatniania wody w dwoch niezaleznie dziatajacych zaktadach. W tym celu
okreslitam wptyw technologii oczyszczania na mikrobiologiczng jako$¢ wody i potencjalnego wtornego
jej zanieczyszczenia, w badaniach uwzglgdnitam btone biologiczng zebrang na kazdym -etapie
uzdatniania w ciggu czterech por roku. Przeanalizowatam sktad jako$ciowy i ilosciowy wybranych
genow oraz spotecznos$¢ drobnoustrojow, tworzacych badane biofilmy z uwzglednieniem zmienno$ci
sezonowej. Oceny btony biologicznej dokonatam za pomoca metod molekularnych. Szczegolng uwage
zwrdcitam na integrony 1 klasy, ktore sg uwazane za markery procesu horyzontalnego transferu genow.
Ich obecno$¢ w srodowisku wodnym moze w znacznym stopniu przyczynia¢ si¢ do wzrostu
rozprzestrzeniania si¢ antybiotykoodporno$ci, a w konsekwencji by¢ powaznym zagrozeniem dla
zdrowia i zycia ludzi.

Na podstawie przeprowadzonych analiz stwierdzitam zréznicowanie przestrzenne i czasowe ogolnej
iloéci bakterii (reprezentowanej jako gen 16S rRNA) pobranych z obu zaktadéw uzdatniania. Analizg
jednoczynnikowej wariancji ANOV A potwierdzitam, ze roznice pomigdzy oznaczanymi liczebno$ciami
bakterii w zaktadzie 1 byly istotne statystycznie (p < 0,05) w zalezno$ci od miejsca poboru probek,
natomiast w zaktadzie 2 79% przypadkow obecnosci mikroorganizméw w biofilmach mogto by¢
wyjasnione aspektem sezonowosci.

Stwierdzitam takze statystycznie istotne korelacje liczebno$ci genu intll w odniesieniu do miejsc
poboru biofilméw, przy czym gen ten wystepowat najpowszechniej na filtrach piaskowych i weglowych
w zakladzie 1. Natomiast to pora roku warunkowala liczebno$¢ genu intll w blonie biologicznej
pobranej w zaktadzie 2. Analizy wskazaty lato i wiosne jako dwie pory roku wptywajace najsilniej na
ilo§¢ MGE. Ze wzgledu na bioréznorodnos$¢ bakterii i obecnos¢ ruchomych elementéw genetycznych
w badanych biofilmach mogg by¢ one uwazane za rezerwuary bakterii antybiotykoopornych i genéw
kodujacych mechanizmy opornos$ci drobnoustrojow. Ponadto warto wspomnie¢ kluczowa rolg
ruchomych elementéw genetycznych w nabywaniu opornosci przez patogeny oportunistyczne — za ich
pomoca otrzymujg one nowe geny kodujace antybiotykoopornos¢ od szczepdéw srodowiskowych.
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Wykazatam bardzo wysoki (ponad 90%) lub catkowity stopien usuwania wybranych genow
warunkujacych oporno$¢ na sulfonamidy, p-laktamy, karbapenemy, makrolidy w obu zaktadach w
biofilmach pobranych jesienia, zima i wiosng na kolejnych etapach uzdatniania. Wzrosta natomiast ilo$¢
tetracyklin pobranych wiosng w btonie biologicznej filtrow weglowych w stosunku do zbiornika wody
surowej oraz genu integrazy 1 klasy w catym okresie poboru probek. W ZPW1 najwigksze stezenie tego
genu notowano o kazdej porze roku W btonie biologicznej zbieranej z filtrow weglowych. W lecie w
ZPW?2 odnotowatam wzrost na ostatnim etapie uzdatniania, natomiast wiosng wykazatam redukcje o
ok. 50%. Geny sa bez watpienia przenoszone przez bakterie, ktore przetrwaty poszczegoélne procesy
oczyszczania wody. Niemniej jednak uzyskane wyniki badan sugeruja, ze uzdatnianie wody pitnej
skutecznie redukuje wiekszo§¢ ARGs obecnych w wodzie surowe;.

Analiza genomu wskazata miejsce poboru jako wyznacznik bioréznorodnosci, z czego najbardziej
podobna spotecznos¢ drobnoustrojow odnotowano W zbiorniku wody surowe;j i filtrach weglowych oraz
filtrach piaskowych i osadniku, gdzie roznica migdzy biofilmem pobranym latem ze zbiornika wody
surowej a btong pobrang jesienig z osadnika byta najwicksza. Sekwencjonowanie nowej generacji
pozwolito takze na detekcje bakterii nichodowlanych, ktorych zawarto$¢ w analizowanych biofilmach
miescila si¢ w zakresie od ok. 30 do 67%. Moze to wskazywac¢ na obecno$¢ w wodzie licznych bakterii
VBNC (ang. viable but not culturable) zywych, ale niewyrastajacych na standardowych podtozach
mikrobiologicznych.

Analiza statystyczna korelacji Pearsona pomiedzy spoteczno$cig drobnoustrojéow i obecno$cig gendw
opornoéci na antybiotyki wykazata wystgpowanie statystycznie istotnych zaleznosci dodatnich
pomigdzy liczebno$ciami genow sull, ermB i intl1 ze spotecznosciag bakterii pobieranych przez caty rok
w zaktadzie 1. Natomiast wysoce istotng korelacje ujemng (p < 0,01) zauwazono dla genu tetA i
biofilmow filtrow piaskowych i osadnika. W zaktadzie 2 istotne zaleznosci (tak dodatnie, jak i ujemne)
stwierdzono w zimie i wiosng dla drobnoustrojoéw zasiedlajacych filtry piaskowe i weglowe.

Ocenitam takze wplyw parametrow fizykochemicznych wody otaczajacej strukture biofilmu na
ksztattowanie profilu genéw warunkujacych antybiotykooporno$¢ i stwierdzitam, ze w zakladzie 1
wystepuja Statystycznie istotne korelacje liczebnosci genu ampC z temperaturg oraz genu blaTEM z
zawartos$cig azotynow oraz zelaza. Co ciekawe, wykazatam takze, ze ilo$¢ genu 16S rRNA w zaktadzie
2 malata wraz ze stezeniem azotandw i ilo$cig rozpuszczonego wegla organicznego, co potwierdza, ze
btona biologiczna moze by¢ traktowana jako ekosystem charakteryzujacy si¢ wlasnymi czynnikami
wzrostu, niezaleznymi od warunkéw zewnetrznych.

Wszystkie przeprowadzone analizy umozliwity zaproponowanie genetycznych markeréw opornosci
bakteryjnej w kontekscie zmian sezonowych oraz technologii oczyszczania wody (intl1, sull, ampC,
blaTEM, blaOXA, tetA), ktorych monitoring powinien zosta¢ wigczony do rutynowej analizy wody.

Uzyskane rezultaty umozliwily zweryfikowanie postawionych w pracy hipotez badawczych i
sformutowanie ponizszych wnioskow:

v Przeprowadzona analiza powigzah pomiedzy ARGs a spoteczno$cig drobnoustrojow
(oznaczong metodg sekwencjonowania) wykazata silng zaleznos¢ genow sull, intll i ermB od
sktadu konsorcjum bakteryjnego w kazdej porze roku, co moze sugerowaé, ze sklad
spolecznos$ci drobnoustrojow ma wplyw na obecno$¢ genéw warunkujacych opornosé na
antybiotyki, a rodzaj bakterii wchodzacych w sklad biofilmu moze by¢ utozsamiany z
jako$ciowym wykrywaniem genow.

v Stosowana technologia uzdatniania i zrédlo ujmowanej wody majg istotny wplyw na ilo§¢
i rodzaj genow warunkujacych antybiotykoopornos¢. W biofilmach zbieranych z urzagdzen
ZPW?2, gdzie ujmowana woda w pierwszym etapie infiltruje i nabiera cech wody podziemnej,
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wykryto ok. 4% (liczonych jako ilo$¢ kopii/ng DNA) wszystkich gendw, natomiast pozostate
96% stanowily geny oznaczone w biofilmach ZPW1 (ujmowana woda powierzchniowa).

v' Istnieje zalezno$§¢ pomiedzy genami warunkujacymi oporno$¢ na p-laktamy a
parametrami fizykochemicznymi, oznaczanymi w wodzie z ujecia powierzchniowego, takimi
jak zwigzki biogenne (azotany, azotyny, fosforany), temperatura, przewodnos¢ elektryczna oraz
zawarto$¢ chlorkow i zelaza. W wodach, ktore w wyniku infiltracji nabraly cech wod
podziemnych, stwierdzono natomiast silng ujemna zalezno$¢ pomiedzy RWO i azotanami a
ogo6lna iloscia bakterii (reprezentowang przez gen 16S rRNA). Pozostale parametry fizyko-
chemiczne nie wykazywaly korelacji z oznaczanymi genami.

v' Otrzymalam bardzo wysoki lub calkowity stopien redukcji ARGs na poszczegélnych
etapach uzdatniania dla wiekszos$ci oznaczonych genow. Wskazuje to na prawidlowo
prowadzone procesy oczyszczania wody na kazdym etapie. Wigksza liczebno§¢ ARGs po
filtrach weglowych moze natomiast wynika¢ z wigkszej liczebnosci bakterii (wzrost ilo$ci
genow 16S rRNA).

v Stwierdzilam, ze w ostatnim etapie uzdatniania geny integrazy 1 klasy mogg stanowi¢
zagrozenie dla odbiorcow oraz Srodowiska przyrodniczego. Sg one uwazane za wskaznik
HGT migdzy bakteriami, dlatego tez moga przekazywac geny opornosci na antybiotyki do
zasiedlajacych §rodowisko wodne bakterii natywnych, przez co wzbogacajg biofilmy i obecne
w wodzie patogeny w ARGS, umozliwiajac im tym samym przetrwanie niekorzystnych
warunkow zewnetrznych.

v Ksztaltowanie konsorcjum drobnoustrojéw (w obu zakladach) determinowane bylo raczej
miejscem poboru probki niz sezonowoscia. Wyrdozniono dwie grupy miejsc o podobnym
sktadzie gatunkowym. Pierwsza to zbiornik wody surowej i filtry weglowe, a w sktad drugie;j
wchodzily filtry piaskowe i osadnik. Warto roéwniez podkresli¢, ze znaczna cze$¢ wykrytych
mikroorganizméw to bakterie niehodowlane. Sugeruje to konieczno$¢ wiaczenia badan
molekularnych do rutynowej analizy wody.

v' W efekcie przeprowadzonych prac wytypowano najbardziej powszechne geny wystepujace w
pobranych probkach biofilmow: intll, sul2, sull, tetA, blaOXA, blaTEM. Pozwolito to na
zaobserwowanie trendu — ilosci genow malaly w nastepujacej kolejnosci (wg grup
antybiotykow, na ktore warunkujag one oporno$¢): sulfonamidy > karbapenemy >
tetracyklina > p-laktamy > makrolidy.

v Przeprowadzone badania pozwolily na wykazanie obecnosci patogenow oportunistycznych w
btonie biologicznej, z czego najczesciej identyfikowano bakterie z rodzaju Aeromonas na
powierzchni zbiornika wody surowej w sezonie letnim i zimowym, natomiast Pseudomonas sp.
wchodzit w sktad konsorcjum drobnoustrojow utworzonego na powierzchni filtréw piaskowych
i weglowych, utworzonych latem i wiosng. Okreslenie przeze mnie s$rodowiskowego
rezerwuaru ARGs stwarza szans¢ na poznanie nowych mechanizméw opornosci, jakie w
przysztosci moga naby¢ patogeny, oraz moze pomdéc W prognozowaniu powstania i
rozprzestrzeniania ARGs wsrod bakterii.
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4.2. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowych (z wylaczeniem tych zawartych w
pkt 4.1)

W okresie przed uzyskaniem stopnia doktora (2014 — 2018) moje zainteresowania naukowe
obejmowaty kilka tematéw naukowo-badawczych zwigzanych z:

1. Mikrobiologiczna kontrola jako$ci wody przeznaczonej do spozycia w sieciach wodociggowych
wraz z monitoringiem wzrostu blony biologicznej na roéznych materiatach technicznych,
wykorzystywanych do budowy sieci wodociggowych,

2. Bior6znorodnoscia drobnoustrojow w sieciach wodociagowych,
3. Wplywem substancji toksycznych na §rodowisko (wykorzystanie testow toksykologicznych).

Ad. 1. W swoich pierwszych pracach badawczych zajmowatam si¢ monitoringiem wzrostu obrostow
biologicznych na materiatach technicznych, z ktorych budowane sa sieci wodociggowe. W tych
analizach wykorzystywatam organizmy izolowane z Wroctawskich wodociggow. Wykorzystywatam
szczepy, ktore zostaly uznane za wskaznikowe dla wybranego systemu, gdyz ich obecnos¢ byta
powtarzalna i zostata stwierdzona w wielu punktach. Podczas prowadzonych prac ocenitam wptyw
korozji biologicznej na materiaty techniczne, wykorzystywane do budowy sieci wodociggowych
(gtownie tworzyw sztucznych). Dokonatam wnikliwego przegladu literaturowego, w ktorym
wskazatam, jakie czynniki eksploatacyjne sieci oraz sktad materialowy rurociagéw wplywaja na
podatnos$¢ na obrosty biologiczne. Wyniki badan w tym zakresie byty publikowane w formie rozdziatu
w monografii naukowej [Zat. 4: pkt 1. 2.1] oraz artykutléw w czasopismach naukowych [Zal. 4: pkt II.
4.1], [Zat. 4: pkt TI. 4.2]. Ponadto efekty zostaly zaprezentowane podczas konferencji krajowej w
formie referatu [Zat. 4: pkt II. 7.1] oraz podczas konferencji migdzynarodowej [Zat. 4: pkt I1. 7.13].

W kolejnym etapie badan okreslitam efektywnos$¢ wykorzystania spektroskopii impedancyjnej do
obserwacji adhezji mikrobiologicznej na powierzchni materiatow technicznych, jak rowniez do analizy
etapow wzrostu oraz zrywow biofilmu. Ta tematyka stanowila podstawe rozprawy doktorskie;j.
Wykonatam czujnik impedancyjny, ktorym dokonywatam nieprzerwanych pomiarow parametrow
opisujacych impedancje w uktadzie ciaglego wzrostu biofilmu w warunkach przeptywowych. Podczas
analizy efektow (wykorzystanie fluorescencji oraz poréwnanie specyficznych regionow genu 16S rRNA
w procesiec DGGE) wykazatam, ze materialy sg w réznym stopniu kolonizowane przez bakterie
(najmniej podatny na obrost biologiczny okazal si¢ polietylen, natomiast najbardziej polibutylen.
Dokonatam takze analizy powierzchni czystych (nowych) materialéw technicznych po procesie
produkcji, jak rowniez po usunigciu biofilmu z powierzchni, wykorzystujac mikroskop SEM i AFM.
Wykazatam, ze po takim procesie technologicznym powstaja mikroszczeliny i mikropegkniecia, ktore
tworzag idealne warunki dla zasiedlania mikroorganizmow. Natomiast po zrywie biofilmu analiza
powierzchni pokazata znaczne zmiany w ciaglo$ci struktury materialdow, a nawet odwarstwienia
powierzchni. Efektem badan byty wyniki zaprezentowane w publikacji z IF w czasopiSmie [Zal. 4: pkt
1I. 4.10] oraz liczne wystapienia na konferencjach o zasiggu mi¢dzynarodowym [Zat. 4: pkt II. 7.3-6].
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Ad.2. Kolejnym aspektem, ktorym zajmowatam si¢ przed uzyskaniem stopnia doktora jest obecnos¢
konsorcjum mikroorganizméw w sieciach wodociagowych. Dokonatam charakterystyki zmiennosci
biofilmu bakteryjnego w warunkach stresu srodowiskowego. Efekt pracy przedstawiono w publikacji
[Zal. 4: pkt 1. 4.2] oraz w postaci wystapien na konferencjach zagranicznych [Zat. 4: pkt II. 7.2], [Zat.
4: pkt 1. 7.10-12].

Wykazatam, ze zmienno$¢ gatunkowa mikroorganizmow w sieci wodociggowej jest znaczna. Z jednej
strony moze by¢ spowodowana zmianami hydraulicznymi w uktadzie czy tez awariami. Z drugiej
natomiast bakterie osiadle na wewnetrzne] powierzchni rurociggoéw moga tworzy¢ uktad na ksztalt
ekosystemu, charakteryzujacego si¢ innymi cechami niz pojedyncze komorki, w wyniku
horyzontalnego transferu genow.

Ad.3. Przed uzyskaniem stopnia doktora prowadzitam tez badania probek srodowiskowych (glownie
$ciekdw) w celu wykazania ich potencjalnych wlasciwosci toksykologicznych z wykorzystaniem
popularnych biotestow (Microtox, Daphtoxkit, test hamowania wzrostu rzgsy wodnej Lemna minor,
Algaltoxkit). Podczas badan wykazatam wysoki stopien toksyczno$ci badanych probek $ciekéw po
kolejnych etapach uzdatniania. Jako efekt prac zaproponowatam rekomendacje obnizajace stopien
toksycznoséci analizowanych §ciekow. Efektem badan byly wyniki zaprezentowane jako rozdziat w
monografii [Zal. 4: pkt II. 2.2], liczne artykuly w czasopismach naukowych [Zat. 4: pkt II. 4.3-5], jak
rowniez referaty konferencyjne [Zat. 4: pkt II. 7.7-7.9],

Ponadto wykonatam ocene toksycznos$ci rgkawow impregnowanych zywicami, wykorzystywanych w
oczyszczalniach S$ciekéw, na zlecenie firmy zewnetrznej z wykorzystaniem testu Microtox.
Przetestowatam dwa rodzaje materiatdéw impregnowanych zywica styrenowg i bezstyrenowg. Jako efekt
testu Microtox w badaniach wykazalam, ze toksycznoScia wykazujg si¢ glownie materiaty
impregnowane zywica bezstyrenowa. Wyniki byly zaskakujace, poniewaz zastgpienie styrenu innymi
sktadnikami w zywicach utwardzalnych ma na celu poprawe ich wtasciwosci i obnizenie toksycznosci.
Efekty prac zostaly zaprezentowane w formie raportu dla firmy zlecajacej, sugerujac monitoring
ekotoksyczno$ci materialow stosowanych przy renowacji rurociaggdw, jak rowniez w postaci publikacji
[Zat. 4: pkt II. 4.3].

Dodatkowo w ramach badan toksykologicznych dokonatam oceny nowych substancji wprowadzanych
na rynek, wskazujac na wyjatkowo wysoka ekotoksyczno$¢ kamfory i oksymu kamfory, oceniang za
pomoca systemu Microtox. Wyniki badan wstegpnych zostaly zaprezentowane w postaci referatu
konferencyjnego [Zat. 4: pkt II. 7.14].

Moj najbardziej warto$ciowy opublikowany dorobek naukowy powstal po uzyskaniu stopnia doktora
nauk technicznych.

W okresie po uzyskaniu stopnia doktora (2019 — 2023) nadal zajmowaty mnie podjete wezesniej
tematy badawcze (4) a takze zupetie nowe zagadnienia (5 i 6):

4. Sktad konsorcjum mikroorganizméw w sieciach wodociggowych oraz biofilmach z
wykorzystaniem metod molekularnych z detekcjg i monitoringiem rozprzestrzeniania si¢ patogenow w
sieciach wodociggowych,

5. Hodowla biofilmu w warunkach laboratoryjnych na materiatach wykorzystywanych w
medycynie,
6. Analiza antybiotykoodpornos$ci oraz monitoring gendéw warunkujacych antybiotykoopornos¢ w

sieci wodociggowej i1 biofilmach wystepujacych w miejskim obiegu wody przeznaczonej do spozycia
(od ujecia do odbiorcy).
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Ad. 4. Po obronie pracy doktorskiej postanowitam uzupetni¢ informacje zwigzane z rezystomem
bakterii, pochodzacych z réznych $rodowisk. Szczegélnie interesowal mnie sktad konsorcjum
bakteryjnego w wodzie przeznaczonej do spozycia w miejskim obiegu wody. Efektem badan byt artykut
[Zat. 4: pkt I1. 4.14], w ktoérym analizowano probki wody pobrane z sieci wodociagowej. Wykazatam,
ze zastosowane metody biologii molekularnej wskazuja na obecnos$¢ bakterii z rodzaju Clostridium i
rodziny Enterobacteriaceae w analizowanych probkach wody, natomiast gatunki wyizolowanych
bakterii zostaly przypisane do 4 glownych typoéw: Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes i
Proteobacteria. Stwierdzitam roéwniez, ze w ponad 50% pobranych probek wody dominowaty
Proteobakterie, obejmujace  wigkszo$§¢ organizméw  chorobotworczych lub  potencjalnie
chorobotworczych w wodzie. Ponadto dokonalam analizy bioréznorodnosci bakterii wody
wodociagowej skoncentrowanej przy uzyciu membran filtracyjnych. Wykazatam analizujac region V3-
V6 genu 16S rRNA genomu bakteryjnego, ze do najliczniejszych typow bakterii mozna zaliczy¢
Cyanobacteria, Proteobacteria i Actinobacteria. Wyniki przedstawitam w postaci artykutu [Zat. 4: pkt
1.4.7].

Oprocz analiz wody wodociagowej, w ramach wspotpracy z Miejskim Przedsiebiorstwem
Wodociggowo Kanalizacyjnym we Wroctawiu dokonatam oceny bioréznorodnosci biofimow,
formujacych si¢ na powierzchni urzadzen wykorzystywanych do uzdatniania wody w dwoch
niezaleznych zaktadach, zaopatrujacych prawie cate miasto Wroctaw w wode do picia. Rezultaty
przedstawitam w artykule [Zat. 4: pkt II. 4.8]. Wykazatam, ze dominujgcymi typami bakterii we
wszystkich analizowanych probkach byty Proteobacteria i Bacteroidetes. Ponadto stwierdzitam, ze w
biofilmach, na koncowych etapach uzdatniania (powierzchnia zbiornikoéw do filtracji na weglu
aktywnym) wystepuje mniejsze zréznicowanie gatunkowe organizmoéw. Przeprowadzitam roéwniez
porownanie powstawania konsorcjum bakteryjnego biofilmu pod katem sposobu prowadzenia proceséw
uzdatniania oraz wptywu wybranych parametrow fizykochemicznych wody.

Rownolegle do analiz bior6znorodnosci prowadzitam badania zwigzane z detekcja i monitoringiem
rozprzestrzeniania si¢ patogenow w sieciach wodociggowych oraz biofilmach. Wykorzystujac metody
biologii molekularnej wykazatam bardzo nieliczng obecno$é patogenow (Legionella spp. czy E.coli) w
sieci wodociagowej [Zat. 4: pkt II. 4.7] [Zat. 4: pkt 1. 4. 15]. Warto jednak zauwazy¢, iz w ostatnich
latach szczegdlng uwage zwrdcono na zagrozenia zwigzane z eksploatacja instalacji cieptej wody
uzytkowej, stwarzajacej potencjalnie sprzyjajace warunki do rozwoju bakterii z rodzaju Legionella i
Escherichia, dlatego taki aspekt zostal przeze mnie rozwazony i zaprezentowany w publikacji [Zat. 4:
pkt Il. 4. 18], w ktorej wykazatam, ze w ok. 67% przebadanych probek cieptej wody uzytkowej obecne
byty Legionella spp., Legionella pneumophila i E. coli. W analizowanej btonie biologicznej natomiast
nie zidentyfikowatam organizméw patogennych. Jedynie w biofilmach pobieranych w poczatkowych
etapach uzdatniania wody zidentyfikowatam niektore patogeny oportunistyczne Pseudomonas
fluorescens, Aeromonas veronii, Bacteriovorax stolpii i Flavobacterium sp. [Zat. 4: pkt II. 4. 8].

Ad. 5. Po uzyskaniu stopnia doktora zajmowatam sie rowniez zastosowaniem metod optycznych do
monitoringu wzrostu komorek E.coli na materiatach medycznych we wspolpracy z Wydziatem
Podstawowych Problemow Techniki Politechniki Wroctawskiej. Zapobieganie powstawaniu biofilmu
ma kluczowe znaczenie dla ograniczenia zakazen bakteryjnych. Ma to szczegdlne znaczenie dla zakazen
pooperacyjnych, powiktan u pacjentow obtoznie chorych oraz krotkoterminowego rokowania u chorych
na nowotwory lub wentylowanych mechanicznie. Dlatego tez monitorowanie tworzenia biofilmu
bakteryjnego na granicy faz ciecz-ciato state ma kluczowe znaczenie w mikrobiologii i zapobieganiu
infekcjom. Wiele powszechnych technik pomiarowych nie jest w stanie wykry¢ biofilméw in situ i
wymaga ich usuniecia z powierzchni. Wyniki badan przedstawione w publikacjach [Zat. 4: pkt II. 4.6]
I [Zat. 4: pkt II. 4.9] pokazuja alternatywne metody (dla klasycznych metod biochemicznych i
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fluorescencyjnych) analizy dynamiki tworzenia biofilmu, a nawet zywotno$ci komorek bakteryjnych w
sposob niedestrukcyjny.

Ad. 6. Po doktoracie zajmowatam si¢ takze analizg antybiotykoopornosci wroctawskiego systemu
dystrybucji wody przeznaczonej do spozycia. Zaprezentowalam zarowno zmienno$¢ sezonowa, jak i
przestrzenng wystepowania antybiotykoodpornosci, wykorzystujac metody hodowlane jak i techniki
biologii molekularnej. W pracy [Zal. 4: pkt I1. 4.7] wykazatam, Zze w sieci wodociggowej bakterie oporne
na ceftazydym byly najbardziej rozpowszechnione, natomiast bakterie oporne na amoksycyling,
cyprofloksacyng i tetracykling byly nieliczne. Ponadto stwierdzitam, ze biofilm moze by¢ rezerwuarem
determinantoéw antybiotykoopornosci w sieciach wodociggowych. Wykazatam zalezno$¢ wystepowania
genow warunkujacych antybiotykoopornos¢ od pory roku i technologii oczyszczania wody. Wyniki
przeprowadzonych analiz zostaty opublikowane w opracowaniach jako publikacje [Zat. 4: pkt II. 4.8] i
[Zat. 4: pkt I1. 4.7].

4.3. Podsumowanie wkladu habilitantki do dyscypliny inzynieria S$rodowiska,
gornictwo i energetyka

v' Moje glowne osiagniecie, bedace podstawa do ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora
habilitowanego, stanowi monografia naukowa opublikowana w roku 2023 [I.1], ktorej cele i
wyniki omowiono w [Zat. 3 pkt 4.1.4].

v Poza tym w sktad dorobku naukowego wchodzi przede wszystkim 13 artykutow
opublikowanych w renomowanych czasopismach z cz¢sci A listy MNiSW w latach 2019-2023,
w ktorych moj udziat jest znaczny. Wszystkie te najbardziej znaczace publikacje dotycza okresu
po uzyskaniu stopnia doktora. Sumaryczny IF publikacji po uzyskaniu stopnia doktora wynosi
58,945, Szczegotowe zestawienie dorobku naukowego umiescitam w [Zat. 4 pkt I1]. Moje prace
sg cytowane W renomowanych czasopismach $wiatowych o czym $wiadczy sumaryczna liczba
cytowan: 104 oraz index Hirscha h=6 (Google Schoolar), 54 oraz h=5 (Web of Science).

v Jestem autorka ponad 20 recenzji publikacji opracowanych dla renomowanych wydawnictw
$wiatowych niezwigzanych z jednostka naukowa, w ktorej jestem zatrudniona (czasopism z
czes$ci A listy MNiSW, m. in. Science of The Total Environment (IF=10,754), Chemosphere
(IF= 8,943) i innych [Zal. 4 pkt I1.13].

Moj znaczny wklad w rozwdj dyscypliny inzynieria Srodowiska, gornictwo i energetyka

v Stan wiedzy na temat roli rezystomu wody wodociagowej jak i biofilmu zasiedlajacego
powierzchnig instalacji wodociggowych w rozprzestrzenianiu lekoopornosci jest ciagle
fragmentaryczny, dlatego zaprezentowane przeze mnie wyniki analiz w pracy [Zat. 4 pkt I1. 4.8]
sg bardzo cenne i pozwalaja wypehic ta luke. Warto rowniez zaznaczy¢ iz wszystkie analizy
zostaly wykonane na rzeczywistych probkach wody i biofilmu, co czyni otrzymane wyniki
jeszcze bardziej warto§ciowymi i wnosi nowe informacje do mikrobiologii srodowiskowej,
zwigzanej z rodzajem 1 czgstoscig wystgpowania gendéw warunkujagcych oporno$é na
sulfonamidy, -laktamy, karbapenemy, makrolidy oraz gen6éw integrazy.

W zakresie Dbioroznorodno$ci dokonatam molekularnej oceny rezystomu bakterii,
pochodzacych z réznych srodowisk z wykorzystaniem sekwencjonowania nowej generacji. W
wodzie wodociggowej wykazatam, ze gatunki bakterii zostaly przypisane do 4 glownych typow:
Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes i Proteobacteria. Analizujac konsorcjum
drobnoustrojow biofilméw zasiedlajacych powierzchni¢ armatury wodociagowej wykazatam,
ze znaczna czg$8¢ wykrytych mikroorganizméw to bakterie niehodowlane, dominujacymi
typami bakterii we wszystkich probkach byty Proteobacteria i Bakteroidetes. Ponadto
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scharakteryzowatam czynniki ksztaltujace bior6znorodnos$¢ bakterii wystepujacych w btonie
biologicznej. Wszystkie przeprowadzone badania pozwolity na rekomendacje genetycznych
markerow opornosci bakteryjnej w aspekcie zmian sezonowych oraz wykorzystywanej
technologii oczyszczania blaTEM, blaOXA, tetA), ktéorych monitoring powinien zostaé
uwzgledniony w standardowej analizie wody [Zat. 4: pkt I.]. Wyniki badan przedstawitam w
dwoch pracach opublikowanych w prestizowych czasopismach z czesci A MNiSW (200 pkt.),
co $wiadczy o oryginalno$ci i warto$ci naukowej prowadzonych analiz [Zat. 4: pkt II. 4.14] oraz
[Zat. 4: pkt II. 4.8]. Wspomniane osiggnigcie stanowi zupelnie nowa tematyke podjeta przeze
mnie po obronie pracy doktorskiej, ktorej tematem byl monitoring wzrostu btony biologicznej
w sieciach wodociggowych z wykorzystaniem czujnika impedancyjnego.

v Dokonatam takze oceny obecnosci patogenéw w miejskim obiegu wody do picia — od miejsca
ujecia do odbiorcy. Wykazatam obecno$¢ patogendow oportunistycznych, zarowno w wodzie
wodociagowej jak i biofilmach powstatych na armaturze, wykorzystujac do tego celu
nowatorskie, niestosowane rutynowo w badaniach wody metody badawcze (PCR, gPCR, NGS).
Metody te okazaty si¢ duzo bardziej efektywne w porownaniu do podejscia klasycznego [Zat.
4:pkt Il. 4. 7], [Zat. 4: pkt I1. 4. 15] oraz [Zat. 4: pkt II. 4. 18].

v Przeprowadzilam takze szczegétowe studia literaturowe w zakresie wystepowania
antybiotykoopornych bakterii jak i gendéw warunkujacych antybiotykooporno$¢ we
wroctawskiej sieci wodociggowej [Zat. 4: pkt II. 4.7 — 4.8], [Zat. 4: pkt 1I. 4.11 — 4.18] oraz
[Zat. 4: pkt 1.]. Rozprzestrzenianie si¢ mikroorganizméw lekoopornych poprzez systemy
dystrybucji wody oraz udziat biofilméw obecnych w systemach uzdatniania nie jest
wystarczajaco zbadany, a w literaturze polskiej i $wiatowej wcigz brakuje badan dotyczacych
drog rozprzestrzeniania si¢ genow opornosci na antybiotyki w $rodowisku, dlatego tez
problematyka jest aktualna a przeprowadzone przeze mnie badania pozwolily na znaczny
rozwoj wiedzy zwigzanej z w/w tematem.

5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnoScia naukowa albo artystyczna
realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,
w szczegolnoSci zagranicznej.

Podstawowym miejscem prowadzenia mojej dzialalnosci naukowej jest Wydziat Inzynierii Srodowiska
Politechniki Wroctawskiej. Jednoczesnie wykazuje sie aktywnosciag naukowsa realizowang w réznych
krajowych i zagranicznych instytucjach naukowych.

Na szczegolng uwage zastuguje rozpoczgta w 2021 roku wspotpraca z zespotem prof. dr hab. inz. Ewy
Burszty-Adamiak z Instytutu Inzynierii Srodowiska Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Od
tego czasu cyklicznie sktadamy wspolne wnioski grantowe. W ramach konsorcjum ztozytam wniosek
grantowy OPUS 23 (NCN), w ktorym bylam jedynym przedstawicielem ze strony Politechniki
Wroctawskiej (wnioskodawca, dysponent srodkéw i wykonawca). Tytul ztozonego wniosku: ,,Badania
wybranych mikrozanieczyszczen i bakterii antybiotykoopornych w miejskim obiegu wody”. Wniosek
zostal odrzucony jednakze w ramach uzupelnienia badan wstepnych dokonano serii pomiarow
mikrozanieczyszczen zaplanowanych w projekcie w miejskim obiegu wody w dwoch porach roku (zima
i wiosna). M¢j udziat dotyczyt okreslenia jakosciowego i iloSciowego gendéw warunkujacych
antybiotykoopornos¢ oraz genu 16S rRNA (metody molekularne) wraz z okresleniem ogdlnej liczby
mikroorganizméw (metody klasyczne). Wyniki badan sa na etapie przygotowania do publikacji.
Ponadto w ramach wspotpracy 3 konsorcjantow: Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu (lider),
Politechnika Wroctawska (partner), Uniwersytet £.odzki, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska
(partner) ztozono kolejny wniosek grantowy OPUS 25 (NCN) —wniosek jest w trakcie oceny formalnej.
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Jestem jedynym przedstawicielem konsorcjum ze strony Politechniki Wroctawskiej (wnioskodawca,
dysponent srodkéw i jedyny wykonawca).

W ramach wspolpracy z Katedra Biogospodarki Stosowanej (Wydzial Przyrodniczo-Technologiczny,
Uniwersytet Przyrodniczy) wykonatam analizy wstepne, dotyczace skutecznosci usuwania wybranych
bakterii (patogenéw) z wody na tupinach orzechow. W ramach prac przygotowatam wegiel aktywny o
ro6znej porowatosci z orzecha wloskiego 1 laskowego oraz zbadatam efektywno$¢ jego pracy pod katem
redukcji drobnoustrojéw zardéwno metodami klasycznymi jak i molekularnymi. Otrzymane rezultaty
zebrano w formie artykutu, ktory jest w recenzji.

Oprécz naukowcow z Uniwersytetu Przyrodniczego wspotpracuje z takze z naukowcami z Wydziatu
Podstawowych Problemoéw Techniki z Politechniki Wroctawskiej (dyscyplina naukowa: inzynieria
biomedyczna). Przedmiotem wspolnych badan byto zastosowanie metod optycznych do monitoringu
wzrostu komorek E.coli na materiatach wykorzystywanych w medycynie. Rezultaty zaprezentowano w
postaci dwoch artykutow: ,,New measurements modalities for multi-parametric, label-free, and
noncontact detection of biofilm formation on stainless steel and glass surfaces” (Measurement, MNiSW:
200 pkt, IF=5,131) oraz ,,The enhancement of antimicrobial photodynamic therapy of Escherichia coli
by a functionalized combination of photosensitizers: in vitro single cell study by quantitative phase
imaging” (International Journal of Molecular Sciences, MNiSW: 140, IF=6,208). Ponadto wraz z
Wydziatem Mikrosystemow i Fotoniki Politechniki Wroctawskiej (dyscyplina naukowa: automatyka,
elektronika, elektrotechnika i technologie kosmiczne) prowadzitam wspdlne badania dotyczace
monitoringu wzrostu btony biologicznej na r6znych materiatach technicznych, wykorzystywanych do
budowy sieci wodociggowych. Jako efekt prac powstata publikacja: ,,Detection of biofilm on water
supply technical materials with the application of an impedance sensor” (International Journal of
Environmental Research, MNiSW: 40 pkt, IF=3,229).

Tematyka zwigzana z antybiotykooporno$cig bakterii izolowanych z wody czy biofilmu byta wspolnym
zagadnieniem realizowanym podczas dwoch zagranicznych stazy naukowych. Pierwszy z nich odbytam
w okresie 01.04.2019 — 31.05.2019 r na Uniwersytecie w Porto (Universidade Catdlica Portuguesa,
Centro de Biotecnologia e Quimica Fina). Tytut odbywanego stazu to: ,,R6znorodnosé
mikroorganizméw oraz detekcja genéw opornosci na antybiotyki w probkach wody o niskiej zawartosci
bakterii”. W ramach prac dokonano izolacji genomowego DNA bakterii z sieci wodociggowej, zliczania
ogolnej ich zawartosci oraz detekcji gendéw opornos$ci na antybiotyki (intl1, sull, blaOXA-48, blaOXA-
58, blaKPC, blaCTX-M) w probkach wody i $ciekéw z wykorzystaniem techniki qPCR. Kolejny
wyjazd stazowy odbyl si¢ w okresie 10.02.2020 do 14.02.2020 r. do Uniwersytetu w Mediolanie
(University of Milan-Bicocca, ZooPlantLab - Dept. Biotechnology and Biosciences). Podczas pobytu
odbyto szkolenie bioinformatyczne z wykorzystaniem programu QIIME 2, analizujac probki
srodowiskowe z r6znych mikrobioméw organizmow).

Ponadto w okresie 20.20.2023r. do 03.03.2023 r. odbylam dwutygodniowy staz na Uniwersytecie
Technicznym w Ostrawie (Wydzial Energetyczny do uzytkowania Niekonwencjonalnych Zrodet
Energii), podczas ktorego w Laboratorium Procesow Termicznych i Konwersji Wodoru poglebiatam
wiedze z zakresu wykorzystania biomasy odpadowej w procesach chemicznych i termochemicznych.

Catos¢ aktywnosci naukowej realizowana zar6wno w uczelni jak i poza nig, zostata udokumentowana
w zalaczniku 4 pt. ,,Wykaz osiagni¢¢ naukowych stanowigcych znaczny wktad w rozwdj dyscypliny
Inzynieria Srodowiska, Gornictwo i Energetyka).
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6. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych
nauke lub sztuke.
6.1. Osiagniecia dydaktyczne

Jako nauczyciel akademicki prowadzitam dotychczas w kazdym semestrze zajecia dydaktyczne
zarOwno na pierwszym jak i drugim stopniu studiow w formie: laboratoriow, seminarium i wyktadu w
wymiarze przekraczajacym pensum. Czes¢ kurséw prowadzona byta w jezyku angielskim:

v Biologia w inzynierii $rodowiska 2 (laboratorium, Wydziat Inzynierii Srodowiska),

v' Mikrobiologia $rodowiska (laboratorium, Wydzial Inzynierii Srodowiska, Kkierunki:
Gospodarka o Obiegu Zamknigtym Ochrona Klimatu i Technologie Ochrony Srodowiska),

v' Srodowiskowe zagrozenia zdrowia (laboratorium, Wydziat Inzynierii Srodowiska, kierunek
Technologie Ochrony Srodowiska),

v' Biochemia (laboratorium, Wydziat Inzynierii Srodowiska, kierunek Technologie Ochrony
Srodowiska),

v Podstawy toksykologii 2 (laboratorium, Wydziat Inzynierii Srodowiska, kierunek Technologie
Ochrony Srodowiska),

v' Genetyka z elementami inzynierii genetycznej (laboratorium, Wydziat Inzynierii Srodowiska,
kierunek Technologie Ochrony Srodowiska, Specjalno$é: Bioinzynieria Srodowiska),

v' Genetyka z elementami inzynierii genetycznej (seminarium, Wydzial Inzynierii Srodowiska,
kierunek Technologie Ochrony Srodowiska, Specjalno$é: Bioinzynieria Srodowiska),

v' Rewaloryzacja $rodowiska (seminarium, Wydziat Inzynierii Srodowiska, kierunek Technologie
Ochrony Srodowiska, specjalnos¢: Bioinzynieria Srodowiska),

v Sanitary biology (wyktad, Wydziat Inzynierii Srodowiska, specjalno$é Environmental Quality
Management)

v Sanitary biology (laboratorium, Wydziat Inzynierii Srodowiska, specjalno$é Environmental
Quality Management),

v' Environmental toxicology (laboratorium, Wydzial Inzynierii Srodowiska, specjalno$é
Environmental Quality Management).

Przygotowatam kompletna instrukcje do ¢wiczen laboratoryjnych dla nowego przedmiotu ,,Genetyka z
elementami inzynierii genetycznej (laboratorium)”. Dodatkowo do tego przedmiotu przetestowatam
warunki prowadzonych procesow, skompletowatam i zaméwitam niezbedne odczynniki oraz instrukcije
obstugi urzadzen uzytkowanych na zajeciach dydaktycznych.

Dodatkowo, dla przedmiotu Sanitary biology ((laboratorium) laboratoria zostaty zmienione w taki
sposdb, aby uczy¢ przeprowadzanie analiz zgodnie z obowigzujacymi normami sanitarnymi §rodowiska
(woda, gleba, odpady, $cieki), co wymagato ponownego przygotowania instrukcji do ¢wiczen w jezyku
obcym.

Do tej pory bytam promotorem dwoch badawczych prac magisterskich. Pierwsza z nich to ,,Usuwanie
wybranych patogenow z wody z wykorzystaniem filtracji na ztozach naturalnych i syntetycznych”.
Praca zostata wykonana we wspotpracy z Uniwersytetem Przyrodniczym. Kolejna dotyczyta ,, Wplywu
wybranych farmaceutykow na aktywno$¢ dehydrogenazowa osadu czynnego”.

Bralam udziat w réznych pracach na rzecz Wydziatu Inzynierii Srodowiska np. poprzez
przeprowadzanie powierzonych mi hospitacji kursow dydaktycznych.

Bylam czlonkiem komisji egzaminacyjnej dla specjalnosci dyplomowania Gospodarka Obiegu
Zamknigtego — Ochrona Klimatu.
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Ponadto przygotowywatam plany i efekty ksztalcenia dla nowych przedmiotéw: Microorganisms and
enzymes in bioeconomy (wyklad i ¢wiczenia projektowe) oraz Microbiology (wyktad i ¢wiczenia
laboratoryjne) dla nowych kierunkéw studiow w jezyku angielskim (Bioeconomy) utworzonego na
Politechnice Wroctawskiej i Uniwersytecie Przyrodniczym we Wroclawiu.

Dodatkowo dla nowo utworzonego Wydzialu Medycznego na Politechnice Wroctawskiej
przygotowatam plany i efekty ksztalcenia dla przedmiotow Biologia medyczna i genetyka (¢wiczenia
laboratoryjne) oraz Mikrobiologia lekarska 1 i 2 (¢wiczenia laboratoryjne), jak rowniez uczestniczytam
w doborze aparatury oraz niezbednych materiatdéw/odczynnikéw do utworzenia w/w wydziatu.

Osiagniecia organizacyjne

v/ 8" Eastern European Young Water Professionals Conference, 2016, Gdansk, Polska, cztonek
Komitetu Organizacyjnego

v’ 9" Eastern European Young Water Professionals Conference, 2017, Budapeszt, Wegry,
cztonek Komitetu Organizacyjnego

v' 14" Students’ Science Conference, 2016, Wroctaw, Polska, cztonek Komitetu
Organizacyjnego

v 15" Students’ Science Conference, 2017, Jelenia Gora, Polska, cztonek Komitetu
Organizacyjnego

Osiagnie¢cia popularyzujace nauke
Wspotorganizowatam wycieczke edukacyjng dla studentow do Miejskiego Przedsigbiorstwa
Wodociagow i Kanalizacji we Wroctawiu w ramach $rodkéw przyznanych przez Komisje Wydzialowa
ds. Finansowania Dziatalnos$ci Studenckiej (rok akademicki 2017/2018).

Jako lider sekcji kota naukowego (Environmental Team, Sekcja Biotechnologia $rodowiska)
przygotowalam réwniez wniosek konkursowy o dofinansowanie badan naukowych pt. ,,Monitoring
ekotoksycznosci $ciekow doptywajacych do oczyszczalni wraz z oceng ich toksycznosci na réznych
etapach oczyszczania”. Jako efekt pracy powstaty dwie publikacje naukowe, ktérych wyniki zostaty
zaprezentowane na studenckiej konferencji naukowej w jezyku angielskim (15th Students' Science
Conference).

Przygotowatam i bratam udziat w ekowarszatach dla uczniow szkoly podstawowe;j i szkot specjalnych.
Warsztaty miaty na celu promowaé zachowania dbania o $rodowisko i wzrost §wiadomosci nt.
oczyszczania miejsc juz zanieczyszczonych.

Koordynowatam takze praktyki uczniéw Technikum Ochrony Srodowiska w ramach promocji wydziatu
i kierunku TOS (przeprowadzenie badan dotyczacych zanieczyszczenia mikrobiologicznego powietrza
wewngtrznego 1 zewngetrznego oraz jakosci wody do picia).

W 2018 roku uczestniczytam rowniez w Dniach Aktywno$ci Studenckiej i Dolnoslaskim Festiwalu
Nauki, promujac koto naukowe Environmental Team oraz Wydziat Inzynierii Srodowiska.

Uczestnictwo w konferencjach naukowych zawsze odgrywato istotng role w mojej aktywnosci
naukowej. Postrzegam je jako mozliwo$¢ poszerzenia wiedzy z obszaru prowadzonej dziatalnosci
naukowej jak rowniez wymiany pogladow, zaprezentowania swoich osiagnie¢ naukowych oraz
integracji $rodowiska naukowego. Wszystko to sprzyja nawigzywaniu i utrzymywaniu wspotpracy
naukowej. Do tej pory uczestniczytam tacznie w 15 konferencjach naukowych o zasiggu krajowym (1)
I miedzynarodowym (14) aktywnie prezentujac swoje osiagniecia podczas sesji plenarnych i
posterowych, m. in.:
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Konferencje krajowe

VIII Konferencja Doktorantow i Mtodych Pracownikéw Nauki ,,Monitoring obrostow biologicznych w
sieci dystrybucji”,11-13 kwietnia 2016, Boguszow-Gorce

Konferencje miedzynarodowe

14th Students' Science Conference, ,,Fish method as one of the possibilities to detect bacteria in the
water supply system.” 22-25 wrze$nia 2016, Wroctaw

8th IWA Eastern European Young Water Professionals Conference, ,, Monitoring of bacterial biofilm
growth by impedance spectroscopy - preliminary research.” 12-14 maja 2016, Gdansk.

XX International Conference for Young Scientists; ,,Biological growth measurement in the newly
created residential areas.” 26-28 kwietnia 2017, Moskwa.

9th IWA Eastern European Young Water Professionals Conference, ,,Comparability biofilm structure
on ITO sensor with forms generated on technical materials.” 24-27 maja 2017, Budapeszt, Wegry,

1st International Conference on Advances in Energy Systems and Environmental Engineering
(ASEEL17), ,,The application of impedance measurement to assess biofilm development on technical
materials used for water supply system construction.” 2-5 lipca 2017, Wroctaw, Polska,

15th Students' Science Conference, ,,Bioluminescent bacteria aliivibrio fischeri: useful agents in
ecotoxicological studies.”, 21-24 wrze$nia 2017, Jelenia Gora, Polska,

15th Students' Science Conference, ,,Biotests and bioindication superiority over chemical-physical
methods in ecotoxicology studies.”, 21-24 wrzesnia 2017. Jelenia Gora, Polska,

1st International Conference on Advances in Energy Systems and Environmental Engineering
(ASEE17), ,,Microbiological stimulation of phytoremediation process using Salvinia natans to mercury
contamined water”. 2-5 lipca, 2017, Wroctaw, Polska

9th Conference on Interdisciplinary Problems in Environmental Protection and Engineering, EKO-
DOK, ,Biofilm biodiversity presented by fluorescent in situ hybridisation.”, 23-25 kwietnia 2017,
Boguszow-Gorce, Polska,

International Conference ISGRS, ,,The presence of antibiotic resistance genes in resistant strains
isolated from tap water in Wroclaw”, 3-6 pazdziernik 2018, Stambut, Turcja.

International Conference ISGRS, ,,The differences in the processes of biofilm colonization on material
used for water supply system construction”, 3-6 pazdziernik 2018, Stambut, Turcja.

2nd International Conference on Advances in Energy Systems and Environmental Engineering
(ASEE19), ,,Biodiversity of organisms inhabiting the water supply network of Wroctaw. Detection of
pathogenic organisms constituting a threat for drinking water recipients.” 9-12 czerwca 2019, Wroclaw,
Polska,

11th IWA Eastern European Young Water Professionals Conference, ,,Detection of Legionella spp. and
E. coli pathogens in the water supply system in Wroclaw.”, 1-5 pazdziernika 2019, Praga, Czechy,
11th IWA Eastern European Young Water Professionals Conference, ,,Search for materials used for tap
water transmission reducing the capacity for development of biofilm — preliminary research”, 1-5
pazdziernika 2019, Praga, Czechy.

Uczestnictwo w konferencjach naukowych oraz wymiana do§wiadczen na stazach naukowych zawsze
byla istotng kwestia w mojej karierze naukowej, jednakze przez trwajacg pandemi¢ COVID-19
mobilno$¢ akademicka byta ograniczona (nie mozliwy byt udziat w konferencjach zagranicznych oraz
w odbywaniu dodatkowych stazy).
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7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze poda¢ inne informacje,
wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowe;j.

Urlop macierzynski

Czerwiec 2021 r. — czerwiec 2022 r.

Nagrody

Moja dziatalno$¢ naukowo — badawcza spotkata si¢ z uznaniem ze strony wtadz Uczelni. Jej wyrazem
sa otrzymane nagrody i wyrdznienia:

2015

v' Nagroda Dziekana Wydziatu Inzynierii Srodowiska Politechniki Wroctawskiej w uznaniu
wyrozniajacego wkladu w dziatalnos¢ uczelni w roku 2019.

2016

v" Nagroda JM Rektora Politechniki Wroctawskiej w uznaniu wyrozniajagcego wkiladu w
dziatalnos¢ uczelni w roku 2015.

2020

v" Nagroda JM Rektora Politechniki Wroctawskiej w uznaniu wyr6zniajgcego wkiadu w
dziatalnos¢ uczelni w roku 2019.

2021

v Laureatka konkursu SECUNDUS ogtoszonego przez JM Rektora Politechniki Wroctawskiej
(druga edycja programu),

v" Laureatka konkursu PRIMUS dziatanie 2 (premiowanie publikacji istotnie przyczyniajacych si¢
do wzrostu punktacji ewaluowanych w uczelni dyscyplin naukowych) ogloszonego przez JM
Rektora Politechniki Wroctawskiej (druga edycja programu),

v' Nagroda JM Rektora Politechniki Wroctawskiej w uznaniu wyrOzniajgcego wkiladu w
dziatalnos¢ uczelni w roku 2020.

2023

v Laureatka konkursu SECUNDUS ogtoszonego przez JM Rektora Politechniki Wroctawskiej
(trzecia edycja programu).

Ponadto otrzymalam nagrod¢ na migdzynarodowej konferencji ,,14 Student’s Science Conference” za
najlepsza prezentacje i napisany artykut pt.,,FISH method as one of the possibilites to detect bacteria in
the water supply system" w kategorii Between atoms and molecules (wrzesien 2016).

Podczas studiéw doktoranckich i zatrudnienia na Wydziale Inzynierii Srodowiska uczestniczylam
w licznych szkoleniach, podnoszacych kwalifikacje zawodowe:

1. ,,Praktyczne szkoleniu z zakresu toksycznosci srodowiskowej” — praktyczne zapoznanie z biotestami:
Microtox, Spirotox, Thamnotoxkit, Daphnia (2016),

2. ,,0cena sekwencji DNA. Projektowanie starterow i sond do PCR i gPCR” (2017),

3. ,,Real Time PCR” zapoznanie z przebiegiem qPCR, kluczowymi parametrami wplywajacymi na
wynik reakcji, sposobami optymalizacji reakcji, doborem wtlasciwych genow referencyjnych,
normalizacjg ekspresji oraz analiza wynikow (2018),
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4. ,Filogenetyka Molekularna” — Zapoznanie z poszczegélnymi etapami analizy — od wyboru
sekwencjiDNA do zbudowania, oceny i interpretacji drzewa filogenetycznego (UPGMA, Neighbor-
Joining, Maximum Likelihood, Maksymalna Parsymonia, wnioskowanie bayesowskie) (2018),

5. ,,Zastosowanie techniki Real-Time PCR w analizie ekspresji genoéw i detekcji mikroorganizméow”,
szkolenie praktyczne (2018),

3. "FISHing Bacteria”, DeINAM's Summer School 2 — szkolenie z zakresu przygotowana probek
srodowiskowych do fluorescencyjnej hybrydyzacji wraz z prezentacja wynikow, Universidade do Porto
(2021).
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