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Pollution 2016. 227: 302; DOI 10.1007/s11270-016-2833.
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016-1155.

(30 pkt. MNiISW; 1,915 IF)
6. Lenart-Boron A., Wolanin A., Jelonkiewicz E., Zelazny M. The effect of anthropogenic
pressure shown by microbiological and chemical water quality indicators on the main rivers of

Podhale, southern Poland. Environmental Science and Pollution Research 2017. DOI:
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Oswiadczenia wspotautordow publikacji znajdujg sie w zatgczniku 6. Opis mojego udziatu, w tym
procentowego, w wykonaniu powyzszych prac zawiera zatgcznik 4, p. | B. Kopie prac zostaty
zebrane w zatgczniku 5.

c) omowienie celu naukowego ww. pracy i osiggnietych wynikow wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie

Podhale jest regionem kulturowym, usytuowanym w potudniowej Polsce, na potnoc od
Tatr. Gtdwne miasta tego regionu to Nowy Targ, bedacy jego stolicg oraz Zakopane — cieszacy
sie najwiekszg popularnoscig polski osrodek turystyki zimowej (Chrobak 2014). Obszar ten
charakteryzuje sie ogromnym potencjatem turystycznym, wynikajagcym z unikalnych cech
geologicznych i geomorfologicznych. Rozwdj turystyki na Podhalu rozpoczat sie w drugiej
potowie XX wieku, natomiast po 1989 roku wskutek zachodzgcych przemian, ktére umozliwity
rozkwit przedsiebiorczosci ludnosci Podhala, rozwdj hoteli, pensjonatéw i ustug
kwaterodawczych osiggnat skale niespotykang w innych czesciach kraju (Ustupski 2007).

Pomimo szeregu korzysci spotecznych i ekonomicznych, wynikajgcych z ekspans;ji
turystyki w regionach niezagospodarowanych przemystowo, nadmierny jej rozwdj moze takze
wywofa¢ negatywne skutki dla funkcjonowania s$rodowiska przyrodniczego (Hetdak i
Szczepanski 2011). Wspomniany rozwdj nie tylko turystyki, ale takze osadnictwa i rolnictwa w
badanym regionie wptynat na wzrost antropopresji na rdézne elementy przyrodnicze, a w
szczegblnosci na jakos¢ wdd powierzchniowych — gtéwnie rzek i potokéw. Jest to spowodowane
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przede wszystkim znacznym zwiekszeniem poboru wody z rzek oraz zanieczyszczeniem rzek
Sciekami. Zwiekszony pobdr wody z rzek wynika z koniecznosci zaopatrzenia rozrastajgcych sie
miejscowosci w wode pitng lub do celdw gospodarczych, a takze pobierania nieraz ogromnych
ilosci wody do celdw sztucznego nasniezania takze rosngcej na Podhalu liczby stokdw
narciarskich (Krgz 2012). Z kolei zanieczyszczenie $ciekami rzek spowodowane jest przede
wszystkim zrzutami z oczyszczalni, ktérych sie¢ (a przez to réwniez wydajnosé) jest
nieproporcjonalnie mata w stosunku do zwiekszajgcej sie z roku na rok ilosci koniecznych do
oczyszczenia $ciekdow. Wsrdd innych czynnikdw wymieni¢ nalezy nielegalne odprowadzanie
Sciekdw z szamb w miejscowosciach nieskanalizowanych, doptyw $ciekéw (przede wszystkim
gnojowicy z hodowli zwierzat), wyptywajgcych ze Zle uszczelnionych zbiornikéw lub celowo
utylizowanych na uzytkach rolniczych, sptywy powierzchniowe zawierajagce nawozy z pdl
uprawnych oraz zanieczyszczenia z miejsc, w ktdrych mieszkancy pozbywajg sie ptynnych
odpadéw.

W ogdlnym ujeciu, jakos¢ wod powierzchniowych uwarunkowana jest szeregiem
czynnikdéw, zarowno naturalnych i antropogenicznych. Wystepowanie wymienionych wczesniej
punktowych, badZ powierzchniowych Zrédet zanieczyszczen uzaleznione jest od sposobu
uzytkowania terenu. Czynniki naturalne natomiast obejmujg strukture geologiczng terenu,
warunki pogodowe, wptywajgce z kolei na ilos¢ sptywéw powierzchniowych oraz przeptywy w
rzekach i potokach, a takze pokrycie terenu i cykl wegetacji (Bartram i Ballance 1996).

Coraz czestsze i silniejsze zanieczyszczenie wod powierzchniowych, a takze rosnaca
Swiadomos¢ dotyczgca konsekwencji z tym zwigzanych sprawita iz obecnie przykfada sie
wiekszg wage do oceny stopnia zanieczyszczenia wdd, identyfikacji jego Zrddet i badania
potencjalnych nastepstw (Whitman i Nevers 2004). Identyfikacja zZrédet i stopnia
zanieczyszczenia wod powierzchniowych stanowi zatem bardzo wazny element badan
srodowiskowych, ktdorych ostatecznym celem jest zapewnienie skutecznych rozwigzan,
majacych zapobiec wspomnianemu zanieczyszczeniu oraz zniwelowaniu jego ewentualnych
skutkéw. Jednym z wyzwan w tym aspekcie jest odpowiednie zaplanowanie programu
badawczego, zaréwno pod wzgledem liczby i zageszczenia punktédw badawczych, jak i czestosci
poboru préb do badani. Istnieje szereg warunkdw, moggcych wptyngé na obserwowang
liczebnos$¢ drobnoustrojéw wskaznikowych, a w szczegdlnosci bakterii katowych takich jak
Escherichia coli. Najwazniejsze sposrdd nich to lokalizacja i gestos¢ punktéw badawczych, liczba
powtdrzen i czestotliwo$¢ pobierania (Meays i in. 2006; Leecaster i Weisberg 2001), a takze
pora dnia, o ktérej wykonywany jest pobdr (Whitman i Nevers 2004).

Istniejg takze doniesienia sugerujace, ze niektdre rodzaje i gatunki bakterii, rowniez tych
chorobotwérczych, sg w stanie przetrwaé proces produkcji sztucznego Sniegu, ktory polega na
krotkotrwatym zamrozeniu woéd (Parker i in. 2000). Zjawisko to moze powodowaé realne
zagrozenie dla uzytkownikéw stokéw i pracownikdw obstugi, w sytuacji gdy wody stuzgce do
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sztucznego $niezenia sg silnie zanieczyszczone. Wspomniane zagrozenie dla zdrowia ludzi
majacych kontakt z zanieczyszczonymi wodami powierzchniowymi i wyprodukowanego z nich
sztucznego $niegu na stokach wynika z kilku czynnikdéw. Po pierwsze, pomimo iz niektére
bakteriologiczne wskazniki zanieczyszczenia katowego nie sg patogenami, ich obecnos¢ moze
Swiadczy¢ o obecnosci mikroorganizméw bezwzglednie chorobotwdrczych, takich jak Vibrio
cholerae, Salmonella spp. czy Shigella spp. (Cabral 2010). Ponadto, niektére mikroorganizmy
typowo katowe sg jednoczesnie potencjalnymi patogenami, jak np. wiele szczepdw Escherichia
coli, ktére mogag powodowac zaréwno niegrozne infekcje uktadu pokarmowego (np. biegunka)
jak i moczowego (Kaper 2005), a wsrdod ktérych wyréznié mozina réwniez szczegdlnie
niebezpieczne serotypy (ETEC - enterotoksyczne, EHEC - enterokrwotoczne i EIEC -
enteroinwazyjne) (Cabral 2010).

Ostatnim, jednak niemniej waznym zjawiskiem, o ktéorym warto wspomnie¢, jest
narastajaca lekoopornos¢ mikroorganizméw — zaréwno chorobotwodrczych jak i potencjalnie
chorobotwérczych oraz komensalnych, ktére mogg stanowié rezerwuar gendéw lekoopornosci
dla bakterii bezwzglednie chorobotwdrczych (Holvoet i in. 2013). Szybkie rozprzestrzenianie sie
gendéw lekoopornosci drogg horyzontalnego transferu gendéw, ktéry moze zachodzi¢ réwniez
miedzy gatunkami niespokrewnionymi ze sobg, skutkuje wzrostem czestosci zachorowan i
zgonodw ludzi (Zabtotni i Jaworski 2014). Obecnos¢ lekoopornych bakterii w srodowisku stanowi
zatem bezposrednie zagrozenie dla zdrowia ludzi, przyktadowo poprzez wykorzystywanie wod
powierzchniowych do nawadniania pél uprawnych, jako Zrédet wody pitnej czy w celach
rekreacyjnych (WHO 2014). Wynika stad wprost konieczno$¢ monitorowania rozprzestrzeniania
sie szczepdw bakterii opornych w s$rodowisku naturalnym cztowieka. Udziat lekoopornych
bakterii komensalnych moze stanowié¢ jasne odzwierciedlenie presji selekcyjnej wywieranej na
mikroorganizmy w srodowisku. Sugeruje sie, ze poziom lekoopornosci u Escherichia coli moze
by¢ fatwym do oszacowania i przydatnym wskaznikiem skali opornosci u bakterii bezwzglednie
chorobotwdrczych (van den Bogaard i Stobberingh 2000; Holvoet i in. 2013).

Cel i zakres badan

Najwiekszym zbiornikiem wodnym na Podhalu i jednym z najwiekszych sztucznych jezior
w Polsce jest Jezioro Czorsztynskie, powstate w latach 1975-1997 dzieki spietrzeniu wdd
Dunajca zaporg ziemng (Kozielska-Sroka i Che¢ 2009). Rzeka Biatka jest, obok Dunajca, drugim
doptywem Jeziora Czorsztynskiego. Obydwie rzeki ptyng przez tereny uznawane za jedne z
najczystszych w Polsce, a zarazem jedne z najbardziej atrakcyjnych turystycznie regionéw.

Biorgc pod uwage wachlarz sposobdéw i skale uzytkowania wody na Podhalu, bardzo
wazne jest uzyskanie jak najdoktadniejszych informacji dotyczacych jej jakosci. Dotyczy to zmian
sezonowych jakosci wéd, identyfikacji Zrédet zanieczyszczenia, wptywu sposobdéw uzytkowania
terenu na stopien zanieczyszczenia wdd, a takze krazenia mikroorganizmow wskaznikowych w
wybranych elementach s$rodowiska wskutek intensywnego uzytkowania wody w celu
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sztucznego nasniezania stokow oraz identyfikacji zwigzanych z tym potencjalnych zagrozen dla
zdrowia ludzi.

Gtéwny cel badan obejmowat ocene zmian sezonowych i przestrzennych jakosci
mikrobiologicznej wod gtoéwnych rzek na terenie Podhala wraz z Jeziorem Czorsztynskim, biorgc
takze pod uwage rozprzestrzenienie sie w srodowisku wodnym lekoopornych szczepdéw
Escherichia coli. Kilkuletnie badania, polegajgce na analizie zmian sezonowych oraz
przestrzennych  stezenia  mikroorganizméw  bedacych  wskaznikami  jakosci  wdéd,
przeprowadzono na obszarze nieobjetym dotychczas tego typu badaniami - wzdtuz rzek Biatki,
Zakopianki, Czarnego i Biatego Dunajca, Dunajca oraz przed i za Jeziorem Czorsztyriskim.
Umozliwito to uzyskanie danych z zakresu mikrobiologii i hydrochemii dotyczacych catego
polskiego obszaru zlewni Jeziora Czorsztynskiego.

Przeprowadzono réwniez ocene rozpowszechnienia szczepdw Escherichia coli opornych
na antybiotyki, posiadajgcych typ opornosci ESBL (ang. extended spectrum beta lactamases —
beta laktamazy o rozszerzonym spektrum substratowym) oraz geny kodujgce te enzymy.
Badania te wykonano w kilkunastu punktach wzdtuz rzek Podhala.

Badania liczebnosci mikroorganizméw wskaznikowych oraz lekoopornosci E. coli
przeprowadzono takze dla prébek sztucznego sniegu wytworzonego na stacjach narciarskich,
ktorych ujecia wody do $niezenia zlokalizowane byty zaréwno w punktach mikrobiologicznie
czystych jak i zanieczyszczonych.

Nadrzednym celem wymienionych eksperymentéw byta ocena zagrozen
srodowiskowych, a takze zagrozen zdrowotnych dla turystéw i mieszkancéw korzystajgcych z
zasobow wod powierzchniowych i stokéw narciarskich w rejonie Podhala, oraz pracownikéw
badanych stacji narciarskich. Opisywane badania nie byty dotychczas prowadzone w takiej skali
i dostarczg unikalnych wynikéw w zakresie biotechnologii $Srodowiskowej i ekologii
drobnoustrojow.

Opis uzyskanych wynikow

Prace B.1. i B.2. powstaty w efekcie kilkuletnich badan przeprowadzonych wzdtuz rzeki
Biatki oraz na jej doptywach (strumieniach Czerwonka oraz Bryjéw) znajdujgcych sie w
bezposrednim sgsiedztwie jednego z najwiekszych osrodkéw narciarskich na Podhalu. W pracy
B.1., w oparciu o dwuletnie badania, przesledzono zmiennos¢ przestrzenng i sezonowg
liczebnosci  mikroorganizméw oraz wybranych parametrow fizykochemicznych  wadd
powierzchniowych w osmiu punktach wzdtuz rzeki Biatki i na wspomnianych doptywach.
Podjeto probe identyfikacji Zrédet zanieczyszczen rzeki, ktérej 25-km odcinek objety jest
programem Natura 2000, i ktéra dotychczas postrzegana byta jako jedna z najczystszych rzek w
Polsce. Analizie poddano réwniez zaleznosci pomiedzy liczebnoscia mikrobiologicznych
wskaznikéw jakosci wod oraz ich wybranymi parametrami fizykochemicznymi. Analize wynikéw
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oparto m.in. o technike PCA (ang. Principal Component Analysis — analiza sktadowych gtéwnych)
w celu zidentyfikowania dominujacych czynnikéw ksztattujgcych jakos¢ wéd, oczekujac iz
metoda ta umozliwi doktadne zrozumienie ztozonych proceséw zachodzgcych w badanej
zlewni. W badaniach przy uzyciu filtracji membranowej oznaczono liczebnos¢ bakterii grupy
coli, Escherichia coli, Enterococcus faecalis i Clostridium redukujgcych siarczyny. Metoda
seryjnych rozcienczen oznaczono liczbe bakterii mezofilnych, psychrofilnych, gronkowcow,
grzybéw plesniowych oraz Salmonella spp.. W Instytucie Geografii i Gospodarki Przestrzennej
Uniwersytetu Jagiellonskiego oznaczono parametry fizykochemiczne — odczyn, przewodnosc
elektryczng oraz wykorzystano metode chromatografii jonowej w celu oznaczenia stezenia
jonéw NH4*, NO3, NO, i PO,

Liczebnos¢ mikroorganizméw w wodach wahata sie znacznie, zaréwno w ujeciu
czasowym jak i przestrzennym. Najmniejsze stezenia mikrobiologicznych wskaznikéw
zanieczyszczenia katowego wystepowaty w punktach: Bryjow Zrédio (w goérnym biegu
strumienia ptyngcego w bezposrednim sgsiedztwie najwiekszego w rejonie osrodka
narciarskiego Kotelnica Biafczanska), gdzie stwierdzono najmniejszg zawarto$é bakterii grupy
coli, oraz w tysej Polanie (Tatrzanski Park Narodowy- TNP), w ktérym badane wskazniki nie
wystepowaty, badz ich $rednia liczebno$¢ w 100 ml wody byta niemal zaniedbywalna. W
punkcie tysa Polana stwierdzono ponadto najmniej bakterii psychrofilnych oraz grzybodw;
natomiast najmniej gronkowcéw i bakterii mezofilnych wystepowato w punkcie Bryjow zrddto.
W odniesieniu do fizykochemicznych parametréow jakosci wdd, najmniejsze wartosci
stwierdzano w punktach tysa Polana (przewodnos¢ elektryczna), przed oczyszczalnig (before
STP - NO,, PO.>), ujecie (intake - NO3) oraz Bryjéw zrédto (NO5). Z kolei punkt znajdujacy sie w
poblizu zrzutu Sciekdw z gminnej oczyszczalni byt najbardziej zanieczyszczony, zaréwno pod
wzgledem mikrobiologicznym jak i fizykochemicznym. Biorgc pod uwage zmiennos¢ sezonowa
badanych parametréw, wykazano iz liczba bakterii grupy coli, E. coli i E. faecalis znacznie
wzrasta w dwdch okresach roku — zimg, w czasie tzw. ,wysokiego sezonu narciarskiego” (luty-
marzec) oraz w okresie wakacji letnich (lipiec — sierpien). Stwierdzono, iz zmiany natezenia
ruchu turystycznego na badanym obszarze sg jednym z najwazniejszych czynnikdéw
wptywajacych na jakos¢ wod powierzchniowych. Jest to efektem znacznego wzrostu stezenia
tadunku zanieczyszczen — zaréwno w oczyszczalni $ciekdw, ktérej wydajnos¢ w newralgicznych
okresach jest niewystarczajgca, jak i poprzez odprowadzanie $ciekow z gospodarstw domowych
- tzw. kwater prywatnych - bezposrednio do rzeki Biatki. Takze parametry fizykochemiczne
podlegajg znacznym sezonowym zmianom, jednak zaobserwowane wahania nie sg efektem
jedynie czynnikdéw antropogenicznych, lecz zwigzane sg rdwniez z naturalnym cyklem
zachodzgcym w przyrodzie — m.in. zmianami temperatury wody wraz ze zmianami temperatury
powietrza. Znaczny spadek przewodnosci elektrycznej w miesigcach wiosennych zwigzany jest z
rozcienczaniem woéd w efekcie doptywu wdd z roztopdw, a zmiany stezen jondw wynikajg z ich
wymywania z pokrywy $nieznej lub pobierania przez rosliny w sezonie wegetacyjnym.
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Zastosowanie metody PCA pozwolito podzieli¢ badane punkty na trzy grupy, rdéznigce sie
dominujgcymi czynnikami, ksztattujgcymi jako$¢ wéd. W grupie pierwszej znalazty sie punkty
tysa Polana (TPN), potok Bryjéw oraz jego zrddto, w ktérych dominujg czynniki zwigzane ze
zjawiskami naturalnymi takimi jak sptyw powierzchniowy, doptyw zwiekszonych stezen jondéw i
bakterii glebowych w trakcie roztopdéw, czy doptyw bakterii znajdujgcych sie w odchodach
owiec wypasanych wiosng i latem na stokach Kotelnicy. Kolejne trzy punkty - oczyszczalnia
Sciekdw, ujecie oraz Trybsz stworzyty grupe, w ktérej dominujgcymi czynnikami ksztattujgcymi
jakos¢ wod s te zwigzane z dziataniem cztowieka, w gtdwnej mierze poprzez doptyw Sciekdw —
zaréwno zrzut niedostatecznie oczyszczonych z oczyszczalni, jak i ich odprowadzanie z
niepodtgczonych do sieci kanalizacyjnej gospodarstw domowych bezposrednio do rzeki Biatki.
W ostatniej, trzeciej, grupie znalazty sie dwa punkty: przed oczyszczalnig sciekéw oraz potok
Czerwonka. W grupie tej zidentyfikowano dwa réwnowazne czynniki: zmieniajgcy sie w ciggu
roku doptyw Sciekdw zwigzany z natezeniem ruchu turystycznego oraz zjawiska naturalne takie
jak doptyw mikroorganizméw i jonéw w trakcie roztopow, z wymywania gleb lub sptywéw
powierzchniowych.

Podsumowujgc — badania opisane w pracy B.1. dostarczyty nieoczekiwanych wynikéw,
na podstawie ktérych stwierdzono, ze wody rzeki Biatki — uznawane dotychczas za jedne z
najczystszych w Polsce, s3 w znacznym stopniu zanieczyszczone, gtdwnie mikrobiologicznie.
Rzeka ta ptynie przez tereny objete prawng ochrong, a szczegdétowe badania mikrobiologiczne
nie byly wczesniej prowadzone w zakresie opisanym w pracy B.1. Stwierdzono, ze gtéwnym
zréodtem zanieczyszczedn sg Scieki, pochodzgce z niewystarczajgco efektywnie dziatajgcej
oczyszczalni oraz z gospodarstw domowych, stuzgcych jako kwatery prywatne dla licznie
odwiedzajgcych badany rejon turystow. Zaobserwowane zanieczyszczenie jest bardzo silne —
najwyzsza liczebnos$¢ Escherichia coli (dane nieprzedstawione w pracy B.1.) przy oczyszczalni
wyniosta prawie 1,2 min jtk/100 ml wody, a srednia zawartos¢ w tym punkcie to 250 tys.
jtk/100 ml, co jest wartoscig 35-krotnie wyzszg niz np. najwyzsza s$rednia liczebno$é E. coli
odnotowana przez Nnane i in. (2011) w poblizu oczyszczalni Sciekdw przy rzece Ouse w
potudniowo-wschodniej Anglii, ptynacej przez tereny gtdéwnie zagospodarowane rolniczo,
jednak wzdtuz ktérej zlokalizowanych jest az 20 oczyszczalni Sciekéw. Wskazano, ze sezonowe
wahania natezenia ruchu turystycznego sg jednym z najwazniejszych czynnikdw wptywajgcych
na obnizenie jakoSci wody. Sezonowos¢ zjawisk naturalnych jest drugim waznym czynnikiem
ksztattujgcym obserwowane zmiany. Wyodrebnienie grup, w ktérych czynniki te majg rézny
udziat oraz wykazanie zaleznosci pomiedzy mikrobiologicznymi wskaznikami jakosci i
parametrami fizykochemicznymi byto mozliwe dzieki zastosowaniu metody statystycznej PCA.
Istotnym osiggnieciem byto réwniez wykazanie dwéch probleméw na badanym obszarze —
braku wydajnosci gminnej oczyszczalni $ciekdw oraz niedostateczny stopien skanalizowania w
gminie Bukowina Tatrzanska.
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Praca B.2. stanowi kontynuacje badan przedstawionych w pracy B.l., a zarazem
doktadng analize obserwacji czynnikdéw ksztattujgcych zmiennosc jakosci wéd. Przedstawiono tu
wyniki trzyletnich badan zmian stezen mikrobiologicznych wskaznikéw jakosci wéd (bakterii
grupy coli, Escherichia coli, bakterii mezofilnych i psychrofilnych) oraz biogenéw (jonéw NO;,
NO;, NH." i PO,*). Badania oparto na 35 seriach analiz préb pobranych w pieciu punktach
zlewni rzeki Biatki (na rzece — przed oczyszczalnig, ujecie i Trybsz; oraz doptywy — Czerwonka i
Bryjow). Wyniki poddano statystycznej eksploracji danych przy uzyciu metod PCA oraz CA (ang.
Cluster Analysis — analiza skupien). Ich celem byta identyfikacja zjawisk naturalnych i
antropogenicznych ksztattujgcych sezonowg zmiennos¢ jakosci waod.

W badaniach stwierdzono znaczng zmienno$¢ badanych parametréw, a w szczegdlnosci
wskaznikéw mikrobiologicznych, zaréwno pomiedzy badanymi punktami jak i w przeciggu
okresu badan, wspartg przez wysokie wartosci wspétczynnika zmiennosci (CV). Na podstawie
analizy skupien stwierdzono, iz w zaleznosci od potozenia punktu poboru, dominujg odmienne
czynniki ksztattujgce jakos¢ wod. Przyktadowo, w punktach przed oczyszczalnig, Trybsz i
Czerwonka w miesigcach zimowych stwierdzono dominujacy wptyw czynnikdw zwigzanych z
obstugg ruchu turystycznego, tj. zwiekszonego poboru wody do celdw bytowych oraz
sztucznego $niezenia stokdw w potaczeniu z odprowadzaniem znaczne;j ilosci sciekdw. Drugim
czynnikiem ksztattujgcym jako$¢ woéd w wymienionych punktach jest sezonowo$¢ zjawisk
naturalnych, wsrdd ktéorych obserwujemy rozcienczanie wéd przez topniejgcy $Snieg (niskie
wartosci EC,s-c oraz niskie stezenia biogendw), niosgcy ze sobg znaczny tadunek bakterii,
wyptukiwanych z wierzchniej warstwy pokrywy glebowej. P6Zng wiosng i latem (w czasie okresu
wegetacyjnego) obserwowano niskie stezenia bakterii i biogendéw oraz wysokg temperature
wod. Wdwczas rosliny pobierajg znaczne ilosci substancji biogennych, a mniejsza ilos¢ opaddéw
w okresie letnim oraz mniejsza liczba turystdw sprzyja niskiej liczebnosci bakterii. Niskie
zawartosci bakterii, niskg temperature i wyzsze stezenia biogendw mozna z kolei obserwowac
jesienig (zmniejszona asymilacja sktadnikéw przez rosliny, nizsza temperatura otoczenia,
zerowy ruch turystyczny). Nieco inng sytuacje obserwujemy w punkcie ujecie, zlokalizowanym
na rzece Biafce kilka kilometréw ponizej oczyszczalni sciekdw, gdzie sezonowe zmiany jakosci
uktadajg sie w cztery grupy. Pierwsza z nich zawiera proébki, cechujace sie najwiekszg liczbg
bakterii, wysokimi stezeniami zwigzkéw azotu i fosforu lecz niskim pH. Takie wtasciwosci
charakterystyczne sg dla zimowego okresu najwiekszego ruchu turystycznego, gdy znajdujgca
sie powyzej oczyszczalnia nie jest w stanie wystarczajaco wydajnie oczyscié doptywajacych
Sciekdéw i odprowadza do pobliskiego strumienia wody o niezadowalajgce] jakosci. Pod koniec
sezonu zimowego stwierdzano wysokie stezenia bakterii, wysokg przewodnos$¢ oraz dosc
wysokie stezenia biogendw. Jakos¢ wéd wowczas nadal nie jest zadowalajgca, lecz ze wzgledu
na mniejsze obcigzenie dla oczyszczalni zwigzane z malejagcym ruchem turystycznym, stezenia
wskaznikéw ztego stanu wdd sg zdecydowanie nizsze niz w szczycie sezonu. W grupie 3 znajduja
sie wody o niskiej zawartosci bakterii, niskiej przewodnosci, wysokiej temperaturze, lecz bardzo
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niskich stezeniach zwigzkdw azotu i fosforu. Takie probki zbierane sg latem, gdy niewielki ruch
turystyczny oraz rzadkie opady skutkuja matym tadunkiem zanieczyszczen bakteryjnych, wysoka
temperatura wod to efekt wysokich temperatur powietrza, a asymilacja zwigzkédw biogennych
przez rosliny skutkuje ich niskim stezeniem i przewodnoscig elektryczng. Ostatnia grupa
obejmuje wody o niskich stezeniach bakterii, niskiej temperaturze, wysokiej przewodnosci oraz
podwyzszonych stezeniach jondw amonowych i azotanowych. Wody o takiej charakterystyce
wystepujg pding jesienig/wczesng zimg, przed rozpoczeciem sezonu turystycznego, gdy
obcigzenie dla oczyszczalni $Sciekdow jest niewielkie, podobnie jak intensywnos¢ pobierania
jondéw biogennych przez rosliny.

Zastosowanie metody PCA potwierdzito obserwacje uzyskane na drodze analizy skupien
i pozwolito na uzyskanie dodatkowych informacji na temat proceséw ksztattujgcych zmiany
sezonowe zachodzgce w badanych miejscach. Ponownie na przyktadzie punktu ujecie, czynnik 1
wskazuje na istotng ujemng zalezno$¢ pomiedzy odczynem wéd a poziomami bakteryjnych
wskaznikéw jakosci. Zaleznos$¢ tg wyjasni¢ mozna zjawiskiem sptywow powierzchniowych, ktére
moga obnizaé odczyn wody ze wzgledu na fakt iz w bezposrednim sgsiedztwie badanego punktu
znajdujg sie strome stoki porosniete lasami iglastymi. Dodatkowo, woda ze sptywoéw
powierzchniowych czesto zawiera wszystkie badane grupy bakterii, a w szczegdélnosci bakterie
mezofilne i bakterie grupy coli. Czynnik 2 pokazuje ujemng zaleznos¢ pomiedzy liczebnoscig
bakterii mezofilnych, przewodnoscig elektryczng oraz stezeniem jondw NOsz- a temperaturg
wody. Roéwniez tg zalezno$¢ mozina ttumaczyé sezonowoscig procesow zachodzgcych na
badanym obszarze, tym razem jednak gtéwnie sezonowoscig ruchu turystycznego. Niskie
temperatury wéd wystepujg zimga (listopad — marzec), kiedy obserwuje sie znacznie wzmozony
ruch turystyczny, powodujacy drastyczne zwiekszenie ilosci produkowanych sciekdéw, z ktérych
jedynie cze$¢ odprowadzana jest do i tak niewystarczajgco efektywnie dziatajgcej oczyszczalni,
natomiast duza ich ilos¢ dociera bezposrednio do rzeki w postaci nieoczyszczone;j.

W pracy B.2. w sposéb niewatpliwy wykazano istnienie sezonowosci w zmianach jakosci
wod w rzece Biatce. Przeprowadzenie dtugoterminowych badani, a dzieki temu poznanie
lokalnych uwarunkowan, pozwala na doktadniejsze zrozumienie mechanizmoéw zachodzgcych w
zlewniach, a takze zaproponowanie racjonalnych rozwigzan zidentyfikowanych problemdw.
Jednak tego typu badania (takze przeprowadzone w opisywanej pracy) generujg ogromng ilos¢
danych, ktére wymagajg odpowiedniego podejscia aby mozliwa byta ich poprawna
interpretacja. Zastosowanie wielowymiarowych testéw statystycznych - PCA i CA, pozwolito na
wiarygodng identyfikacje czynnikdw ksztattujgcych obserwowang zmiennosé. Analiza skupien
(CA) wykazata w sposéb ewidentny dominacje odmiennych czynnikéw ksztattujgcych jakosé¢
wod w réznych porach roku, natomiast PCA wskazata na znaczacy wptyw w tym wzgledzie
sposobu uzytkowania terenu. Podobne podejscie do bardzo duzego zbioru danych dotyczgcych
jakosci wéd zastosowali Barakat i in. (2016) w badaniach rzeki Oum Er Rbia w Maroku, czy
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Phung i in. (2015) w badaniach wdd Delty Mekongu (Wietnam). Podobnie jak w pracy B.2.,
zastosowanie wielowymiarowych metod statystycznych pozwolito na identyfikacje Zrédet
zanieczyszczen wody i czynnikdw wptywajgcych na jej jakosé¢, a takze na ocene przestrzenne;j i
sezonowej zmiennosci jakosci wdod, co jest elementem niezbednym aby zaproponowac
skuteczne rozwigzania.

W publikacjach B.3. i B.4. opisano wyniki eksperymentéw dobowych przeprowadzonych
w zlewni Biatki, majacych na celu precyzyjng ocene zmian jakosci wéd w rzece w efekcie
dziatania gminnej oczyszczalni Sciekdw. Badania przeprowadzono w okresie ferii zimowych,
podczas ktdrych okolice Biatki Tatrzanskiej odwiedzane sg przez setki tysiecy turystéow, co
skutkuje znacznym pogorszeniem jakosci wdéd w rzece, zwtaszcza w jej odcinkach potozonych
przy zrzucie $ciekdw z oczyszczalni oraz do kilku kilometréw w dot biegu rzeki. W obydwu
pracach préby wéd do badan pobierano w trzech punktach — przed oczyszczalnig, przy zrzucie
Sciekdw z gminnej oczyszczalni oraz kilka kilometrow w dét biegu rzeki Biatki, w miejscowosci
Biatka Tatrzanska, w punkcie gdzie ujmowana jest woda do sztucznego $niezenia stokow
Kotelnicy.

W pracy B.3. prébki pobrano czterokrotnie w ciggu doby, w odstepach kilkugodzinnych.
Analizie poddano tgcznie 12 probek, w ktérych oznaczono liczebnos¢ podstawowych
wskaznikéw stanu sanitarnego wod — Escherichia coli, Enterococcus faecalis i bakterii
mezofilnych. W punkcie przed oczyszczalnig liczebnos¢ bakterii mezofilnych wahata sie od 3 do
ok. 160 jtk/ml, E. coli od 6 do ok. 90 jtk/100 ml, a E. faecalis nie stwierdzono, co pozwolito
zaklasyfikowaé wode w tym punkcie jako niezanieczyszczong (kategoria Al lub A2). Obecnosc
bakterii E. faecalis (15-70 jtk/ 100 ml) stwierdzono jedynie w punkcie przy oczyszczalni sciekow,
w ktorym jakos¢ wéd jest bardzo staba — liczba bakterii mezofilnych wahata sie od ok. 13 tys.
jtk/ml do ponad 3 min jtk/ml, a E. coli od ok. 3 tys. jtk/100 ml do 590 tys. jtk/100 ml. W punkcie
ujecie wody rzeki Biatki byty duzo mniej zanieczyszczone, jednak stezenie bakterii
wskaznikowych byto w nich wyzsze niz przed oczyszczalnia. Liczba bakterii mezofilnych wahata
sie tam od 140 do ponad 1400 jtk/ml, a E. coli od ok. 60 do 250 jtk/100 ml. Na podstawie
wynikéw badan stwierdzono, iz zanieczyszczenie wod w Biatce podlega cyklicznym zmianom w
ciggu doby, co uzaleznione jest od rytmu pracy gminnej oczyszczalni sciekow. Trafiajgce do wéd
mikroorganizmy, pomimo iz ulegajg rozcienczaniu i sedymentacji, to nadal przyczyniajg sie do
obnizenia jakosci wody w obszarach potozonych w dét biegu rzeki.

Badania opisane w publikacji B.3. staty sie przyczynkiem do przeprowadzenia
doktadniejszych i bardziej rozbudowanych oznaczen, ktérych wyniki przedstawiono w pracy
B.4.. Prébki pobrano w tych samych miejscach, natomiast w kazdym punkcie préby zebrano 12-
krotnie, w odstepach 2-4 godzinnych, w przeciggu 36 godzin. W trakcie poboru mierzono
temperature wody, pH, przewodnos$¢ elektryczng oraz zawarto$¢ tlenu rozpuszczonego.
Nastepnie w laboratorium oznaczono liczebnos¢ E. coli, E. faecalis i bakterii mezofilnych, oraz
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zbadano stezenie kilkunastu jonéw, w tym biogendw. Interpretacje danych przeprowadzono z
uzyciem narzedzi statystycznych, gdzie oprdécz podstawowych testéw (podstawowe statystyki
opisowe, test T, ANOVA, korelacja Spearman’a) zastosowano analize sktadowych gtéwnych
(PCA) w celu identyfikacji czynnikéw ksztattujgcych zmiennos¢ analizowanych parametréw
chemicznych i mikrobiologicznych oraz ich wzajemne zaleznosci w badanych punktach zlewni.

W pracy B.4. w zadnej z probek nie stwierdzono E. faecalis, natomiast E. coli
wystepowaty w kazdej z badanych wéd w znacznie wahajgcych sie stezeniach. Na tej podstawie
stwierdzono, ze zanieczyszczenie w badanych punktach jest najprawdopodobniej skutkiem
doptywu S$ciekdw zawierajgcych ludzkie odchody. Whniosek ten oparto na badaniach
Swiadczacych o tym, ze w ludzkich odchodach bakterie grupy coli i E. coli liczebnie znacznie
przewyzszajg E. faecalis (Sinton i in. 1998), oraz ze jesli stosunek liczby bakterii grupy coli typu
katowego do E. faecalis jest wiekszy niz 4, to mamy do czynienia z zanieczyszczeniem wéd o
pochodzeniu ludzkim; gdy stosunek ten wynosi 0,7 i mniej — zanieczyszczenie jest pochodzenia
zwierzecego (Cabral 2010). Podobnie jak w pracy B.3., stezenie E. coli w wodach réznito sie
znacznie pomiedzy badanymi punktami, a takze podlegato silnym wahaniom w poszczegdlnych
godzinach. Najmniejszg zmiennos¢ stwierdzono w punkcie najczystszym, tj. przed oczyszczalnig,
gdzie stezenie tych bakterii wahato sie miedzy 17 a 164 jtk/100 ml. Z kolei w punkcie przy
oczyszczalni liczebnos$¢ E. coli wynosita od 71 tys. jtk/100 ml do nawet 1,5 miIn jtk/100 ml. Dos¢
znaczne wahania, tj. od 14 do niemal 2500 jtk/100 ml stwierdzono przy ujeciu wéd do
sztucznego s$niezenia stokéw Kotelnicy. Podobnie ksztattowata sie zmiennos¢ liczebnosci
bakterii mezofilnych w badanych prébkach wdéd — najmniejsze $rednie stezenia i najmniejszg
zmiennos¢ stwierdzono przed oczyszczalnig, podczas gdy punkt przy oczyszczalni
charakteryzowat sie bardzo silnym zanieczyszczeniem, majac takze wptyw na obnizenie jakosci
wod w punkcie ujecie. Rdwniez stezenie jondw zwigzanych z zanieczyszczeniem pochodzenia
antropogenicznego (np. NH.", NO3, PO43') wahato sie znacznie. Przyktadowo w punkcie przy
oczyszczalni zaobserwowano 10-krotne i 25-krotne réznice w stezeniu odpowiednio jonédw NH,4"
i PO,>, natomiast w punkcie ujecie réznice w stezeniu NH," byty nawet 35-krotne.

Na podstawie analizy PCA wytypowano dominujgce czynniki ksztattujgce jakosé wéd w
badanych punktach. W punkcie przed oczyszczalnig silna zaleznos¢ miedzy liczbg bakterii
mezofilnych, E. coli i NHs" oraz NO; wskazata na oddziatywanie czynnikéw pochodzenia
antropogenicznego, tj. doptywu S$ciekdw do wdd. Réwniez przy oczyszczalni jasno wykazano
wptyw doptywu Swiezych, nieoczyszczonych sciekdw na pogorszenie jako$ci wéd. Na podstawie
stosunku jondw NO3 i NH,4" stwierdzono iz $cieki te mogty zosta¢ odprowadzone z oczyszczalni,
w ktérej proces nitryfikacji nie zachodzi, badz zachodzi niewydajnie (Bothe i in. 2000). W
punkcie ujecie stwierdzono istnienie dwdch czynnikow ksztattujgcych jakos¢ wadd, tj. staty
doptyw Sciekdw pochodzenia antropogenicznego do rzeki Biatki oraz rézinice w aktywnosci
dobowej ludnosci skutkujacej zmniejszonym doptywem sciekdw w nocy. Pozwala to na
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zwiekszenie efektywnosci dziatania oczyszczalni obserwowanej m.in. jako zwiekszenie
efektywnosci procesu nitryfikacji (wyzsze stezenia NO3').

Wyniki uzyskane w badaniach zaprezentowanych w pracach B.3. i B.4. wskazujg na
ogromne zrdéznicowanie pozioméw wskaznikow jakosci wod, zaréwno na przestrzeni kilku
kilometréow (odlegto$¢ punktu przed oczyszczalnig do punktu ujecie nie przekracza 3 km wzdtuz
biegu rzeki) jak i w przeciggu mniej niz dwdch dni (21-krotne réznice w liczebnosci E. coli przy
oczyszczalni sciekéw w odstepie maksymalnie 4 godzin). Podobnie Meays i in. (2006) w
badaniach zmiennosci dobowej liczebnosci i zrédet pochodzenia E. coli w trzech strumieniach w
Kolumbii Brytyjskiej, a takze Whitman i Nevers (2004) w badaniach przeprowadzonych na
jednej z plaz w Chicago wykazali, ze liczebno$é E. coli moze podlega¢ znacznym wahaniom,
zaréwno na niewielkiej przestrzeni jak i w krétkich odstepach czasu. Na podstawie opisanych
badan stwierdzono, ze uzyskanie wiarygodnych wynikéw, koniecznych do zaproponowania
skutecznych rozwigzan, wymaga bardzo doktadnego poznania zlewni i szczegdtowego
zaplanowania analiz, co czesto jest ogromnym wyzwaniem. Po raz kolejny wykazano, ze
stezenie badanych mikroorganizméw wskazuje na duzo wyzsze zanieczyszczenie wéd niz to,
ktére mozna stwierdzi¢ na podstawie parametréw chemicznych.

W pracy B.5. przedstawiono wyniki badan, w ktérych oceniono czesto$¢ wystepowania
lekoopornych szczepdw Escherichia coli w wodach rzek Biatki i Zakopianki. Prébki pobrano w
jedenastu punktach — szesciu wzdtuz Biatki i pieciu — wzdtuz Zakopianki. Wyizolowane z wéd
szczepy, ktérych przynalezno$¢ gatunkowa potwierdzono technika MALDI-TOF, poddano
badaniu lekoopornosci metodg dyfuzyjno-krazkowa. Wykonano antybiogram podstawowy i
rozszerzony (Gniadkowski i in. 2009; EUCAST 2016), a takze zbadano obecno$¢ mechanizmu
ESBL (beta-laktamazy o rozszerzonym spektrum substratowym, ang. extended-spectrum beta
lactamases) metodg dwéch krgzkéw (Drieux i in. 2008). Przeprowadzono takze testy PCR z
wykorzystaniem starterow specyficznych dla gendw blaCTXM3, blaCTXM9, blaOXA, blaSHV i
blaTEM kodujgcych enzymy mechanizmu opornosci ESBL.

Bakterie E. coli wystepowaty w kazdym z badanych punktéw, jednak w rdznej liczbie
(Srednie wartosci dla rzeki Biatki - od 3 jtk/ 100 ml w punkcie tysa Polana/TPN do ponad 2 min
jtk/100 ml przy zrzucie $ciekdw z oczyszczalni w Bukowinie Tatrzanskiej oraz dla rzeki
Zakopianki — od 910 jtk/100 ml w Nowym Targu do prawie 48 tys. jtk/100 ml przy zrzucie
Sciekdw z oczyszczalni Sciekdéw w Zakopanem), co znalazto odzwierciedlenie w liczbie izolatéw
poddanych dalszym testom. W ogdlnej ocenie jakosci mikrobiologicznej wéd w badanych
punktach, opartej na liczebnosci bakterii Escherichia coli i poréwnanej z warto$ciami zawartymi
w Rozporzadzeniu Ministra Srodowiska z dn. 11 lutego 2004, stwierdzono ze woda w pieciu
(Biatka — oczyszczalnia oraz ujecie; Zakopianka — przed szpitalem, za oczyszczalnig oraz most w
Poroninie) sposrdd jedenastu badanych punktow nalezy do 4 i 5 klasy jakosci. Oznacza to, ze
wody w wymienionych punktach sg niezadowalajacej i ztej jakosci i nie nadajg sie do spozycia
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przez ludzi. Natomiast poréwnanie liczebnosci E. coli z Dyrektywg PE dot. Zarzgdzania jakoscig
wody w kapieliskach (2006) wykazato, ze jedynie wody w punkcie za oczyszczalniag w Bukowinie
Tatrzanskiej (rz. Biatka) sg niedostatecznej jakosci, wody w punktach za oczyszczalnig w
Zakopanem i w Poroninie sg jakosci dostatecznej, a pozostate charakteryzujg sie jakoscig
doskonata. Do badan lekoopornosci wybrano 196 izolatéw E. coli (po 98 z kazdej rzeki).
Najczesciej stwierdzano oporno$¢ na ampicyline, amoksycyline z kwasem klawulanowym i
tikarcyline (antybiotyki B-laktamowe). Najwiekszg skutecznoscia w stosunku do E. coli
wyizolowanych z rzeki Biatki odznaczata sie tobramycyna (1% szczepdw opornych), a
ciprofloksacyna wykazata najskuteczniejsze dziatanie na szczepy z rzeki Zakopianki (5%
opornych). Mechanizm ESBL wykryto u 11 i 12% szczepdw E. coli odpowiednio z Biatki i
Zakopianki, natomiast szczepy wielooporne (MDR — ang. multidrug resistant) stanowity 16% i
25% izolatow z Biatki i Zakopianki. Co rowniez istotne, cztery szczepy z rzeki Biatki i dziesieé z
Zakopianki byty oporne na ponad 10 antybiotykéw jednoczesnie. Dwa z nich, oporne na 14 i 15
antybiotykow, wyizolowano z punktu za oczyszczalnia w Zakopanem, jednak pozostate
wystepowaty we wszystkich badanych punktach, co wskazuje na znaczne rozprzestrzenienie
szczepdw wieloopornych w wodach powierzchniowych, a takze na duze ryzyko transmisji
bakterii lekoopornych na ludzi. Ma to szczegblne znaczenie ze wzgledu na sposéb
wykorzystywania wod badanych rzek, tj. w celach rekreacyjnych i do produkcji sztucznego
$niegu na okolicznych stokach narciarskich, cieszacych sie ogromng popularnoscig. W badaniach
PCR najczesciej stwierdzanym genem ESBL byt blaTEM (43% izolatow z rz. Biatki i 48% z rz.
Zakopianki). Obserwacja ta jest zgodna z wnioskami Bradford (2001), wg ktérej TEM-1 jest
najczesciej spotykanym typem B-laktamazy u bakterii Gram-ujemnych. Sposrdd pozostatych
gendw wykryto jedynie blaCTXM3 i blaCTXM9 — w jednym szczepie, wyizolowanym za szpitalem
w Zakopanem. Na co warto zwrdci¢ uwage, to ze o wiele czesciej stwierdzano obecnos$é gendw
odpowiadajacych za wystgpienie mechanizmu ESBL niz wykrywano jego obecno$é¢ w testach
fenotypowych. Oznacza to, ze oprécz testéw fenotypowych warto rowniez przeprowadzaé testy
PCR, ktére pozwolg wykryé szczepy, ktére mimo iz nie stanowig bezposredniego zagrozenia
epidemiologicznego, to mogg przenosié¢ geny ESBL na pozostate srodowiskowe szczepy E. coli
lub inne gatunki Enterobacteriaceae.

W opisanych badaniach wykazano, ze oprocz stwierdzonego juz wczesniej znacznego
zanieczyszczenia mikrobiologicznego, wody badanych rzek Podhala zawierajg liczne lekooporne
i wielooporne szczepy powszechnie wystepujgcej bakterii E. coli. Podobnie jak w badaniach
Blaak i in. (2015), tak liczne wystepowanie lekoopornych E. coli najprawdopodobniej wynika z
doptywu S$ciekdw zawierajgcych te mikroorganizmy. Oznacza to istotne zagrozenie dla
Srodowiska, zwtaszcza ze szczepy takie izolowane byly rowniez w punktach na obszarach
chronionych. Istnieje réwniez niebezpieczedstwo przeniesienia gendw opornosci na inne
szczepy bakterii — na zasadzie horyzontalnego transferu gendw. Takze biorgc pod uwage fakt, ze
wody Biatki i Zakopianki wykorzystywane sg w celach rekreacyjnych oraz do sztucznego
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$niezenia stokdéw narciarskich, tak liczna obecnos¢ bakterii lekoopornych, wieloopornych i
posiadajgcych mechanizm ESBL stanowi zagrozenie dla zdrowia ludzi majgcych kontakt z
zanieczyszczonymi wodami i $niegiem. Oznacza to, ze podjecie dziatan majgcych na celu
zmniejszenie stezenia zanieczyszczen w rzekach, staje sie naglaca koniecznoscia.

Praca B.6. dokumentuje wyniki rocznych badan, przeprowadzonych w 21 punktach
zlokalizowanych wzdtuz gtéwnych rzek Podhala — Biatki, Biatego Dunajca, Czarnego Dunajca i
Dunajca, tworzacych zlewnie Jeziora Czorsztynskiego. Punkty badawcze rozmieszczono w taki
sposob, aby jak najpetniej przedstawi¢ zmiennosé jakosci wéd powierzchniowych na badanym
obszarze, a takze uchwyci¢ zjawiska majgce wptyw na jakos¢ wody w analizowanych punktach.
Przeprowadzono badania mikrobiologiczne (oznaczenie bakterii grupy coli i Escherichia coli —
ogélnej liczby i form katowych, a takze bakterii mezo- i psychrofilnych) i fizykochemiczne wéd
(pH, temperatura, przewodno$¢ elektryczna - ECysec oraz jony Na®, K*, NH.", CI, NO3, PO,Y).
Podjeto réwniez préobe oceny wptywu sposobu uzytkowania terenu w poszczegdlnych
zlewniach na jako$¢ wéd w badanych rzekach.

Podobnie jak we wczesniejszych badaniach, stwierdzono ze jakos¢ wéd ustalona na
podstawie wskaznikéw mikrobiologicznych jest duzo nizsza niz wskazywatyby parametry
fizykochemiczne. Sposrdéd trzech zlewni czgstkowych (Biatka, Czarny Dunajec i Biaty Dunajec)
najwyzszg wartos¢ wszystkich badanych wskaznikdw stwierdzono w zlewni Biatego Dunajca,
ktorej wody w wiekszosci badanych punktéw zaklasyfikowano jako niedostatecznej jakosci na
podstawie zalecen zawartych w Dyrektywie 2006/7/WE Parlamentu Europejskiego (2006).
Zaobserwowano réwniez znaczne rdznice przestrzenne wartosci badanych parametréw
fizykochemicznych woéd i mikrobiologicznych wskaznikdw jakosci. Co oczywiste, najnizsze
stezenia wiekszosci badanych parametréw obserwowano w gérnym biegu rzek, wartosci te
znacznie rosty w poblizu duzych miejscowosci oraz oczyszczalni Sciekdw i w réznym stopniu
opadaty w dalszym biegu rzek. Stwierdzono takze statystycznie istotne zaleznosSci pomiedzy
wartosciami stezen parametrow fizykochemicznych i mikrobiologicznych a sposobem
uzytkowania terenu. W tym jednak przypadku wykazano, iz zrdznicowanie parametrow
fizykochemicznych jest w duzo wiekszym stopniu zalezne od uzytkowania terenu niz stezenia
mikroorganizmow wskaznikowych. Takze Tong i Chen (2002) w badaniach polegajgcych na
modelowaniu zwigzkéw pomiedzy jako$cig wod powierzchniowych a sposobem uzytkowania
terenu, jednoznacznie wykazali istnienie takiego zwigzku, w szczegdlnosci dla liczebnosci
bakterii grupy coli typu katowego i stezenia azotandéw oraz fosforandéw. Rédwniez St. Laurent i
Mazumder (2012), na podstawie statystycznej analizy danych dotyczgcych liczebnosci bakterii
grupy coli typu katowego oraz sposobu uzytkowania terenu w 42 punktach na rzekach Kolumbii
Brytyjskiej, stwierdzili znaczny wzrost liczebnosci tych bakterii na obszarach
zagospodarowanych rolniczo oraz na terenach miejskich. W pracy B.6. podjeto sie takze oceny
réznic wartosci badanych parametréw przed i za Jeziorem Czorsztyriskim. Wykazano, ze wody
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wptywajgce do Jeziora charakteryzujg sie duzo wiekszym zanieczyszczeniem mikrobiologicznym
niz w punkcie za Jez. Czorsztynskim. Takze stezenia wskaznikdéw fizykochemicznych ulegajg
znacznemu zmniejszeniu, najprawdopodobniej na drodze sedymentacji.

W badaniach B.6. wykazano, ze na terenie badanej zlewni dominujacymi Zrédtami
zanieczyszczen wod w rzekach sg Zzrdodta punktowe, tj. zrzuty sciekdw z oczyszczalni oraz Scieki
nielegalnie odprowadzane z gospodarstw domowych. Do takich samych wnioskéw, chod
opartych na badaniach prowadzonych w zlewni gdzie znaczny udziat ma dziatalnos¢
przemystowa i intensywne rolnictwo, doszli Servais i in. (2007). Wykazano takze, iz badane
zlewnie czastkowe rdzinig sie miedzy sobg stezeniami poszczegdlnych wskaznikdw
zanieczyszczenia wod, a rdéznice te uzaleznione sg od sposobu uzytkowania terenu i
intensywnosci ruchu turystycznego.

W publikacji B.7. przedstawiono wyniki badan przeprowadzonych w czterech stacjach
narciarskich na Podhalu, dokumentujgce jakos¢ mikrobiologiczng sztucznego s$niegu,
produkowanego z wdéd rzek Biatki i Zakopianki. Probki do badan pobrano podczas dwdch
sezondw narciarskich na stacjach Jurgéw (S1, S2), Kotelnica (S3, S4) Bania (S5) (gm. Bukowina
Tatrzanska, rz. Biatka) i Harenda (S6, S7) (Zakopane, rz. Zakopianka). W pracy nie ujawniono
nazw osrodkéw narciarskich. Przebadano prébki wéd w wybranych punktach na rzekach (m.in.
ujecia do sztucznego $niezenia) oraz $niegu naturalnego i Swiezo wytworzonego sztucznego.
Oprécz znacznego zanieczyszczenia mikrobiologicznego wéd przy ujeciach do sztucznego
$niezenia stokdéw Kotelnicy, Bani i Harendy, stwierdzono wystepowanie bakteryjnych
wskaznikéw zanieczyszczenia katowego w prébkach sztucznego $niegu Kotelnicy i Harendy. Co
ciekawe, sztuczny $nieg wyprodukowany na stokach stacji Bania byt mikrobiologicznie
niezanieczyszczony, pomimo tego iz Bania i Kotelnica korzystajg z tego samego ujecia. Okazato
sie jednak, ze stacja Kotelnica korzysta z wody bezposrednio pompowanej z ujecia na rzece
Biatce, podczas gdy Bania posiada zbiornik, do ktérego woda jest wczesniej pompowana i
wykorzystywana po pewnym czasie. Sugeruje to, ze pomimo znacznej kontaminacji wéd na
ujeciu w rzece Biatce, zanieczyszczenia osadzajg sie w zbiorniku, co skutkuje produkcjg czystego
Sniegu, nie stanowigcego zagrozenia dla zdrowia pracownikédw obstugi i turystéw. Wyniki te
zostaty wykorzystane przez zarzad stacji narciarskiej Kotelnica podczas budowy kolejnego stoku
— Remiaszéw, oddanego do uzytku w grudniu 2015 r. Produkcja sztucznego $niegu w nowo
wybudowanym systemie poprzedzona jest zebraniem wody do zbiornika posredniego o po;j.
50000 m?, gdzie zanieczyszczenia osadzajg sie, nie przechodzgc do $niegu.

W wyniku analiz zebrano 31 szczepdw Escherichia coli, pochodzacych ze stokdw
Kotelnica (23 izolaty ze $niegu sztucznego i 2 ze $niegu naturalnego) i Harenda (6 izolatow ze
$niegu sztucznego). Bakterie te, ktérych przynaleznos$¢ gatunkowa potwierdzono technika
MALDI-TOF, poddano testom opornosci na 20 antybiotykdw antybiogramu podstawowego i
rozszerzonego, metody dyfuzji krgzkowej. Najczesciej stwierdzano opornos¢ na antybiotyki,
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ktore sg jednoczesnie najczesciej zalecane przez lekarzy pierwszego kontaktu — ampicyline
(74,19% szczepow opornych) i amoksycyline z kwasem klawulanowym (51,61% szczepdw).
Obecnos¢ mechanizmu ESBL stwierdzono u trzech szczepow, wyizolowanych ze Sniegu z
Kotelnicy. Wykonano takze test PCR w celu wykrycia obecnosci genéw kodujgcych enzymy
ESBL, w wyniku ktérego wykryto jedynie gen blaTEM — tylko u trzech szczepdw, u ktérych
stwierdzono ten typ opornosci w testach fenotypowych.

Ostatni etap badan polegat na przeprowadzeniu réznicowania genetycznego w oparciu o
technike Rep-PCR (primer BOXA1R). Uzyskane wyniki interpretowano przy uzyciu analizy
haplotypéw zakonczonej konstrukcja Minimum Spanning Tree (minimalnego drzewa
rozpinajgcego) w celu przedstawienia zaleznosci/pokrewienstwa pomiedzy haplotypami oraz
ich polimorfizmu. Wykreslono dwa drzewa MST, dla kazdego z dwdch lat analiz, przy czym
obrazy obydwu drzew rdzinig sie. W pierwszym roku stwierdzono wieksze catkowite
zréznicowanie izolatéw pochodzacych ze $niegu, jednak drzewo zdominowane jest przez jeden
haplotyp (8 izolatédw), do ktérego zblizone sg dwa inne — wszystkie pochodzgce ze sztucznego
$niegu stacji Kotelnica. W drugim roku natomiast zrdznicowanie jest mniejsze, lecz nie
zaobserwowano na drzewie dominujgcej grupy haplotypow. Najwieksza grupa ztozona jest z
trzech izolatéw - dwa pochodzg ze stacji Kotelnica, a jeden z Harendy. Najbardziej oddalone od
nich sg szczepy wyizolowane z wéd. Wyniki wskazujg, ze sztuczny $nieg moze zawierac liczne
szczepy E. coli, jednak pewna ich grupa posiada wiekszg zdolno$¢ przetrwania procesu
mrozenia. Wskazuje na to obecnos$¢ dominujacej grupy 8 klonalnych izolatéw, z ktérymi blisko
spokrewnione byty dwa inne. Niestety efektu tego nie mozna uznaé za przewidywalny, gdyz nie
zostat on potwierdzony w drugim roku analiz. Aczkolwiek, w drugim roku eksperymentu
wykryto haplotyp obecny u izolatéw pochodzacych z obydwu oddalonych od siebie stacji
narciarskich, ktérych énieg produkowany jest z dwéch réznych rzek. Swiadczy to o szerokim
rozpowszechnieniu szczepu posiadajgcego ten haplotyp.

Obserwacje zawarte w powyzszej pracy wskazujg, ze mikrobiologiczne zanieczyszczenie
wod w rzekach Podhala skutkuje zanieczyszczeniem sztucznego $niegu, gdy jest on
produkowany z wod bezposrednio pobieranych z rzek. Stwierdzono, ze nie wszystkie szczepy E.
coli sg zdolne do przetrwania procesu produkcji sztucznego $niegu, jednak te ktére go
przetrwaja moga stanowi¢ powazne zagrozenie dla zdrowia oséb majgcych z nim kontakt.
Wynika to tez ze specyfiki niektdrych stacji narciarskich na Podhalu, ktére odwiedzane sg przez
rodziny z matymi dzie¢mi, ktére wchodzg w bardzo bezposredni kontakt ze $niegiem. Ponadto
wiele nieduzych restauracji i barow przy stokach nie posiada tazienek, przez co ich klienci nie
majg mozliwosci umycia rgk. Niebezpieczenstwo zwigzane jest réwniez z tym, ze wiele
szczepoOw E. coli krgzacych w badanym srodowisku jest wieloopornych i posiada mechanizm
ESBL. Geny kodujace ESBL mogg by¢ tatwo przenoszone pomiedzy bakteriami srodowiskowymi i
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chorobotwérczymi. Co wazne, stwierdzono ze lekooporne szczepy juz sg w niebezpiecznym
stopniu rozprzestrzenione w ekosystemach wodnych Podhala.

Podsumowanie

Badania opisane w przedstawionych publikacjach pozwolity na wyciggniecie nastepujacych
whnioskow:

1. Wody rzeki Biatki w duzej czesci sg silnie zanieczyszczone, przede wszystkim
mikrobiologicznie. Whniosek ptyngcy z przeprowadzonych badan stoi w sprzecznosci z
panujgcym dotychczas przekonaniem o wysokiej czystosci wéd tej rzeki. Przekonanie to wynika
z faktu iz wieksza czes¢ doliny Biatki jest obszarem podlegajgcym prawnej ochronie (Tatrzanski
Park Narodowy, Natura 2000), a takze z braku najnowszych badan, prowadzonych w czasie i po
okresie intensywnego rozwoju ruchu turystycznego na Podhalu, co miato istotny wptyw na
zwiekszenie zanieczyszczenia wéd. Stwierdzone zanieczyszczenie mikrobiologiczne wéd rzeki
Biatki podlega znacznym wahaniom sezonowym, a takze rézni sie w zaleznosci od lokalizacji.

2. Wahania sezonowe zanieczyszczenia mikrobiologicznego i zmieniajgce sie stezenia biogendw
w wodach Biatki sg skutkiem tego, ze w réznych okresach roku dominujg odmienne czynniki
ksztattujgce jakos¢ wod. Wymieni¢ wsrdd nich nalezy szeroko rozumiang antropopresje oraz
czynniki $cisle zwigzane z rytmem rocznym zmian zachodzacych w przyrodzie. Sposrdd
czynnikdéw antropogenicznych dominujaca jest fluktuacja ruchu turystycznego i wynikajgca z
niej zmienna w czasie efektywnos¢ dziatania gminnej oczyszczalni Sciekéw, wskutek czego
odprowadzane przez nig do strumienia zasilajgcego rzeke Biatke Scieki sg czesto niedostatecznie
oczyszczone. Wsréd czynnikéw naturalnych wymienié nalezy roztopy, przyswajanie sktadnikéw
chemicznych przez rosliny w trakcie okresu wegetacyjnego oraz sptywy powierzchniowe niosgce
ze sobg mikroorganizmy wystepujgce w glebach oraz odchodach owiec wypasanych na tgkach
porastajgcych okoliczne stoki.

3. W zlewni Jeziora Czorsztynskiego dominujg punktowe Zrddta zanieczyszczen wod — przede
wszystkim zrzuty $ciekdw z oczyszczalni i nielegalnie odprowadzane Scieki z gospodarstw
domowych. Z kolei zmienno$é przestrzenna jakosci wéd na Podhalu jest w gtéwnej mierze
efektem rdznic w uzytkowaniu terenu, co takze wptywa na zréznicowanie gtéwnych czynnikéw
ksztattujgcych jakos$¢ woéd w réznych fragmentach zlewni badanych rzek, a w efekcie wptywa na
stezenia wskaznikéw jakosci wod.

4. Wykazano, iz w badaniach srodowiskowych uzyskanie wiarygodnych rezultatdw uzaleznione
jest od wielu zmiennych. Przeprowadzenie badan dtugoterminowych pozwoli na
wyeliminowanie przypadkowosci obserwacji, a takze na doktadniejsze zaplanowanie strategii
poboru préb do analiz, zarbwno majgc na uwadze ich rozmieszczenie przestrzenne jak i
wybranie odpowiedniej pory w ciggu doby. Pofgczenie powyzej wymienionych elementéw
prawidtowo przeprowadzonych badan z zastosowaniem szczegdétowych metod statystycznych
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pozwoli na doktadne zrozumienie lokalnych uwarunkowan i procesdw zachodzgcych w
zlewniach, w efekcie umozliwiajgc ich analize i opracowanie planu postepowania w celu
zredukowania zanieczyszczen i ograniczenia ich wptywu na funkcjonowanie zlewni.

5. Stwierdzone w przedstawionych badaniach liczne lekooporne, a takze wielooporne szczepy E.
coli stanowiag zagrozenie dla $Srodowiska naturalnego. Ich znaczne rozprzestrzenienie moze
takze skutkowac przeniesieniem gendéw opornosci na zasadzie horyzontalnego transferu genéw
na inne bakterie sSrodowiskowe oraz chorobotwdrcze. Stwarza to powazne zagrozenie rowniez
dla zdrowia ludzi — turystéw tak chetnie odwiedzajgcych tereny Podhala oraz pracownikdéw
obstugi infrastruktury turystycznej stacji narciarskich.

6. Przeprowadzone badania w zlewni Jeziora Czorsztyriskiego pozwolity na identyfikacje
gtéwnych Zrédet zanieczyszczenia rzek i czynnikdéw na nie wptywajgcych. Wykazano m.in. brak
wydajnosci gminnej oczyszczalni Sciekdw i niedostateczny stopien skanalizowania w gminie
Bukowina Tatrzanska. Z kolei identyfikacja gtéwnych problemdw i zagrozen dla jakosci waod
wykazata konieczno$¢ przeprowadzenia modernizacji jednej z oczyszczalni Sciekdw w badanym
rejonie. Zmodernizowana oczyszczalnia zostata oddana do uzytku w czerwcu 2015 roku.
Skutkiem tego wiele parametréw badanych wdéd ulegto stopniowej poprawie (dane nadal
gromadzone)

7. Wykazano, iz pewna pula szczepdw Escherichia coli oraz gronkowcow jest w stanie przetrwac
proces produkcji sztucznego s$niegu, w przypadku gdy jest on produkowany z wody
bezposrednio ttoczonej rurociggiem z rzek. Wiele sposréd szczepdw E. coli skazajacych sztuczny
Snieg jest opornych na powszechnie stosowane antybiotyki, a niektére z nich posiadajg
mechanizm opornosci ESBL.

8. Realne niebezpieczenstwo wynikajgce z przedostawania sie zanieczyszczen
mikrobiologicznych do sztucznego $niegu na stokach narciarskich mozna jednak znaczaco
ograniczy¢ poprzez odpowiednie postepowanie z wodg przeznaczong do $niezenia.
Zgromadzenie wody w zbiornikach posrednich (umozliwiajace efektywng sedymentacje
zanieczyszczen) pozwala na produkcje czystego mikrobiologicznie $niegu ze znacznie nawet
zanieczyszczonych woéd powierzchniowych. System przygotowania wody do s$niezenia
zaprojektowany w oparciu o uzyskane wyniki zostat zastosowany w otwartym w grudniu 2015 r.
stoku narciarskim Remiaszow w Biatce Tatrzanskiej. Zastosowano tu zbiornik retencyjny o
pojemnosci 50000 m®, stuzacy do magazynowania wody do celéw technologicznych.
Zgromadzona w nim woda, po przetworzeniu przez instalacje ztozong m.in. z ok. 40 armatek
wentylatorowych, stuzy do nasniezania stoku narciarskiego.
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5. Omoéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych
5.1. przed uzyskaniem stopnia doktora (2006-2010)

Przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora, gtéwna czes¢ mojej dziatalnosci
naukowej zwigzana byta z problematyka wystepowania i znaczenia bakterii z rodzaju
Azotobacter w réznych typach gleb potudniowej Polski. Skupiatam sie wéwczas na mozliwie
najdoktadniejszym poznaniu wtasciwosci tych mikroorganizméw. Efektem mojej pracy
badawczej w tym zakresie byt udziat w konferencjach naukowych, gdzie zaprezentowatam
poster bedacy efektem pracy przegladowej, dotyczgcej znaczenia tych bakterii w $rodowisku
glebowym (lll.B.1), a takze postery, na ktérych przedstawitam wyniki moich badan zwigzanych z
Azotobacter. Dotyczyty one produkcji biologicznie istotnych zwigzkéw przez te bakterie (111.B.2 i
111.B.3), ich reakcji na dziatanie réznych substancji chemicznych, a przede wszystkim pestycydow
i metali ciezkich (lll.B.4 i lll.B.5). W tym czasie napisatam dwie publikacje naukowe (II.D.2 i
II.D.3), w ktérych przedstawitam wyniki badan nad oddziatywaniem réznych substancji
chemicznych (wybielacz, ptyn do mycia naczyn, pestycydy i nawozy oraz metale ciezkie) na
wzrost Azotobacter spp.. Z kolei w referacie (ll.K.1), wygtoszonym podczas Warsztatow
Biotechnologicznych, organizowanych w 2008 r. przez Uniwersytet Rolniczy w Krakowie,
scharakteryzowatam wystepowanie bakterii z rodzaju Azotobacter w glebach potudniowej
Polski. W trakcie studiéw doktoranckich wzietam udziat w szkoleniach i kursach z zakresu
biologii molekularnej (111.Q.1A-C), ktére odbyty sie w Poznaniu (XIX Szkofa Letnia — Postepy
Biologii Molekularnej) oraz na Politechnice Gdanskiej (Techniki PCR, Genotypowanie,
Genotypowanie Il). Wiedze i umiejetnosci zdobyte w trakcie tych kurséw wykorzystatam m.in.
do  przeprowadzenia badan  molekularnych  nad  zrdznicowaniem  genetycznym
(bior6znorodnoscig) bakterii Azotobacter, pochodzacych z réinych gleb na terenie Polski
potudniowej. Badania te umozliwity zdobycie finansowania w postaci projektu Innogrant (ll.1.1),
w ktdrym bytam kierownikiem oraz grantu promotorskiego, w ktérym bytam wykonawcg (Il.1.2.
- Nr N N310 081836 ,Biordznorodnos¢ i wybrane witasciwosci fizjologiczne bakterii z rodzaju
Azotobacter wyizolowanych z rdéinych gleb”). Wyniki uzyskane w toku badan nad
wystepowaniem, zréznicowaniem molekularnym, reakcjami tych bakterii na réznego rodzaju
substancje ksenobiotyczne oraz korzystnym oddziatywaniem Azotobacter na rosliny uprawne
opublikowatam juz po obronie pracy doktorskiej — w czasopismach z listy A (Il.A.1, Il.LA.2) i B
(1.D.4), a ich czes¢ dotyczgcg wptywu inokulacji na wzrost roslin uprawnych zaprezentowatam
na Ogdlnopolskiej Konferencji Naukowej organizowanej przez UWM w Olsztynie (111.B.9.C) .

W okresie studidw doktoranckich wzietam takze udziat w eksperymentach, majacych na
celu ocene stezenia skfadnikdw aerozolu mikrobiologicznego w powietrzu wybranych
pomieszczen Uniwersytetu Rolniczego. Efekty tych badan zostaty przedstawione w postaci
posteréw na konferencjach: Ogdlnopolskiej Mtodziezowej Konferencji Naukowej w Iwoniczu
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(M.B.6.) oraz na Warsztatach Biotechnologicznych, organizowanych w 2010 r. przez
Uniwersytet Rolniczy w Krakowie (111.B.7).

5.2. po uzyskaniu stopnia doktora (2010-2017)

Znaczna czes$¢ mojej aktywnosci naukowej w okresie po uzyskaniu stopnia naukowego
doktora skupiona byta wokét badan nad jakoscig wéd i rozprzestrzenieniem lekoopornych
szczepdw bakterii na terenie Podhala, czego efektem byto powstanie wyzej opisanego
osiggniecia naukowego. Oprdcz przedstawionych do oceny publikacji, moje dziatania w tym
zakresie obejmowaty uczestnictwo jako cztonek gtéwny Komitetu Zarzadzajgcego (Management
Committee) akcji COST ES1307 Sewage biomarker analysis for community health assessment
(I.1.5) oraz udziat w grupie roboczej ,Working Group Two — Innovative techniques for
community health assessment” tej samej akcji (Il.I.6). W ramach udzialu w tej akcji
uczestniczylam w szkoleniach i spotkaniach grup roboczych oraz Management Committee
(MLA.7; 1ILLA.9; NILA.15). Jako cztonek Management Committee i grupy roboczej
zorganizowatam spotkanie grupy roboczej Working Group 2, ktdre odbyto sie w dniach 10-12
lutego 2016 na Wydziale Rolniczo-Ekonomicznym Uniwersytetu Rolniczego im. H. Kottgtaja w
Krakowie (Ill.C.2). Wygtositam na nim rowniez referat, gdzie przedstawitam czes$é¢ wynikow
badan prowadzonych nad mikrobiologicznym zanieczyszczeniem rzek na Podhalu — ,Bacterial
indicators of fecal contamination of surface water — southern Poland” (Il.K.6). Z kolei wyniki
badan nad wystepowaniem lekoopornych szczepdéw bakterii w Sciekach i ich dalszymi losami w
zlewni rzeki Biatki przedstawitam podczas spotkania akcji COST ES1307 na Malcie (11.K.4). Czes¢
uzyskanych przeze mnie wynikéw badan nad przezywalnoscig procesu sztucznego nasniezania
przez E. coli i ich lekoopornosciag w wybranych osrodkach narciarskich przedstawitam na
posterze podczas 50 Jubileuszowej Ogdlnopolskiej Konferencji Naukowej ,Mikroorganizmy w
Ochronie Srodowiska i Biotechnologii”, organizowanej w 2016 r. przez Katedre Mikrobiologii
Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie (l11.B.21.B). Badania dotyczace lekoopornosci i gendw
ESBL u E. coli izolowanych z rzek Podhala przedstawitam w formie posteru na konferencji
Biomillenium, organizowanej we wrzesniu 2017 przez Politechnike Gdarska (111.B.23.A)

Nalezy wspomnieé, ze opisywane badania powstaty we wspodtpracy naukowej z dr hab.
Mirostawem Zelaznym, kierownikiem Zakfadu Hydrologii, Instytutu Geografii i Gospodarki
Przestrzennej Uniwersytetu Jagiellonskiego i pozostatymi pracownikami Zaktadu Hydrologii
(IM.Q.2). Przeprowadzenie czesci badan byto ponadto mozliwe dzieki uzyskanej przeze mnie
Wydziatowej Dotacji Celowej w ramach projektu ,Ocena czasowo-przetrzennej zmiennosci
liczebnosci drobnoustrojéw w wodach zlewni Biatki w rejonie osrodka narciarskiego Kotelnica
Biatczanska” (111.Q.10.C). Takze uzyskanie doktadnych informacji na temat potozenia ujecia wdd
do sztucznego nasniezania stokow oraz zbadanie zanieczyszczenia mikrobiologicznego
sztucznego $niegu byto mozliwe dzieki wspdtpracy z Osrodkiem Narciarskim Kotelnica
Biaftczanska (111.Q.5). W ramach tej wspodtpracy uzyskatam wyniki dotyczace jakosci wéd w
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okolicy stacji narciarskiej, a takze zanieczyszczenia mikrobiologicznego sztucznego Sniegu.
Zwrdcity one uwage kierownictwa Osrodka oraz pozwolity na wspdlne opracowanie rozwigzania
problemu (1.B.7).

W okresie 2010-2017 moje pozostate zainteresowania naukowe, a przez to tematyka
badan, w gtéwnej mierze skupiaty sie wokét kilku zagadnien:

a) Wystepowanie, reakcja na ksenobiotyki i réznorodnos¢ molekularna bakterii nalezacych do
rodzaju Azotobacter izolowanych z gleb potudniowej Polski;

b) Efekt antropopresji (np. przemyst metalurgiczny, sktadowiska odpadéw komunalnych,
odprowadzanie sciekdw do Srodowiska) na mikroorganizmy wystepujgce w glebach i wodach
powierzchniowych;

c) Lekoopornos¢ bakterii pochodzacych z réznych srodowisk.

Po obronie pracy doktorskiej kontynuowatam badania nad zagadnieniami zwigzanymi z
szeroko pojetg ekologig bakterii Azotobacter spp. (ad a). Zainspirowana ciekawymi wynikami
uzyskanymi w pracy doktorskiej, podjetam sie izolacji tych mikroorganizméow z gleb
zanieczyszczonych — z terenu krakowskiej huty stali oraz z gleb uprawnych (pola bezposrednio
przylegte do huty) i ich charakterystyki w oparciu o markery molekularne. Wyniki tych badan
przedstawitam w ramach posteru na miedzynarodowej konferencji organizowanej przez AGH
(11.B.13) oraz opisatam w publikacji I.LA.8 (lista A), natomiast wyniki badan wstepnych,
polegajgcych na oznaczeniu czestotliwosci wystepowania, izolacji i identyfikacji gatunkowej
Azotobacter spp. przedstawitam w formie posteru na Ogdlnopolskiej Konferencji Naukowej,
organizowanej przez UWM w Olsztynie (11.B.9.B) i opisatam w publikacji 1I.D.5 (lista B). Badania
te zostaty czesciowo sfinansowane z funduszy na dziatalnos¢ statutowg Katedry Mikrobiologii
UR w Krakowie, a czesciowo dzieki uzyskanej przeze mnie Wydziatowe] Dotacji Celowej dla
Mtodych Naukowcéw (111.Q.10.A).

Prowadzgc badania nad wystepowaniem i charakterystykg bakterii z rodzaju
Azotobacter pochodzacych z gleb na terenach krakowskiej huty stali ArcelorMittal,
zainteresowatam sie tematyka pokrewng, lecz szerzej ujetg, mianowicie wptywem
zanieczyszczen $rodowiska pochodzenia antropogenicznego (poczatkowo byt to przemyst
metalurgiczny, lecz pdiniej rowniez sktadowiska odpaddw komunalnych oraz odprowadzanie
Sciekbw do wdd) na wystepowanie i wiasciwosci rdoinych grup mikroorganizméw
srodowiskowych (ad. b). Najczesciej skupiatam sie na ocenie ich potencjalnej niewrazliwosci na
dziatanie szkodliwych czynnikéw w badanych przeze mnie srodowiskach — przede wszystkim
podwyzszonym stezeniu metali ciezkich. Badania nad wystepowaniem drobnoustrojow w
glebach skazonych metalami ciezkimi na terenie huty w gtéwnej mierze byly efektem
wspotpracy naukowej nawigzanej z zaktadem ArcelorMittal Poland, dzieki otwartosci na moje
pomysty Pani Jolanty Zawitkowskiej, ktéra jest Eko-Ambasadorem zaktadu (111.Q.3). Badania w
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ramach tej wspotpracy zostaty w czesci sfinansowane dzieki uzyskanej przeze mnie Wydziatowej
Dotacji Celowej dla Mtodych Naukowcéw (111.Q.10.B), a wyniki ktérych opublikowatam w kilku
opracowaniach. Badania wstepne przeprowadzono w kilku punktach na terenie i w najblizszym
sgsiedztwie huty (hatdy zuzla i walcownia oraz pola pszenicy bezposrednio przylegajace do
granic zaktadu), gdzie oznaczono liczebnos¢ réznych drobnoustrojéw glebowych, m.in. ogdlng
liczbe bakterii, Azotobacter spp., promieniowcéw, grzybéw. Uzyskane wyniki (przedstawione na
konferencji organizowanej przez UTP w Bydgoszczy — lll.B.12.A i na konferencji organizowanej
przez IUNG w Putawach — lll.B.14.F oraz opublikowane w 2015 r. w czasopi$mie Ekologia i
Technika — 11.D.19) wskazywaty na to, iz zanieczyszczenie gleb spowodowane dziatalnoscig huty
ma mniejszy wptyw na obnizenie bioréznorodnosci populacji drobnoustrojow glebowych, niz sie
tego poczatkowo spodziewano. Rezultaty te byly na tyle obiecujgce, ze badania poszerzono o
kolejne punkty na terenie i w okolicach huty. Zblizone rezultaty uzyskano w badaniach
przeprowadzonych w 20 punktach na terenie zaktadu w Krakowie, gdzie oznaczono zawartos¢
metali ciezkich (Fe, Zn, Cd, Pb, Cu, Cr, Mn) oraz liczebnos¢ bakterii mezofilnych, grzybdw,
promieniowcéw oraz Azotobacter spp (ll.A.4). W niektérych punktach stwierdzono znaczne
przekroczenie stezen metali ciezkich zalecanych dla gleb terendéw przemystowych, jednak
wykazano iz w wiekszosci gleb liczebnos¢ badanych drobnoustrojéw ulegta jedynie
nieznacznemu zmniejszeniu. Badania o tym samym zakresie, ktérych wyniki wskazywaty na
podobne zaleznosci, przeprowadzono rowniez na terenie oddziatu huty w Dabrowie Gdrniczej
(11.A.13). Wyniki uzyskane w tych badaniach udostepniono kierownictwu odpowiednich dziatéw
zaktadu w postaci ekspertyzy (11l.M.1). Obserwacje wskazujgce na to, ze drobnoustroje zyjgce w
glebach zanieczyszczonych metalami ciezkimi mogg charakteryzowac sie niewrazliwoscig na
podwyzszone ich stezenia staty sie przyczynkiem do podjecia badan nad wystepowaniem i
opornoscig na metale ciezkie promieniowcéw z rodzaju Streptomyces, izolowanych z gleb. Ich
wyniki przedstawiono w postaci posteru na konferencji organizowanej w 2013 r. przez
Politechnike Czestochowskg (111.B.15.B) oraz w publikacjach 1I.D.9 i 1.D.11. Dzieki powyzszym
badaniom zgromadzitam doswiadczenia i wiedze, ktérg podzielitam sie ze stuchaczami
Technicznego Uniwersytetu Otwartego AGH, prezentujgc wyktad ,Wptyw przemystowych
skazen gleb na mikroorganizmy” (lll.1.5), a takze opracowujac przeglagdowy rozdziat w
anglojezycznej monografii ,Environmental Risk Assessment of Soil Contamination” (11.D.16).

Kolejnym elementem mojej pracy naukowej, wpisujgcym sie w tematyke oddziatywania
antropopresji na drobnoustroje (ad. b) byt wspdétudziat w eksperymentach prowadzonych na
sktadowisku odpadéw komunalnych. Wyniki tych analiz zostaty zaprezentowane w postaci
posteréw na konferencjach (111.B.12.B; 11I.B.15.A; 111.B.18), gdzie przedstawiono rézne aspekty
zanieczyszczenia srodowiska naturalnego (wody i gleby) w efekcie oddziatywania sktadowiska
odpadéw komunalnych Barycz w Krakowie. Z kolei wyniki badan nad oddziatywaniem
sktadowiska odpadéw na jakos$¢ gleb (stezenie metali ciezkich, WWA, liczebnos¢
drobnoustrojow: bakterii mezofilnych, plesni, promieniowcéw, Salmonella, Staphylococcus,
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Clostridium perfringens) przedstawiono w publikacji 1I.A.5. Uzyskane wyniki wskazywaty na
niewielkie skazenie gleb na terenie i w otoczeniu sktadowiska oraz na stosunkowo wysoka
liczebnos¢ drobnoustrojow glebowych. Z kolei badania nad zanieczyszczeniem ziaren pszenicy
na uprawach zlokalizowanych w otoczeniu sktadowiska (II.D.20) wskazaty na mozliwosé
skazenia metalami ciezkimi oraz na zaleznos¢ stopnia skazenia od odlegtosci upraw od granic
sktadowiska. W publikacji 11.D.22 przedstawiono wyniki oznaczenia opornosci Escherichia coli,
izolowanych z wéd na terenie sktadowiska, na rézne stezenia metali ciezkich, potencjalnie
mogacych zanieczyszcza¢ wody i gleby na terenie sktadowiska. W poréwnaniu z reakcjami
szczepu wzorcowego E. coli ATCC 25922, nie stwierdzono podwyzszonej opornosci badanych
izolatow $rodowiskowych na metale ciezkie w podtozu. Najsilniejsze zahamowanie wzrostu
stwierdzono w przypadku oddziatywania chromu i rteci, cho¢ pozostate z badanych metali (Cd,
Cu, Pb, Zn) takze powodowaty spowolnienie namnazania badanych izolatéw.

Pozostate badania, nawigzujace do tematyki wptywu czynnikdéw antropogenicznych na
zmiany w jakosci srodowiska naturalnego i drobnoustroje srodowiskowe (ad. b), obejmowaty
analize zrdznicowania genetycznego i morfologicznego porostéw Cladonia rei kolonizujgcych
hatdy zuzla na terenie Gérnego Slaska (II.A.6 i 11.A.19), badanie zawartosci metali ciezkich w
wodach i osadach matych zbiornikéw wodnych (llLA.7) oraz ocene zanieczyszczenia
mikrobiologicznego wybranych doptywéw rzeki Wisty, jako czynnika mogacego zagrozi¢ jej
jakosci (11.A.10).

Istotng cze$¢ mojej pracy stanowig eksperymenty dotyczace wystepowania i
rozprzestrzenienia lekoopornych drobnoustrojéw w srodowisku — wodzie i powietrzu (ad. c).
Uzyskanie w 2015 r. Wydziatowe] Dotacji Celowej dla Mtodych Naukowcéw (111.Q.10.D)
umozliwito mi przeprowadzenie badan nad lekoopornoscia i wykrywaniem molekularnych
mechanizméw opornosci na antybiotyki z grupy fluorochinolonéw (najczesciej stosowanych
antybiotykdw weterynaryjnych) u Escherichia coli izolowanych z odchoddéw kur. Wyniki
przedstawiono w postaci publikacji w Veterinarni Medicina (2016 r. — 1l.A.15), a takze ich czes¢
zostata przedstawiona przez Wspoétautorke badan — mgr inz. Katarzyne Augustyniak na sesji
referatowej Warsztatéw Biotechnologicznych organizowanych w czerwcu 2014 r. w
Spytkowicach przez Uniwersytet Rolniczy im. H. Kottgtaja w Krakowie (lll.J.2). Prezentacja ta
zajefa Il miejsce w Sesji Referatowej. W badaniach oznaczano liczebnos¢ E. coli w odchodach
kur hodowanych w 5 fermach — czterech w systemie konwencjonalnym i jednej , ekologicznej” —
w wolnym wybiegu. Nieoficjalnie uzyskano informacje, iz w fermach konwencjonalnych
zwierzetom podawano antybiotyki w celach profilaktycznych oraz jako stymulatory wzrostu.
Lekoopornos¢ oznaczono dla 98 izolatow E. coli metodsg dyfuzji krgzkowej, oznaczajgc
antybiogram podstawowy dla Enterobacteriaceae oraz opornos¢ na dwa fluorochinolony —
enrofloksacyne i ciprofloksacyne. Zgodnie z oczekiwaniami, najmniejszg czestotliwosc¢
lekoopornych szczepédw stwierdzono w fermie ,ekologicznej”, lecz takie w jednej z
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konwencjonalnych. Najczesciej obserwowano opornos¢ na antybiotyki z grupy B-laktamow,
cefalosporyn i fluorochinolonéw. Przeprowadzono takze analizy molekularne w celu wykrycia
najczesciej wystepujacych mechanizméw warunkujgcych opornos¢ na fluorochinolony.
Przeprowadzono sekwencjonowanie regiondw QRDR — gyrA i parC (gendéw, w ktérych mutacje
punktowe warunkujg oporno$¢ na chinolony) i reakcje PCR w celu wykrycia horyzontalnie
przenoszonych gendw opornosci na chinolony: gnrA, qnrB, gnrS i gepA. W badaniach bardzo
czesto stwierdzano obecnos¢ gendéw qnrB i gnrS, takze u izolatéw, ktére fenotypowo byty
wrazliwe na antybiotyki z grupy chinolonéw. Czesto wykrywang mutacjg punktowa w rejonach
QRDR byta substytucja Ser-83 w gyrA, ktéra powoduje zmiany konformacji w enzymie gyraza,
tym samym uniemozliwiajgc przytaczenie sie chinolonéw. U niektérych izolatéw wykrywano
obecnos¢ kilku réznych mechanizmdédw opornosci, tj. zaréwno obecnos$¢ horyzontalnie
przenoszonych genéw jak i mutacje punktowe w rejonach QRDR.

W zakresie badan nad lekoopornoscig bakterii w rdéznych s$rodowiskach (ad. c)
uczestniczyfam takze w eksperymentach nad wystepowaniem lekoopornych szczepdéw
gronkowcéw w powietrzu domow studenckich (wyniki przedstawiono w postaci posteréw na
konferencjach w 2011 r. w Warszawie (lll.B.11) i w 2013 r. w Putawach (lll.B.14.G), oraz w
publikacji, ktéra ukazata sie w Polish Journal of Agronomy w 2014 r. — 11.D.13). Jestem ponadto
wspotautorkg badan nad fenotypowym i molekularnym obrazem metycylinoopornosci
gronkowcow izolowanych z powietrza réznych pomieszczen uzytecznosci publicznej w Krakowie
(11.A.9), lekoopornosci gronkowcow izolowanych z krakowskich mieszkan (II.A.18), a takze
oznaczen lekoopornosci i molekularnych mechanizmdéw odpowiadajgcych za opornos¢ na
antybiotyki z grupy makrolidéw, linkozamidéw i streptogramin u koagulazo-ujemnych
gronkowcéw izolowanych z powietrza osrodkéw zdrowia i szpitali na terenie potudniowej Polski
(11.A.16). Wspodtuczestniczytam w badaniu lekoopornosci Escherichia coli izolowanych z waéd
Zalewu Nowohuckiego (II.A.17) i wybranych rzek w potudniowej Polsce (postery na
konferencjach — 1Il.B.14C; 1ll.B.16). Jestem rowniez wspodtautorkg i autorem
korespondencyjnym w publikacji przedstawiajgcej wyniki badan nad lekoopornoscig i
molekularnym oznaczeniem polisacharydéw otoczkowych u szczepdw Streptococcus agalactiae
(GBS) izolowanych od kobiet w wieku reprodukcyjnym (11.D.21). Badania opisane w publikacjach
ILA.9, 1I.A.16, 11.D.13 i 11.D.21 wykonano we wspoétpracy z dr Andrzejem Kasprowiczem i dr Anng
Biateckg z Centrum Badan Mikrobiologicznych i Autoszczepionek w Krakowie.

Cze$¢ mojego dorobku naukowego dotyczy takie zagadnien bardzo rdézinorodnych,
przede wszystkim zwigzanych z szeroko pojetg mikrobiologig srodowiskows i jej znaczeniem w
higienie codziennego zycia cztowieka (publikacje 11.D.7; 11.D.10; 1I.D.15; 11.D.18 i poster na
Warsztatach Biotechnologicznych 111.B.8), mikrobiologiczng jakoscig powietrza (publikacje
11.D.8; 11.D.12; 11.D.17; 11.D.23; 11.D.24 i postery na konferencjach 111.B.14.E; 11l.B.21.A; 111.B.21.C;
1I.B.23.B i 1ll.B.24) oraz wystepowaniem, znaczeniem i bioréznorodnoscia patogendw
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grzybowych roslin uprawnych. W ramach tego ostatniego zagadnienia w kilkuletnim
eksperymencie przeprowadzatam badania nad porazeniem ziarniakow kukurydzy przez grzyby
plesniowe, w szczegdlnosci Fusarium. Wykonywatam oznaczenia przynaleznosci systematycznej
izolowanych grzybéw — metodami klasycznymi i molekularnymi (PCR i sekwencjonowanie
rejonu Elongation Factor) oraz oznaczenia potencjatu toksynotwérczego tych grzybow. W
efekcie tych prac powstaty publikacje — z listy A (Il.A.3) i B (ll.D.6; 11.D.14) oraz doniesienia
konferencyjne — na konferencjach ogdlnopolskich (lll.B.9.A; 1ll.B.14.A; 1Il.B.14.B) i
miedzynarodowym kongresie biotechnologicznym EUROBIOTECH (l11.B.10). Uczestniczytam
rowniez w badaniach nad porazeniem ktoséw pszenicy przez grzyby z rodzaju Fusarium, ich
identyfikacjg gatunkowg i toksynotwdrczoscig. Wyniki badan opisano w publikacji, ktérej jestem
wspotautorka (II.A.12) oraz przedstawiono w formie posteru na konferencji organizowanej
przez IUNG w Putawach (l1l.B.14.D). W zakres ten wpisuje sie rowniez przeprowadzona przeze
mnie ekspertyza dla firmy Ekoplon S.A. na temat skutecznosci dziatania produkowanego przez
nich preparatu na wybrane grzyby porazajgce rosliny uprawne (m.in. Fusarium spp., Rhizoctonia
solani, Trichoderma viride) — lIl.M.6.

Uczestniczytam rowniez w pracach badawczych nad rozprzestrzenieniem, udziatem
typéw koniugacyjnych i molekularnym zréznicowaniem grzyba Dothistroma — jednego z
grozniejszych patogendéw sosen, jako cztonek zastepczy w Komitecie Zarzgdzajgcym
(Management Committee) oraz cztonek grupy roboczej (Working Group One) akcji COST nr
FP1102: Determining Invasiveness And Risk Of Dothistroma (DIAROD) — Il.1.3-4. Dzieki udziatowi
w tej akcji COST uczestniczytam w zebraniach Management Committee i spotkaniach roboczych
(1MM.A.2-4; llLLA.6, 1ILLA.8; 1lIl.LA.11). Wzietam takze udziat w szkoleniach z zakresu izolacji,
identyfikacji i technik stosowanych w réznicowaniu molekularnym grzybéw Dothistroma
(1M.A.1; LA.13), przy czym w jednym z nich uczestniczytam jako trener technik izolacji DNA,
PCR i interpretacji wynikéw elektroforezy w celu identyfikacji typow koniugacyjnych
Dothistroma (llIl.A.5).

Swoje umiejetnosci w zakresie badan molekularnych nad zmiennoscig genetyczng
grzybéw z rodzaju Dothistroma przy uzyciu markerkdéw mikrosatelitarnych poszerzytam w
ramach udziatu w trzech stazach naukowych, ktére odbytam w Forest Research, Alice Holt
Research Station - Centre for Ecosystems, Society and Biosecurity, w Farnham (Wielka
Brytania):

s 7.10. — 1.11.2013: miesieczny pobyt naukowy Short Term Scientific Mission
(COST) “Microsatellite markers practice” (lll.L.1),

+ 21.07-16.08.2014: miesieczny pobyt naukowy Short Term Scientific Mission
(COST) “Microsatellite analysis of Dothistroma” (lll.L.2),

* 6.07-4.09.2015: dwumiesieczny staz naukowy w ramach Stypendium z Wtasnego
Funduszu Stypendialnego dla Pracownikéw Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie
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»0cena zmiennosci genetycznej izolatow grzyba z gatunku Dothistroma
septosporum, w skali Europy” (lll.L.3).

Wyniki badan przeprowadzonych dzieki udziatowi w akcji przedstawitam jako jedyny
autor, badZ wspétautor: na spotkaniu grupy roboczej i Management Committee w Estoril,
Portugalii (IILA.8) oraz na spotkaniu podsumowujgcym dziatania akcji, ktére odbyto sie na
Uniwersytecie Rolniczym w Krakowie, i ktérego taki& bytam wspdtorganizatorem (lll.A.14;
I.C.1). Efektem prac wykonanych w ramach akcji byly takze badania, opisane w publikac;ji
ILA.14.

W ramach mojej pracy naukowej bratam rowniez udziat w badaniach nad wptywem
stosowania mikrokapsutkowanych olejkéw eterycznych na mikroorganizmy glebowe
(prezentacje na miedzynarodowych konferencjach naukowych - 1ll.B.17; 111.B.19-20, 111.B.22),
zastosowaniem rdinych szczepionek bakteryjnych w uprawie roslin (prezentacja na
miedzynarodowej konferencji naukowej - Il.K.2), czy zréznicowaniem molekularnym czosnku
niedzwiedziego (wspdtautor w publikacji 1LA.11).

Podsumowanie dorobku naukowego

Zestawienie publikacji

A) Liczba publikacji naukowych (w tym publikacje w czasopismach znajdujacych sie w bazie JCR):
49

B) Sumaryczny impact factor, zgodnie z rokiem opublikowania: 32,804
C) Rozdziaty w monografiach: 2

D) Liczba cytowan (bez autocytowan) wg bazy Web of Science: 33

E) Indeks Hirscha wg bazy Web of Science: 4

F) Liczba cytowan wg bazy Google Scholar: 120

G) h-indeks wg bazy Google Scholar: 6

H) Liczba punktow MNiSW: 702
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