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1. Wstep

Mikroorganizmy wystepujace w wodach powierzchniowych
mozna podzieli¢ ze wzglgdu na ich pochodzenie i mozliwo$¢ rozwoju
w srodowisku wodnym na organizmy autochtoniczne, dla ktorych woda
jest naturalnym miejscem bytowania oraz allochtoniczne, czyli naniesio-
ne, dostajace si¢ do wody z innych $rodowisk. Wody zrodlane zawieraja
najmniej drobnoustrojow, znaczny rozwo6j mikroflory wystgpuje w wo-
dach bogatych w substancje organiczne, a najliczniej drobnoustroje roz-
wijajg si¢ w wodach powierzchniowych [12]. Wody powierzchniowe nie
sg naturalnym S$rodowiskiem dla organizmdéw patogennych, przedostaja
si¢ one do wod wraz z fekaliami ludzi 1 zwierzat [11]. Inng przyczyna
zanieczyszczenia wody mikroorganizmami patogennymi jest wprowa-
dzanie do odbiornikéw wodnych niedostatecznie oczyszczonych $ciekow
[6, 16]. W wodach powierzchniowych najczesciej spotyka si¢ nastepuja-
ce mikroorganizmy: Salmonella spp., Escherichia coli, Campylobacter
spp., Mycobacterium tuberculosis, Vibrio cholerae, Clostridium perfrin-
gens. Organizmy patogenne czg¢sto sg wykorzystywane jako wskazniki
jakosci wody [17, 22].

Ograniczenie zanieczyszczenia wod powierzchniowych przez mi-
kroorganizmy chorobotworcze jest wazne z punktu widzenia ochrony
zdrowia ludzi i zwierzat. Organizmy patogenne dla cztowieka i zwierzat
moga pochodzi¢ w wodach jeziornych ze sptywu powierzchniowego
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deszczu i topniejgcego $niegu lub niekontrolowanego odprowadzania
sciekow [7]. W Polsce wode przeznaczong na uzytek ludzi poddaje si¢
szeregowi badan fizykochemicznych i1 bakteriologicznych. Biorac pod
uwage jako$¢ wody uzywanej rekreacyjnie nalezy stwierdzi¢, ze powinna
ona by¢ poddawana systematycznym badaniom na obecno$¢ niektorych
grup mikroorganizmoéow, gdyz moga one stac si¢ przyczyng choréb ludzi
oraz zwierzat [17].

W Polsce od 2011 roku do oceny kontroli jakosci wod powierz-
chniowych wykorzystywanych do celow rekreacyjnych jako wskazniki
mikrobiologiczne przyjmuje si¢ enterokoki i pateczki Escherichia coli
oznaczane w 100 ml [20]. Prowadzac monitoring jednolitych czg¢sci wod
powierzchniowych i podziemnych [21] oznacza si¢ liczbe bakterii grupy
coli, bakterii grupy coli typu katowego oraz enterokoki. W klasyfikacji
stanu wod powierzchniowych wykorzystywanych jako wody do spozycia
indykatorami mikrobiologicznymi sg bakterie grupy coli, bakterie termoto-
lerancyjne typu coli, enterokoki oraz bakterie z rodzaju Salmonella [19].

W $rodowisku naturalnym wystepuje bardzo szeroki rezerwuar
pateczek z rodzaju Salmonella, szczegdlnie niebezpieczny jest fakt odno-
towywania nosicielstwa tych drobnoustrojow u ludzi i zwierzat. Do za-
kazenia dochodzi w wyniku kontaktu z osobnikami chorymi lub bedacy-
mi nosicielami oraz poprzez zanieczyszczong wode i pokarm [25]. Kli-
niczne objawy zakazenia ludzi pateczkami Salmonella okresla si¢ jako
dur brzuszny, dury rzekome, toksykoinfekcje pokarmowe oraz posoczni-
ce [13]. Bakterie Salmonella Enteritidis cechuja si¢ wysoka odpornoscig
na temperatur¢ i czynniki fizykochemiczne oraz wykazuja stosunkowo
duzg tolerancja na mikroorganizmy antagonistyczne [10].

Obecnos¢ bakterii chorobotworczych w wodach powierzchnio-
wych uzytkowanych rekreacyjnie jest szczegOlnie niebezpieczna ze
wzgledow epidemiologicznych. Dostep do zainfekowanej wody podczas
sezonu wypoczynkowego ma wiele 0sob, co stwarza dla nich bardzo du-
ze zagrozenie z uwagi na szybkie rozprzestrzenienie si¢ mikroorgani-
zmoOw patogennych [2].

W wodach powierzchniowych konieczne jest prowadzenie kon-
troli mikrobiologicznej pod wzgledem wystepowania W nich bakterii
z rodzaju Salmonella [15]. Pomimo, ze zbiorniki wod powierzchniowych
odznaczajg si¢ niskg zawartoscig tych bakterii, jednak gdy wraz z zanie-
czyszczong woda pateczki dostang si¢ do przewodu pokarmowego, Staja



2740 B. Szejniuk, K. Budziriska, A. Jurek, A. Traczykowski, K. Berleé, M. Michalska, J.K. Pigtkowski

si¢ grozne dla organizmu. Dodatkowo bakterie te charakteryzuja si¢ wy-
sokim wspotczynnikiem przezywalnosci w srodowisku wodnym. Ponad-
to sg odporne na stresory srodowiskowe oraz wahania warunkéw abio-
tycznych, co czyni je wysoce niebezpiecznymi dla ludzi [9, 14].

Przezywalno$¢ bakterii Salmonella Enteritidis zalezy przede
wszystkim od temperatury, pH oraz aktywnosci mikroflory antagoni-
stycznej srodowiska wodnego. Silne dziatanie hamujace na ich rozwoj
wywiera srodowisko kwasne, temperatura ponizej 25°C, duza ilos¢ tlenu
oraz ogrzewanie w temperaturze 72°C przez 15 sekund [8]. Na przezy-
walno$¢ pateczek Salmonella Enteritidis w wodach powierzchniowych
mogg jeszcze mie¢ wptyw rdzne procesy oraz czynniki fizykochemiczne.
Bakterie te sg wrazliwe na dziatanie promieniowania gamma i beta oraz
na dziatanie chloru, kwasu mlekowego oraz innych $rodkéw dezynfek-
cyjnych [23].

Celem pracy byta ocena przezywalnosci bakterii Salmonella Ente-
ritidis w jeziornych wodach powierzchniowych oraz okre§lenie wpltywu
zréznicowanych temperatur na zachowanie si¢ testowanych bakterii.

2. Material i metody

Probki wody powierzchniowej do badan laboratoryjnych przezna-
czone do oceny przezywalnosci pateczek Salmonella Enteritidis pobiera-
no z jeziora potozonego w wojewodztwie kujawsko-pomorskim w po-
wiecie bydgoskim. Powierzchnia zlewni catkowitej, pokrywajacej si¢ ze
zlewnig bezposrednig jeziora wynosi 3,5 km?. Do najwazniejszych czyn-
nikow wplywajacych negatywnie na wody jeziora nalezy wymieni¢
strukture uzytkowania zlewni, w ktorej dominujg uzytki rolne [26]. Mate-
rial do przeprowadzenia badan mikrobiologicznych pobierano wiosng
2011 roku z powierzchniowej warstwy wody na gtebokosci 30 cm bez-
posrednio do sterylnych butelek o pojemnosci 5000 ml. Wode wlewano
do 2 oddzielnych butelek przeznaczonych do badan mikrobiologicznych.
Probki wody pobierano i transportowano zgodnie z normg PN-EN 1SO
5667 [18].

Do badan wykorzystano szczep wzorcowy Salmonella Enteritidis
ATCC 13076. Pobrane z criobanku bakterie pasazowano dwukrotnie na
agarze tryptonowo-sojowym w temperaturze 37°C przez 24 godziny.
Z wyrostych kolonii przygotowano zawiesing wprowadzajac do amputki
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12 ml sterylnej wody demineralizowanej. Za pomocg densytometru op-
tycznego okre§lono liczbe komorek bakteryjnych Salmonella Enteritidis
W szczepionce w postaci zawiesiny na poziomie 10% komorek
w 1 ml. W nastepnym etapie badan do pojemnika z woda o pojemnosci
5000 ml inokulowano po 5 ml zawiesiny testowanych bakterii. Nastepnie
proby pozostawiono w temperaturze pokojowej na 1 godzing. Po uptywie
tego czasu okreslono liczbe bakterii Salmonella Enteritidis w 1 ml za-
szczepionej probki wody metoda Najbardziej Prawdopodobnej Liczby
(NPL). Pojemniki umieszczono w temperaturze 4 i 20°C. Woda pobrana
z jeziora z zaszczepionymi bakteriami Salmonella Enteritidis systema-
tycznie poddawana byla analizie mikrobiologicznej w celu okreslenia
przezywalnosci testowanych bakterii w jednostce czasu. W tym celu za-
stosowano metodg¢ rozcienczen dziesigtnych na 1% zbuforowanej wodzie
peptonowej (inkubacja 24 godziny, temperatura 37°C). W kolejnym eta-
pie przesiewano bakterie w srodowisko ptynnej pozywki namnazajaco-
wybiorczej wedtug Rappaporta i Vassiliadisa (RVS broth) z dodatkiem
zieleni malachitowej i chlorku magnezu (inkubacja 24-48 godzin, tempe-
ratura 41°C). Po inkubacji dokonano izolacji bakterii na statych pozyw-
kach BGA (z czerwienig fenolowa, laktoza i zielenig brylantowg) i XLD
(z ksyloza, lizyng i dezoksycholanem sodowym). Koncowa identyfikacja
polegata na wykonaniu badan biochemicznych (API 20E) oraz serolo-
gicznych (surowica poliwalentna HM). Liczbe bakterii okreslono na pod-
stawie NPL. Obliczenia statystyczne otrzymanych wynikéw przeprowa-
dzono za pomocg pakietu OpenOffice.org Calc. wersja 3.3.

3. Wyniki badan i dyskusja

Wyniki badah mikrobiologicznych dotyczace przezywalno$ci pa-
teczek Salmonella Enteritidis w wodzie powierzchniowej przedstawiono
w tabelach 1-3 i na wykresach 1-2.

Z przeprowadzonych analiz wynika, ze pateczki Salmonella Ente-
ritidis wykazywaty podobne i rownomierne tempo eliminacji w probkach
wody przechowywanej w temperaturze 4 i 20°C. Pierwszego dnia badan
po zaszczepieniu wody bakteriami testowymi ich liczba wynosita 9,5 -10°
NPL-mI™ w obu przypadkach (tab. 1 i 2). Po uptywie dziewigciu dni ilogé
bakterii w wodzie przechowywanej w temperaturze 20°C gwattownie
obnizyla sie do poziomu 2,0-10° NPL-mlI™ (tab. 1). W przypadku probek
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wody przechowywanej w temperaturze 4°C (tab. 2), pierwsze znaczne
zmniejszenie liczby paleczek z rodzaju Salmonella zanotowano w 25
dniu badan i wynosita ona 9,5-10* NPL'ml™, po czym systematycznie si¢
obnizata o warto$¢ jednej potegi do catkowitej ich eliminacji. Wyniki
przeprowadzonego doswiadczenia zostaty poddane transformacji i anali-
zie statystycznej (tab. 3). Zakres w obydwu przypadkach wynosit od 0 do
6,98 log NPL-ml™, gdyz po zaszczepieniu w pojemnikach byta taka sama
liczba komoérek testowanych bakterii. Srednia liczba komérek bakteryj-
nych w calym okresie prowadzonego do$§wiadczenia w probkach wody
przechowywanej w temperaturze 20°C wynosita 2,91 log NPL-ml™ i byta
prawie dwukrotnie mniejsza niz w przypadku probek wody przechowy-
wanych w temperaturze 4°C, ktéra przyjeta wartosé 4,70 log NPL-ml™.
Warto$¢ $rednia liczby pateczek Salmonella Enteritidis uzalezniona byta
od tempa ich eliminacji oraz czgstotliwosci prowadzonych badan. Od-
chylenie standardowe opisujace rozrzut badanej cechy wokot jej Sredniej
bylo zblizone w obydwu prébkach, w przypadku wody przechowywanej
w temperaturze 20°C wynosito 2,32 log NPL-ml™, natomiast dla probek
wody umieszczonych w temperaturze 4°C przyjeto wartos¢ 2,62 log
NPL-ml™. Wedtug Dragera [4] pateczki z rodzaju Salmonella przezywaja
w $rodowisku wodnym od 3 do okoto 7 miesi¢cy. Z kolei Gibson [5]
wskazuje, ze bakterie te izolowano z zanieczyszczonej wody po 4 mie-
sigcach doswiadczenia. Ryzyko sanitarne zwigzane z obecno$cia w wO-
dach powierzchniowych pateczek z rodzaju Salmonella jest znaczne
I dyskwalifikuje przydatnosc takich akwenéw wodnych do celow rekrea-
cyjnych i kapieliskowych [7]. W badaniach wlasnych rzeczywisty czas
przezycia bakterii Salmonella Enteritidis wynosit odpowiednio 39 dni
w temperaturze 4°C, natomiast w wyzsze]j temperaturze bakterie te iden-
tyfikowano przez 35 dni (tab.1 1 2). Podobng zalezno$¢ odnotowali
w swoich badaniach Budzinska i wsp. [1] wskazujac, iz pateczki Salmo-
nella sp. wykazuja dituzsza przezywalnos¢ w niskich temperaturach.
W zwigzku z tym badania wlasne potwierdzaja fakt, Ze w temperaturze
4°C nastepuje obnizenie metabolizmu testowanych bakterii, co wptywato
bardziej stabilizujaco na bakterie Salmonella Enteritidis. Pateczki Salmo-
nella Senftenberg W77s w ptynnych odchodach zwierzecych réwniez
wykazujg si¢ duzg oporno$cig na czynniki temperaturowe [24]. Z kolei
Wecisto i Chrost [27] w badaniach nad przezywalnos$cia pateczek Esche-
richia coli w $wiezej wodzie dowiedli, ze liczba tych bakterii uzaleznio-
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na byla od sposobu przeniesienia ich z warunkow optymalnych do §wie-
zej wody, po czym cze$¢ bakterii zdolna byla do dalszej hodowli, czg$é
przejawiala prawidlowe procesy metaboliczne, ale przyjeta formy nie
hodowlane. Pozostate drobnoustroje nie przezywaty w takich warunkach,
natomiast przyczyng ich §mierci mogt by¢ stres osmotyczny lub tempera-

turowy.

Tabela 1. Liczba bakterii Salmonella Enteritidis w wodzie w temperaturze 20°C
Table 1. The number of Salmonella Enteritidis in water at 20°C

Dzien badan

Liczba bakterii

[NPL-ml"] [log NPL-ml™]

1 9,5-10° 6,98
9 2,0-10° 3,30
13 45-10° 3,65
15 4,5-10° 3,65
16 45-10° 3,65
17 2,5-10° 3,39
18 45-10° 3,65
20 2,5-10° 3,39
21 4,5-10° 2,65
25 9,5-10° 2,97
26 2,5-10° 2,39
27 20-10! 2,30
33 4,5-10* 1,65
34 9,5-10* 1,97
35 0,9-10" 0,95
36 n.s 0

Wykorzystujac uzyskane wyniki badan ustalono przebieg pro-
stych regresji i oszacowano maksymalny czas przezycia bakterii Salmo-
nella Enteritidis (rys. 1 i 2). W przeprowadzonym do$wiadczeniu dla
bakterii bytujacych w wodzie w temperaturze 4°C czas ten wynosit 51
dni, natomiast w probkach wody utrzymywanej w 20°C byt krotszy
I przyjat warto$¢ 39 dni (tab. 3). Teoretyczny maksymalny czas ich prze-
zycia w obu temperaturach roznit si¢ o 12 dni.
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Tabela 2. Liczba bakterii Salmonella Enteritidis w wodzie w temperaturze 4°C
Table 2. The number of Salmonella Enteritidis in water at 4°C

Dyiefi badan Liczba bakterii
[NPL-mI™] [log NPL-mI™]

1 9,5-10° 6,98
11 9,5-10° 6,98
18 9,5-10° 6,98
25 9,5-10* 4,98
33 9,5-10° 3,98
39 9,5-10° 2,98
46 n.s 0

Tabela 3. Wspoétczynniki charakteryzujace dynamike inaktywacji pateczek
Salmonella Enteritidis w wodzie w temperaturze 4 i 20°C

Table 3. Indexes characterizing Salmonella Enteritidis inactivation dynamics
in water at 4 and 20°C

& * Tygodnio- Czas
o g T © . . we tempo svei
dé.)_ g E &< SX R Wspotezynnik eliminag_ji ptlgzekglf:ilia
L bakterii

= log NPL-ml™ a b log dni
20°C | 0-6,98 | 291 | 2,32 | 0,84 | -0,15 | 5,82 1,15 39
4°C 0-6,98 | 470 | 2,62 | 0,87 | -0,16 | 8,13 1,16 51

W przypadku probek wody przechowywanych w temperaturze
4°C rzeczywisty czas izolowania pateczek Salmonella Enteritidis byt
dhuzszy niz w przypadku analogicznych badan dotyczacych probek wody
z temperatury 20°C (tab. 11 2).

Jak wskazuja dane przedstawione na wykresach 1 i 2, odnotowa-
no dla obu probek badawczych réznice zwigzane z tempem obnizania si¢
liczby testowanych bakterii. Drobnoustroje allochtoniczne przechodzac
stres glodowy na skutek zmniejszenia swojej wielkosci moga by¢ niewy-
krywalne za pomoca standardowych metod hodowlanych, jedynie mozna
prowadzi¢ ich obserwacj¢ w preparatach bezposrednich. Zjawisko
VBNC (viable but nonculturable) jest charakterystyczne dla zywych nie
hodowlanych komérek bakteryjnych. Drobnoustroje, ktore osiggaja sta-
dium VBNC posiadaja wigkszg mozliwos¢ przezycia w niekorzystnych
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warunkach srodowiskowych. Nie zmienia to faktu, ze bakterie w $rodo-
wisku wodnym, znajdujace si¢ w stanie uspienia, stanowig niewatpliwe
zagrozenie dla zdrowia publicznego, gdyz wykazujac obnizong aktyw-
no$¢ metaboliczng, zachowuja rowniez wirulencj¢, a nie s3 wykrywane
w rutynowych badaniach mikrobiologicznych wod opartych na metodzie
hodowlanej [23].

W badaniach wiasnych stwierdzono, iz gldwnym czynnikiem wa-
runkujagcym przezywalno$¢ bakterii Salmonella Enteritidis w badanej
wodzie powierzchniowej jest temperatura, co wyraznie pokazujg wyniki
doswiadczenia. Warto$ci temperatury wskazuja na zalezno$¢ miedzy
tempem zmniejszania si¢ liczby bakterii a ich przezywalno$cig. Po
pierwszym tygodniu badan liczba bakterii umieszczonych w wodzie
0 temperaturze 20°C obnizyta si¢ znacznie, co wskazuje na mniejsza to-
lerancj¢ przez badane bakterie takich temperatur. W wodzie przechowy-
wanej w temperaturze 4°C nie zanotowano gwattownego obnizenia licz-
by testowanych bakterii, lecz nastepowato systematyczne jej zmniejsze-
nie, co wydtuzyto ich czas przetrwania w probkach wody.

E , y=-0,15x + 5,82
&
3 * S
2
1
0 *
0 5 10 15 20 25 30 35

Czas{dni)

Rys. 1. Prosta regresji przezywalnosci Salmonella Enteritidis w wodzie
W temperaturze 20°C
Fig. 1. Regression line of Salmonella Enteritidis survival in water at 20°C
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Wedlug badan przeprowadzonych przez Chandrana i Hatha [3]
pateczki Salmonella typhimurium przezywaja dtuzej w nizszej temperatu-
rze, co moze mie¢ zwigzek ze spadkiem tempa ich metabolizmu. W ba-
daniach witasnych zanotowano tygodniowe tempo inaktywacji bakterii
Salmonella Enteritidis w badanych probkach wody wynoszace 1,15 log
w temperaturze 20°C oraz 1,16 log w wodzie o nizszej temperaturze 4°C
(tab. 3). Fakt ten zwigzany jest ze zjawiskiem hibernacji komoérek bakte-
ryjnych w nizszej temperaturze, wynikajagcym z ograniczenia ich funkcji
zyciowych w niekorzystnych warunkach, co znacznie wydtuza ich prze-
zywalnos¢.

9
8
7 &
6
= y=-0,16x+8,12
=
i)
4 &
3
2
1
0 *
0] 10 20 30 40 50
Czas{dni)

Rys. 2. Prosta regresji przezywalnosci Salmonella Enteritidis w wodzie
W temperaturze 4°C
Fig. 2. Regression line of Salmonella Enteritidis survival in water at 4°C

Podsumowujac wyniki przeprowadzonych analiz nalezy stwier-
dzi¢, ze bakterie Salmonella Enteritidis wykazuja dhugi rzeczywisty czas
przezycia w srodowisku wodnym (35 i 39 dni). Istotny wptyw na stopien
zanieczyszczenia mikrobiologicznego wod powierzchniowych wywieraé
moze rowniez zawarto$¢ substancji humusowych. Jak podajg Vrede
i wsp. [28], wyzszg liczbe bakterii izolowano w probkach wody pocho-
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dzacej z jeziora humusowego, natomiast czestotliwos¢ ich wystepowania
wahata si¢ w granicach miedzy 9 a 43% i posiadata charakter sezonowy.
W zwiagzku z tym, co wynika réwniez z badan wiasnych, w okresie let-
nim przy wyzszych temperaturach powietrza atmosferycznego oraz wod
powierzchniowych, istnieje wicksze prawdopodobienstwo przezycia
w nich bakterii chorobotworczych z rodzaju Salmonella. Wydaje si¢ za-
tem konieczne prowadzenie monitoringu zanieczyszczenia mikrobiolo-
gicznego wody w kapieliskach zgodnie z Rozporzadzeniem Ministra
Zdrowia [20] nie tylko w kierunku liczby pateczek Escherichia coli
I enterokokow, ale rowniez bakterii z rodzaju Salmonella.

4. \Wnioski

1. Przeprowadzone badania wykazaly, ze temperatura wody powierzch-
niowej jest jednym z czynnikow, ktore wptywaja na tempo obumiera-
nia bakterii Salmonella Enteritidis w tym $rodowisku.

2. Teoretyczny czas przezycia bakterii Salmonella Enteritidis w wodzie
0 temperaturze 20°C wynosit 39 dni, natomiast w przypadku wody
0 temperaturze 4°C byt dtuzszy i przyjat wartos¢ 51 dni.
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Survivability of Bacteria Salmonella Enteritidis
in Surface Water

Abstract

The most frequent cause of salmonelloses are food poisonings. Howev-
er, many studies prove the occurrence and possibility of survival of rods of the
genus Salmonella in lakes. The bacteria are often isolated from water sources,
which act as a bacterial reservoir. Rods of Salmonella are constantly released to
the environment, which results in infections of people and animals. In compari-
son with other microorganisms, bacteria of the genus Salmonella are character-
ized by a high survival rate in water environments, particularly in waters of
highly eutrophicated lakes. Temperature, the shortage of nutrients, osmotic
stress and light has the most negative effect on their survival. Due to its com-
mon accessibility, water is an environment which plays an essential role in
spread of diseases. The aim of this study was to estimate the effect of selected
temperatures on the survival rate of bacilli Salmonella Enteritidis, and the dy-
namics of quantitative changes of the bacteria in time in bathing waters used for
recreation, tested under laboratory conditions. As well as to determine the dy-
namic of quantitative changes of the bacteria in time under laboratory condi-
tions. The samples for the study were collected from a lake in the Bydgoszcz
district. In the conducted experiment it was indicated that Salmonella Enteritidis
survived longer in water at 4°C (51 days), as compared with 20°C (39 days). In
the present study the elimination rate of bacteria population, according to the
analysis of regression, amounted to 0.16 log daily at 4°C, whereas at 20°C it as-
sumed a value of 0.15 log daily. Consequently, it may be concluded that a lower
temperature has a more stabilizing effect on rods of the genus Salmonella.



