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1. Wstep

Kwestia destruktywnych oddzialywan cztowieka na ekosystemy wodne
jest bardzo ztozona i wieloptaszczyznowa. Woda ze wzglgdu na ogodlng dostep-
no$¢ jest srodowiskiem, ktore odgrywa bardzo wazng role w rozprzestrzenianiu
si¢ chordb. Najbardziej podatne na zanieczyszczenia bakteryjne sa wody po-
wierzchniowe, a najczesciej izolowane ze srodowiska wodnego bakterie choro-
botwdrcze to patogeny pochodzenia jelitowego mogace dostawac si¢ do wody
wraz z katem zwierzat, a takze $cickami bytowo gospodarczymi [3]. Wystepo-
wanie bakterii chorobotwoérczych w wodach wykorzystywanych do celow re-
kreacyjnych jest szczegolnie niebezpieczne ze wzgledow epidemiologicznych.
Dostgp do zainfekowanej wody podczas sezonu wypoczynkowego ma tysigce
0sOb, co w polaczeniu z wirulencjg Salmonella sp. stwarza bardzo duze zagro-
zenie dla ludzi oraz kreuje doskonale warunki dla szybko rozprzestrzeniajacej
si¢ infekcji [2]. Szczegodlny niepokdj z kilku przyczyn budzi wsrdd specjalistow
zanieczyszczenie wod bakteriami z rodzaju Salmonella. Po pierwsze mimo, iz
w zbiornikach wodnych istnieje bardzo mata liczba pateczek z rodzaju Salmo-
nella to przedostanie si¢ bakterii wraz z woda do przewodu pokarmowego moze
skutkowa¢ infekcja. Dzieje si¢ tak ze wzgledu na szybkie tempo przej$cia wody
przez zotadek do jelita, w rezultacie czego unika ona naturalnej bariery ochron-
nej. Po drugie w poréwnaniu z innymi bakteriami allochtonicznymi, Salmonella
sp. charakteryzuje si¢ bardzo wysokim wspotczynnikiem przezywalnos$ci
w ekosystemach wodnych; ponadto jest bardziej odporna na stresory $rodowi-
skowe oraz wahania warunkow abiotycznych, co czyni jg wysoce niebezpieczng
dla zdrowia ludz [8]. Po trzecie istnieje potwierdzona badaniami korelacja po-
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miedzy stezeniem wskaznikow zanieczyszczenia w wodzie, a realnym prawdo-
podobienstwem wystgpienia zaburzen zotadkowych u kapiacych si¢ [9]. Kolej-
nym problemem jest fakt stosowania $ciekow, jako nawozu do uzyzniania gleb
znajdujacych si¢ nad ciekami wodnymi. Ich stosowanie, zwlaszcza w postaci
nieoczyszczonej, wydaje si¢ niewtasciwe ze wzgledu na olbrzymi tadunek za-
nieczyszczen mikrobiologicznych jaki ze sobg niosa. Zagrozeniem jest takze
brak efektywnych metod oczyszczania Sciekow jezeli liczba bakterii w §ciekach
siega 10>+10° jtk/ml [10].

W Polsce 94% zakazen pokarmowych to zakazenia powodowane przez
pateczki z rodzaju Salmonella. Dlatego bakterie te traktowane sg jako bardzo
niebezpieczne [11]. W 2006 roku zarejestrowano ogoétem 865 zachorowan na
salmonellozy (zapadalno$¢ 41,9 na 100 000), a wiec o 524 przypadki mniej niz
w 2005 roku. Jednak mimo spadku ogolnej liczby przypadkéw zachorowan
wykazano, iz coraz wigcej 0sob jest nosicielami tych drobnoustrojow. Biorac
pod uwage klika ostatnich dekad, salmonellozy staty si¢ rosngcym problemem
o bardziej srodowiskowym charakterze w krajach wysoko uprzemystowionych.

Wykrywanie paleczek w $rodowisku wodnym jest $cisle skorelowane
zludzka lub zwierzeca aktywnoscia w danym miejscu. Dzieje si¢ tak dlatego, iz
Salmonella sp. jest zdolna do zainfekowania bardzo duzej liczby réoznych gatunkéw
zwierzat, przy czym identyfikacja zrodta srodowiskowego zanieczyszczenia nie
zawsze jest mozliwa. Ponadto wysoki wspdlczynnik przezywalnosci, zarowno
w wodzie, jak 1 innych $rodowiskach, zwigksza prawdopodobienstwo infekcji no-
wego gospodarza. Z tego powodu tak wazne jest prowadzanie badan nad przezy-
walnoscig w srodowiskach wodnych oraz odpowiedZ na pytania z nig zwigzane.

Celem pracy byta ocena wptywu wybranych temperatur na przezywal-
nos¢ pateczek z rodzaju Salmonella, a takze dynamika zmian ilosciowych bak-
terii w czasie, w wodach kgpieliskowych wykorzystywanych na cele rekreacyj-
ne, w warunkach laboratoryjnych.

2. Materialy i metody

Miejscem poboru prob do badan bylo Jezioro Borowno w gminie Do-
brcz, w powiecie bydgoskim.

2.1. Charakterystyka Jeziora Borowno

e powierzchnia 43,2 ha,

e objetosé 3305,6 tys. m’,
o gleboko$¢ maksymalna 14,1 m,

e powierzchnia zlewni catkowitej 3,5 km?,

e powiat bydgoski,

o rodzaj zlewni bezodptywowa.
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Zlewnia jeziora Boréwno potozona jest na obszarze bezodpltywowym
Wysoczyzny Swieckiej. Na obszerng sie¢ ciekow zlewni skladajg sie przede
wszystkim $§rodpolne rowy melioracyjne, ktore maja w wigkszosci charakter
okresowy 1 wykorzystywane sa wiosng [14]. Misa jeziorna zaloZzona jest
w utworach gliniastych. Jezioro posiada II kategori¢ odpornosci na degradacje,
co oznacza, ze jest obiecktem $rednio odpornym na dziatanie czynnikow ze-
wnetrznych [14]. Wérdéd najwazniejszych czynnikéw wplywajacych negatywnie
mozna wymieni¢ strukture uzytkowania zlewni, w ktorej dominujg uzytki rolne,
stanowigce az 71%. Powazne znaczenie jako czynnik ulatwiajacy degradacje
ma takze wskaznik wydhuzenia jeziora, ktorego niska warto$¢ sprawia, iz istnie-
je niewielka zdolno$¢ do rozcienczania zanieczyszczen pochodzacych z ze-
wnatrz. Ponadto jezioro charakteryzuje si¢ stabg stratyfikacja, co moze wpty-
waé na dostgpnos¢ biogenéw w strefie eufotycznej jeziora [14]. Wojewodzki
Inspektorat Ochrony Srodowiska nie zewidencjonowat zrzutow $ciekow do
jeziora. Duzym zagrozeniem dla stanu wod kapieliskowych jeziora Borowno
moga by¢ zbiorniki bezodptywowe potozone na terenie ogrodkow dziatkowych
na wschodnim brzegu jeziora, o ktdre oparta jest gospodarka wodno-$ciekowa
na obszarze zlewni. Ogrody dziatkowe stanowig zrodto silnej antropopresji,
facznie z osrodkami wypoczynkowymi dzialajacymi na zachodnim brzegu je-
ziora sg potencjalnym zrédtem zagrozen. Szacuje sig, iz w sezonie letnim nad
brzegami jeziora wypoczywa w trakcie weekendu nawet ok. 6000 0s6b.

2.2. Procedura prowadzenia badan mikrobiologicznych

Dwa szklane sterylne pojemniki o pojemnosci 5 litrow napetniono woda
z jeziora poprzez ich zanurzenie na $rednig glebokos$¢ zanurzenia osoby ptywa-
jacej (2030 cm). Nastepnie pojemniki przetransportowano do laboratorium.
Przygotowano zawiesing wprowadzajac do ampulki zawierajacej 5 ml sterylnej
wody demineralizowanej namnozone na agarze BHI (Brain Heart Infusion)
kolonie Salmonella senfienberg. Liczba komérek w 1ml szczepionki okreslona
za pomoca densytometru optycznego wynosita 10" Zawiesing wprowadzono
do pojemnikéw zawierajacych wode z jeziora, calos¢ doktadnie wymieszano
1 pozostawiono w temperaturze pokojowej na godzing. Po tym czasie wykonano
pierwsze oznaczenie liczby komoérek Salmonella sp. w 1 ml badanej wody. Po-
jemniki z woda umieszczono w temperaturach 4 i 20°C. Kolejne analizy wyko-
nano po 1 tygodniu od rozpoczecia eksperymentu, a nastgpne w odstgpach 14
dniowych. Calkowity okres badan obejmowat 13 tygodni.

Oznaczenie liczby Salmonella sp. w pobieranych probkach przeprowa-
dzono metoda NPL. Izolacj¢ tych bakterii wykonano w czterech etapach. Pierw-
szy etap stanowilo przednamnazanie w zbuforowanej 1% wodzie peptonowe;j
(inkubacja w temperaturze 37°C przez 24 godziny). Selektywne namnazanie
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wykonano w ptynnej pozywce wg Rappaporta z dodatkiem tetrationianu i ziele-
ni malachitowej (inkubacja w temperaturze 41°C przez 48 h). Kolejnym etapem
bylo przeniesienie hodowli na podloze agarowe BPLA z zielenig brylantowa,
czerwienig fenolowg i laktozg oraz na podtoze agarowe XLD z ksyloza, lizyna
i dezoksycholanem. Inkubacja byla przeprowadzona w temperaturze 37°C prze
z 24 h. Na podtozu BPLA typowe kolonie Salmonella sp. rosty w postaci blado-
r6zowych kolonii, ktore byly otoczone charakterystycznym ré6zowym zabarwie-
niem agaru. Natomiast na podlozu XLD typowe kolonie tych bakterii rosty
w postaci drobnych kolonii z czarnym $rodkiem, wokoét ktorych wystepowata
jasnoczerwona otoczka. Ostatnim etapem byla identyfikacja, ktora polegala na
zastosowaniu testOw serologicznych (reakcje z surowicami) i biochemicznych
(mikrotest API 20E). Wyniki badan przezywalnos$ci pateczek Salmonella sp.
w wodzie zweryfikowano, a nast¢pnie poddano analizie statystycznej w oparciu
o zmiany ilo$ci badanych bakterii w czasie wedtug wzoru:

log(N)=ax+Db (D)
gdzie:

N — liczba bakterii w danym czasie w wodzie,

a — wspotczynnik kierunkowy, odpowiadajacy $redniej zmianie liczby
bakterii w postaci log na jeden tydzien,

X — czas w tygodniach,

b — wyraz wolny odpowiadajacy teoretycznie log liczby bakterii w cza-
sie zerowym, zaangazowanych w dany proces.

Obliczono wspodlczynniki: korelacji, determinacji i regresji oraz okre-
slono istotnosci réznic migdzy badanymi cechami. Ponadto ustalono teoretycz-
ny czas przezycia, a takze tempo eliminacji Salmonella sp. w wodzie na pod-
stawie przebiegu krzywych regresji. Analiz¢ uzyskanych wynikéw przeprowa-
dzono za pomocg programu statystycznego Satistica 6.0.

3. Wyniki badan i ich om6wienie

W poréwnaniu z innymi bakteriami Sa/monella charakteryzuje si¢ bar-
dzo wysokim wspotczynnikiem przezycia w Srodowiskach wodnych; potrafi
przezy¢ takie bakterie jak Staphylococcus aureus czy Vibrio cholerae (DiRita,
2001). Wszechobecnos¢ pateczek.

W przeprowadzonym badaniu medium paleczek z rodzaju Salmonella
byla woda z jeziora wykorzystywana w celach rekreacyjnych. Wyniki badan,
ktore dotyczyly przezywalnosci pateczek Salmonella sp. w wodzie w poszcze-
g6Inych temperaturach przedstawiono w tabeli 1.
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Tabela 1. Liczba bakterii Sa/monella sp. w wodzie w temperaturze 20 i 4°C
Table 1. Number of Salmonella sp. in water at 20 and 4°C

Tygodnie | Liczba Salmonella sp. w 20°C | Liczba Salmonella sp. w 4°C
badan (jtk/ml) Log 10 (jtk/ml) Log 10
1 1,5-107 7,18 9,5-10° 8,98
3 9,5-107 7,98 9,5-10° 9,98
5 9,5-10° 6,98 20,0-107 8,3
7 4,5-10° 3,65 20,0-10° 7.3
9 2,5-10° 4.4 9,5-10* 4,98
11 4,5-10° 2,65 9,5-10* 4,98
13 — — 2,5-10° 3.4

Tabela 2. Wspotczynniki regresji charakteryzujace dynamike inaktywacji pateczek
Salmonella sp. w wodzie w temperaturze 4 1 20°C
Table 2. Indexes characterizing Salmonella sp. inactivation dynamics in water at 4 and

20°C
Temperatura Wspotezynnik Max. czas
P Wspbtczynnik a | Wspotezynnik b| 1 potczym przezycia
wody korelacji (dni)
4°C -0,5440,01 10,60+025 | 0,91 0,95 140
20°C -0,62+0,01 9,04+0,36 | 0,87 -0,93" 91
7 p<0,01

Jak podaje Gibson [5] pateczki z rodzaju Salmonella w zanieczyszczo-
nej wodzie moga przezy¢ ponad 4 miesigce. W wodzie wcze$niej jatowionej
bakterie te s w stanie przetrwa¢ okolo 2 miesiecy. Warunkiem przezycia
w takim przypadku jest dostgp tlenu, ktorego brak skutkuje unicestwieniem
drobnoustrojéw w ciggu 4 dni [13]. Wyniki otrzymane w badaniach wlasnych
potwierdzajg badania Dragera [4] zgodnie, z ktorymi Salmonella w $rodowisku
wodnym przezywa od 3 do okoto 7 miesi¢cy [12]. W badaniach wtasnych tem-
po redukcji populacji bakterii, wedlug analizy regresji wynosito w 4°C
0,54 log/tydzien, natomiast w 20°C bylo wyzsze 1 przyjmowalo wartos¢
0,62 log/tydzien. W zwigzku z powyzszym sadzi¢ mozna, iz nizsza temperatura
dzialta stabilizujaco na wzrost pateczek z rodzaju Salmonella.

Podobne wyniki otrzymali podczas badan Chandran i Hatha [3], ktorzy
zauwazyli, iz pateczki S. typhimurium dluzej przezywaja w nizszych temperatu-
rach. Fakt ten moze by¢ zwigzany ze spadkiem tempa metabolizmu, jaki zacho-
dzi wlasnie w niskich temperaturach. Podczas wiasnych badan zaobserwowano
chwilowe wzrosty liczebnosci wykrywanych bakterii w wodzie w temperaturze
4°C, podobnie jak i w temperaturze 20°C. W temperaturze 20°C stopni dostrze-
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zono dwa skoki liczebnosci bakterii, natomiast w temperaturze 4°C jeden za-
sadniczy skok. Po zwigkszeniu si¢ liczby bakterii obserwowano ich gwattowny
spadek, zarowno w jednej, jak i drugiej temperaturze. Poczatkowe zwigkszanie
si¢ liczby drobnoustrojow moze by¢ zwigzane z obecnoscia w wodzie jeziornej
biogenow. Sprawilo to, iz bakterie w tym czasie znalazty znakomite warunki do
rozwoju 1 namnazania, stgd odnotowany poczatkowy wzrost ich liczby. Po
okresie wzrostu zaobserwowano gwaltowny spadek liczby drobnoustrojow
w temperaturze 4°C podczas 5 tygodnia badan, natomiast w temperaturze 20°C
trwat on od 5 do 7 tygodnia badan. Spadek eliminacji mogt by¢ wynikiem wy-
czerpania si¢ sktadnikow pokarmowych, czego skutkiem mogto by¢ wydluzenie
okresu migdzypodziatowego.

W 9 tygodniu zaobserwowano kolejny nieznaczny wzrost liczby drob-
noustrojow w temperaturze 20°C, a takze stagnacje liczebnos$ci w temperaturze
4°C, co moglo by¢ nastgpstwem dostarczenia niewielkich ilosci sktadnikow
odzywczych przez komorki bakterii obumartych na skutek szoku $rodowisko-
wego. Adaptacja oraz przetrwanie drobnoustrojow w Srodowisku zalezy
w ogromnym stopniu od interakcji zachodzgcych pomigdzy komoérkami, w tym
od wspotzawodnictwa [ 1], ktore pozwala przezy¢ bakteriom o wigkszych moz-
liwosciach regeneracji.
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Rys. 1. Prosta regresji przezywalnosci Salmonella sp. w wodzie w temperaturze 20°C
Fig. 1. Regression line of Salmonella sp. survival in water at 20°C
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Rys. 2. Prosta regresji przezywalnoéci Salmonella sp. w wodzie w temperaturze 4°C
Fig. 2. Regression line of Sal/monella sp. survival in water at 4°C

Podczas badan zauwazono, iz bakterie taczyly sie w wicksze skupiska
o konsystencji §luzu. Zauwazono takze sedymentowanie tych tworéw na dno
zbiornikdéw, co moze mie¢ znaczenia dla ich przezycia w wodzie [6]. Maki
i Hicks [7] prébowali uzyska¢ odpowiedZ na pytanie czy taczenie si¢ komorek
pateczek z rodzaju Salmonella w wigksze agregaty oraz ich Iaczenie si¢ z wod-
nymi zawiesinami zwigksza czas ich przezycia. Zaobserwowali oni, iz komorki
bakterii, ktore tacza si¢ z czastkami zawiesin bardziej wydajnie wykorzystuja
biogeny a takze sg wigksze. Ponadto wykazali, ze uszkodzone komorki pateczek
Salmonella, zbijajac si¢ w wigksze skupiska, zwigkszaly swoja mozliwos¢ prze-
zycia. Podczas aeracji wody w pojemnikach powstate agregaty ulegaty czg-
sciowemu rozbiciu, co moglto wptywac negatywnie na komorki. Macenie wody
moze wplywaé niekorzystnie na przezycie drobnoustrojow w wodzie, poniewaz
dtuzej utrzymuja si¢ one w zbiornikach o wodzie stojacej. Ze wzgledu na ruchy
wody, rekreacyjne wykorzystanie zbiornikdéw skutecznie utrudnia im przezycie.
Z drugiej jednak strony, okresowe mieszanie sprawia, iz z dna zbiornikoéw uno-
sza si¢ skumulowane substancje biogenne uwalniane w tym czasie do wyzszych
warstw, ponadto woda ulega napowietrzeniu, co sprzyja rozwojowi pateczek
zrodzaju Salmonella. Podobne warunki stwarzato mieszanie wody w pojemni-
kach, co moglo by¢ jedng z przyczyn odnotowanych wzrostow liczby bakterii.
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. Wnioski
. Z przeprowadzonych badan wynika, ze temperatura wody jest jednym

z czynnikéw majacych decydujacy wplyw na tempo eliminacji pateczek
z rodzaju Salmonella.

Ustalono, iz w wodzie jeziornej paleczki te szybciej obumieraja
w temperaturze 20°C w poréwnaniu z temperaturg 4°C.

Obliczony z rownan prostych regresji teoretyczny czas przezycia badanych
drobnoustrojéw w wodzie wynosit 13 tygodni w temperaturze 20°C oraz 20
tygodni w temperaturze 4°C.

Dhugi czas przezycia bakterii Salmonella w systemach wodnych oraz ogolna
dostgpno$¢ wody, stanowi potencjalne zagrozenie dla zdrowia ludzi
1 zwierzat.
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Survival of Salmonella sp. in Surface Waters
under Variable Thermal Conditions

Abstract

The majority of cases of salmonellosis reported in the journals are related with
food. Nevertheless, a number of studies have investigated the incidence and survival of
salmonella in rivers, coastal water and lakes. Salmonella is frequently isolated from
water sources, which serve as bacterial reservoirs and may possibly aid transmission
between hosts. Salmonella is constantly released into the environment from infected
humans, farm animals, pets, and wildlife. Compared to other microorganisms, Salmo-
nella sp. has high survival ratio in aquatic environments it outlives Staphylococcus
aureus and even the waterborne Vibrio cholerae in surface waters and in heavily eutro-
phied river water. Nutrient lack, osmotic stress, visible light and temperature appear to
be the abiotic factors that most negatively influence survival. The presence of Salmonel-
la sp. in aquatic environments does not vary seasonally and is independent of water
temperature. Due to its common 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 of the genus Salmonella, and the
dynamics of quantitative changes of the bacteria in time in bathing waters used for
recreation, tested under laboratory conditions. The samples for the study were collected
from Boréwno lake in the commune of Dobrcz, county Bydgoszcz. In the experiment it
was stated that Sal/monella bacilli survived longer in water at 4°C (20 weeks), as com-
pared with 20°C (12 weeks). According to regression analysis, reduction rate of bacteri-
al population in the present study at 4°C was 0.54 log, while at 20°C it was higher and
amounted to 0.62 log. Therefore, it can be concluded that a lower temperature has
a stabilizing effect on bacilli of the genus Salmonella.
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