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Streszczenie

Zbiorniki wodne coraz czgsciej stajg si¢ integralng infrastruktura duzych miast, petniagc wazne
funkcje estetyczne i rekreacyjne. Nie sa one jednak objete systematycznym monitoringiem mikrobio-
logicznym. Celem niniejszej pracy byla ocena stanu sanitarno-bakteriologicznego zbiornika wodnego
,.Balaton” polozonego w centrum Bydgoszczy. Analizy sanitarne obejmujace liczebno$¢ wybranych
grup mikroorganizméw wykonane zostaly zgodnie ze standardami Polskich Norm. Dodatkowo bada-
nia poszerzono o oznaczenie ogdlnej liczby bakterii (OLB) oraz oceng aktywnosci blony cytoplazma-
tycznej komorek bakterioplanktonu, wykorzystujac w tym celu zestaw barwnikow fluorescencyjnych
LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit. Wykonane badania wykazaly, ze zasadniczy
wplyw na ilo$¢ drobnoustrojow miata pora roku. Najwigksza liczbe bakterii psychrofilnych, mezofil-
nych oraz enterokokéw katlowych odnotowano latem, a najmniejsza jesienia. Wyjatek stanowily bak-
terie z grupy coli oraz Escherichia coli, ktorych najmniejsza liczb¢ odnotowano w sezonie wiosen-
nym. Podobne zaleznosci stwierdzono na podstawie analizy ogdlnej liczby komorek bakterii, wérod
ktorych aktywnos$¢ blony cytoplazmatycznej wynosita od 91,5% latem do 72,3% wiosng. Analiza
taksonomicznego zréznicowania dominujacych szczepow bakterii wykonana metoda BIOLOG® wy-
kazata, ze wszystkie badane izolaty nalezaty do klasy Gammaproteobacteria.
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WSTEP

W ostatnich latach zauwazalnie ro$nie tendencja do uwzgledniania terenow zie-
lonych w gospodarce przestrzennej aglomeracji miejskich. Wzrastajaca $wiado-
mos$¢ 1 potrzeba spoleczenstwa wlaczania w infrastruktur¢ miast terenéw zieleni
publicznej wyrazana jest migdzy innymi poprzez projekty miejskich budzetow
obywatelskich. Bardzo duza cze¢$¢ inicjatyw stanowia projekty dotyczace zagospo-
darowania lokalnej przestrzeni takimi inwestycjami, jak parki miejskie, parki re-
kreacyjno-sportowe, klomby czy $ciezki przyrodniczo-spacerowe. Ich integralng
czg$¢ stanowia czesto oczka i zbiorniki wodne, ktore petnia zar6wno funkcje este-
tyczne, jak i rekreacyjne. Takie $rodmiejskie ekosystemy wodne moga by¢ zary-
biane, stuzag do uprawiania sportow wodnych, a lokalnej ludnosci rowniez niekiedy
jako kapieliska. Ponadto, zarowno naturalne jak i sztuczne, zbiorniki wodne zloka-
lizowane w miastach odgrywaja wazng role ekologiczng, tworzac siedliska dla
rzadkich gatunkow ro$lin 1 zwierzat niespotykanych w innych biotopach. W kon-
sekwencji zwickszenie réoznorodno$ci biologicznej pozytywnie wplywa na atrak-
cyjnos$¢ turystyczng regionu [WAGNER 2005].

Zaréwno ze wzgledu na liczne funkcje, ktore zbiorniki wodne petnia w $rodo-
wisku miejskim, jak réwniez na interakcje, do ktérych dochodzi migdzy cztowie-
kiem a tymi ekosystemami, zbiorniki te powinny by¢ obejmowane systematyczng
kontrola sanitarng. Niestety, w przypadku opisywanych bakteriocenoz nie jest
prowadzony rutynowy monitoring bakteriologiczno-sanitarny. Dlatego celem ni-
niejszej pracy byta kompleksowa ocena stanu sanitarno-bakteriologicznego zbior-
nika wodnego ,,Balaton” zlokalizowanego w centrum Bydgoszczy.

MATERIALY I METODY BADAN
OBIEKT BADAN

Zbiornik wodny ,,Balaton”, zlokalizowany w dzielnicy ,,Bartodzieje” w cen-
trum Bydgoszczy powstat jako staw poeksploatacyjny przy niefunkcjonujacej juz
cegielni [GORACZKO 2003]. Zbiornik o powierzchni 2,73 ha w latach 70 XX w.
zostal przeznaczony do celéw rekreacyjnych.

Probki wody powierzchniowej z warstwy epilimnionu badanego zbiornika (ob-
jetosé ok. 500 cm®) pobierane byly czerpakiem do sterylnych stojéw latem i jesie-
nig 2014 r. oraz wiosng 2015 r. Na obszarze badan wytypowano trzy stanowiska
badawcze (rys. 1).
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Rys. 1. Lokalizacja stanowisk badawczych; zrédto: opracowanie wiasne

Fig. 1. Location of the sampling sites; source: own elaboration

BADANIA MIKROBIOLOGICZNE

Pobrane probki wody niezwtocznie dostarczano do laboratorium, gdzie podda-
wane byly wybranym analizom. Ogolng liczbe heterotroficznych bakterii psychro-
filnych (jtk 22°C) oraz mezofilnych (jtk 37°C) oznaczano zgodnie z rekomenda-
cjami Polskiej Normy PN-EN ISO 8199:2010. Przed posiewem probki rozciencza-
no w jalowym peptonowym roztworze soli (0,85% wodny roztwér NaCl z dodat-
kiem 1 g peptonu na dm’). Przygotowane rozcienczenia dobrze wymieszano na
mikrowytrzasarce. Nastgpnie wykonano z nich posiewy w trzech réwnolegtych
powtérzeniach w objetosci 0,1 cm® probki na sterylna pozywke testowa agaru od-
zywczego. Po 24 godzinach inkubacji bakterii mezofilnych oraz odpowiednio 72
godzinach inkubacji bakterii psychrofilnych zliczano wyroste kolonie i podawano
wynik jako jtk-cm .

Ogolng liczbe enterokokow katowych oznaczono metodg filtracyjna zgodnie
z PN-EN ISO 7899-2:2004 na podtozu Slanetz i Bartley w 37°C z potwierdzeniem
na podtozu z azydkiem sodu i eskuling w temperaturze 44°C. Bakterie z grupy coli
oraz Escherichia coli oznaczono metoda filtracyjng zgodnie z PN-EN ISO 9308-
1:2014-12 na podtozu ChromoCult® Coliform Agar w 37°C. Wyniki wyrazano
w jtk-cm .

W celu oznaczenia ogodlnej liczby komorek bakterioplanktonu oraz oceny ich
stanu fizjologicznego poprzez integralnos¢ btony cytoplazmatycznej zastosowano
metode barwienia fluorescencyjnego, wykorzystujac zestaw  barwnikow
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LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit. Probki rozcienczono w stosunku
1:100 w sterylnej wodzie, ktora wczesniej przesaczono przez filtry celulozowe fir-
my Sartorius o $rednicy porow 0,2 um. Materiat dobrze wymieszano na mikrowy-
trzasarce i w objetoéci 1 cm’ przeniesiono do sterylnej probowki typu Eppendorf.
Nastepnie do probki dodano fluorochrom SYTO®9 oraz jodek propidyny (IP)
w objetosci 0,15 cm® w stosunku 1:1. Proboéwke delikatnie wstrzasnieto w celu
wymieszania si¢ barwnikéw 1 pozostawiono na 20 minut w ciemnosci w tempera-
turze pokojowej. Po tym czasie probke filtrowano przez czarne filtry membranowe
firmy Merck Millipore o srednicy porow 0,2 um. Wykonane preparaty niezwlocz-
nie ogladano pod mikroskopem epifluorescencyjnym (Nikon, model Eclipse E600),
wyposazonego w zestaw filtrow B-2A (EX 450490 nm, DM 505 nm, BA 520
nm). Ogo6lng liczbe bakterii (OLB) okre§lano na podstawie wzoru:

SN

X SVR )
gdzie:

X = liczba komérek bakterii w 1 cm’® wody;

N = liczba komodrek w analizowanym polu widzenia;

S = efektywna powierzchnia filtra;

s = analizowana powierzchnia pola widzenia;

R = uzyte rozcienczenie probki.

Zastosowana technika umozliwila jednoczesne oznaczenie aktywnosci btony
cytoplazmatycznej komorek bakterii. Na podstawie uzyskanych danych okreslono
procent komorek bakterii z aktywng btona komérkowa [MEM+], ktore w wyniku
barwienia fluorochromem SYTO®9 przyjmowaty kolor zielony oraz komérek
z uszkodzong btong komoérkowa [MEM—], ktére w wyniku barwienia znacznikiem
IP przyjmowaty kolor pomaranczowy.

ANALIZA TAKSONOMICZNA

Analize¢ taksonomicznego zrdéznicowania dominujgcych szczepdéw bakterii wy-
konano metoda metabolicznego odcisku palca technika BIOLOG®. W celu wyko-
nania analizy badane szczepy posiano redukcyjnie na rekomendowang przez pro-
ducenta pozywke agarowa BUG. Po 18-24—godzinnej hodowli sterylng wyma-
z6wka przeniesiono pojedyncza kolonie do ptynu inokulacyjnego IF-A, ktorego
gestos¢ ustalono na poziomie 90-98% turbidancji. Tak przygotowana zawiesing
bakteryjna zaszczepiono w objetosci 0,1 cm® dotki mikroptytek GEN III MicroPla-
te™ firmy Biolog. Plytki inkubowano przez 24 godziny w temperaturze +22°C. Po
tym czasie wykonano odczyty z uzyciem systemu MICROSTATION™ ID wspar-
tego oprogramowaniem MicroLog 3.
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ANALIZY STATYSTYCZNE

Analizg statystyczng wynikdw wykonano z zastosowaniem oprogramowania
STATISTICA wer. 12. W celu analizy réznic pomigdzy grupami danych i porow-
nywania niezaleznych czynnikow wykorzystano analiz¢ wariancji ANOVA lub test
nieparametryczny ANOVA rang Kruskala—Wallisa. Przeprowadzono réwniez test
Tukeya z grupy testow post-hoc, umozliwiajacy okreslenie rdéznic wewnatrzgru-
powych. Testy statystyczne prowadzono na poziomie istotnosci p < 0,05.

WYNIKI I DYSKUSJA

Zbiorniki wodne na skutek nieustannie wplywajacych na nie czynnikow fizy-
kochemicznych i biologicznych sa jednymi z najbardziej dynamicznie zmieniaja-
cych si¢ srodowisk naturalnych. Dotyczy to zwlaszcza niewielkich ekosystemow,
ktore dodatkowo moga ulega¢ antropopresji, jak w przypadku zbiornikow $rod-
miejskich.

Jednym z podstawowych parametrow mikrobiologicznych charakteryzujacych
populacje bakterii w srodowiskach naturalnych jest jej liczebno§¢. W srodowiskach
wodnych na jej wielko$¢ znaczaco wplywaja czynniki panujace w poszczegolnych
porach roku [FRACZEK i in. 2015]. Jak wynika z przeprowadzonych analiz, naj-
wieksze wartosci zarowno bakterii psychrofilnych, jak i mezofilnych odnotowano
w sezonie letnim, najmniejsze natomiast w sezonie jesiennym (rys. 2). Uzyskane
dane koresponduja z wynikami badan KALWASINSKIEJ i DONDERSKIEGO [2005],
ktorzy analizowali liczebno$¢ bakterii planktonowych i neustonowych w eutroficz-
nym Jeziorze Chetmzynskim. O duzej liczebnosci populacji bakterii w okresie let-
nim moze $wiadczy¢, charakterystyczny dla tego sezonu, intensywny rozwoj fito-
planktonu stanowigcego wazne zrédlo pokarmu komorek bakterii. Wieloczynni-
kowa analiza wariancji nie wykazata innych istotnych ro6znic pomigdzy grupami
danych. Jedyna réznice wewnatrzgrupowg za pomoca testow post-hoc wykazano
wiasnie migdzy liczebnoscig bakterii w letnim sezonie a ich liczebnos$cig w jesien-
nym sezonie badawczym (p < 0,05).

Bakterie wskaznikowe sag waznym parametrem mikrobiologicznym umozliwia-
jacym okreslenie sanitarnego stanu ekosystemow wodnych. Wsrdd nich szezegolng
rolg¢ odgrywaja bakterie fekalne, takie jak Escherichia coli czy Streptococcus fae-
calis, ktorych obecnos¢ $§wiadczy o wystgpowaniu w wodzie $wiezych $ciekow
bytowych. Najwigksze wartosci wszystkich analizowanych grup bakterii wskazni-
kowych odnotowano w sezonie letnim (rys. 3). FRAK i NESTOROWICZ [2009], mo-
nitorujgc stan sanitarny miejskich zbiornikdw na terenie Warszawy, rowniez odno-
towaly znaczne pogorszenie si¢ mikrobiologicznej jakosci wod w okresie lata.
Prawdopodobnie wynika to ze wzmozonej aktywnosci turystycznej, ktorej sprzyja
okres wakacyjny. Zrodlem tak duzych ilosci bakterii katowych, stwierdzonych

© ITP Woda $rod. Obsz. Wiej. 2017 (I-TIT). T. 17. Z. 1 (57)



68 Woda-Srodowisko-Obszary Wiejskie. T. 17. Z. 1 (57)

-3

£
o©
R
=}
G
7
£
o©
Re)
=
Srednia  Mean
Sredniatbtad std.
Meanxstd. error
min—-max
Bakterie psychrofilne Psychrophilic bacteria
Bakterie mezofilne Mesophilic bacteria
Rys. 2. Liczebnos$¢ bakterii heterotroficznych; zrodto: wyniki wlasne
Fig. 2. Number of heterotrophic bacteria; source: own study
7
£
o
2
o
?
£
o
=

Srednia  Mean
Sredniatbtad std.
Meanzstd. error

min—-max
Bakterie z grupy coli Coliform bacteria

Escherichia coli
Enterokoki katowe Fecal enterococci

Rys. 3. Liczebno$¢ wskaznikowych bakterii stanu sanitarnego; zrodto: wyniki wlasne

Fig. 3. Number of indicator bacteria of sanitary condition; source: own study
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w badanych probkach wody, moga by¢ liczne gatunki ptakéw, dla ktorych w okre-
sie wiosenno-letnim zbiornik wodny ,,Balaton” w Bydgoszczy staje si¢ tymczaso-
wa ostojg, miejscem legu i zerowania. Analiza statystyczna z wykorzystaniem testu
ANOVA rang Kruskala—Wallisa wykazata istotne rdznice w liczebnosci bakterii
wskaznikowych pomiedzy sezonem letnim a wiosennym (p < 0,05). W obrebie
grupy bakterii wskaznikowych najwigksze roznice odnotowano mi¢dzy bakteriami
z grupy coli a enterokokami katowymi (p < 0,01).

Jak wynika z przeprowadzonych badan, najwigksze wartosci ogolnej liczby
bakterii odnotowano w sezonie letnim (rys. 4). Chociaz analiza statystyczna nie
wykazata istotnych réznic pomiedzy iloscig bakterioplanktonu w analizowanych
sezonach, to uzyskane dane byly $rednio o dwa rzedy wielkosci wigksze w stosun-
ku do wynikéw liczebno$ci uzyskanych tradycyjnymi metodami hodowlanymi.
W literaturze wielokrotnie donoszono, ze ogoélna liczba komorek w siedliskach
wodnych oznaczona metodami mikroskopowymi byta o kilka rzedow wielkosci
wigksza niz liczba wyhodowanych kolonii, ktére obejmowaty zaledwie od 0,001
do 0,3% ogolnej populacji [AMANN i in. 1995]. Niniejsze analizy wykazaty, ze
w badanym obiekcie bakterie psychrofilne stanowily $rednio 2,7%, a bakterie me-
zofilne 1,5% ogdlnej populacji bakterioplanktonu. Mozna to wytlumaczy¢ zdolno-
$cig bakterii do wchodzenia w specyficzny stan fizjologiczny, w ktorym pozostaja
one zywe, ale catkowicie traca zdolno$¢ tworzenia kolonii na pozywkach mikro-
biologicznych. Takie formy mikroorganizméw okreslono mianem VBNC (ang.

10*-cm™

Srednia  Mean
Sredniatbtad std.
Meanzstd. error
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Rys. 4. Ogolna liczba komorek bakterii; zrodto: wyniki wlasne

Fig. 4. Total number of bacterial cells; source: own study
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viable but non coultureable) [OLIVER 2010]. Obecnie panuje poglad, ze stan
VBNC jest strategia przetrwania komorek bakteryjnych bedaca odpowiedzig na
trudne warunki $§rodowiskowe [LLEO i in. 2007]. Jedng z istotnych cech komodrek
zywych, lecz nie powodujacych wzrostu na podtozach mikrobiologicznych jest ich
niska aktywno$¢ metaboliczna [OLIVER 2005]. Taka zdolno$¢ ma wiele patogenow
[COLWELL 2000]. Z uwagi na cechy charakterystyczne dla komoérek w stanie
VBNC ich ilosciowa i jakoSciowa ocena jest waznym i uzasadnionym etapem ba-
dan nad strukturg mikrobiomu §rodowisk wodnych.

Jednym z waznych wskaznikow aktywnos$ci komorek bakterii jest ocena stanu
ich blony cytoplazmatycznej [MIKS, WARMINSKA-RADYKO 2008]. Wyniki analiz
przeprowadzonych w toku niniejszej pracy $wiadcza, ze bakterie z nieuszkodzong
btona komdrkowa stanowity od 91,5% latem do 72,3% w okresie wiosennym (rys.
5). Wyniki dostgpnych prac badawczych wskazuja na jeszcze rzadsze wystgpowa-
nie zywych komoérek w populacjach bakterii srodowisk wodnych [FREESE i in.
2006; HAGLUND i in. 2003]. Najwiecej komodrek z nieaktywna btong komorkowa,
tj. 27,9%, stwierdzono w sezonie jesiennym, co moglo by¢ spowodowane wzmo-
zong aktywno$cia w tym okresie bakteriozernych nanowiciowcow [KOTON-
-CZARNECKA, CHROST 2003].

%

Rys. 5. Udziat (%) zywych (MEM+) i martwych (MEM-) komorek bakteryjnych;
zrodto: wyniki wlasne

Fig. 5. The percentage (%) of live (MEM+) and dead (MEM-) bacterial cells;
source: own study

Struktur¢ wykonanej analizy taksonomicznej przedstawiono w tabeli 1. Na
podstawie identyfikacji wyizolowanych szczepow (N = 14) mozna stwierdzi¢, ze
w badanej wodzie dominowaty bakterie z rodziny Enterobacteriaceae reprezento-
wane przez Escherichia coli, Serratia plymuthica, Serratia fonticola oraz Leclercia
adecarboxylata. Wykazano réwniez obecno$¢ bakterii z rodziny Aeromonadaceae,
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tj. Aeromonas bestiarum oraz Aeromonas sobria, a takze Acinetobacter baumannii
nalezace do rodziny Moraxellaceae. Wszystkie wymienione gatunki naleza do typu
Proteobacteria, ktory obejmuje wylacznie bakterie Gram-ujemne. Klasa Gamma-
proteobacteria, obejmujaca przede wszystkim liczng grupe bakterii nalezacych do
rodziny pateczek jelitowych, jest dominujacym taksonem w $rodowiskach wod-
nych. Fakt ten potwierdzony zostat wieloma analizami, przeprowadzanymi w roz-
nych czgéciach $wiata, zar6wno w jeziorach stodkowodnych [LEON i in. 2012;
ZWART 1 in. 2002], jak i stonowodnych [JAMIESON i in. 2013; STOLLE i in. 2011].

Tabela 1. Taksonomiczne zr6znicowanie dominujgcych szczepow

Table 1. Taxonomic diversity of dominant strains

Typ Klasa Rzad Rodzina Rodzaj/Gatunek
Phyllum Class Order Family Genus/Species

Escherichia coli

< & . . Serratia plymuthica

= 5] Enterobacteriales Enterobacteriaceae - -

2 c.« Serratia fonticola

5] 5 .

< § 8 Leclercia adecarboxylata
@ N

% £ Aeromonas sobria

= < Aeromonadales Aeromonadaceae -

o o Aeromonas bestiarum

Pseudomonadales Moraxellaceae Acinetobacter baumanii

Zrodto: wyniki whasne. Source: own study.

PODSUMOWANIE

Wyniki przeprowadzonych analiz §wiadcza, ze na ogoélna liczebnos$¢ bakterii
heterotroficznych, w tym bakterii wskaznikowych, duzy wptyw wywierala pora
roku. Najwigksze ilosci bakterioplanktonu, oznaczanego zaré6wno metodami ho-
dowlanymi, jak i bezposrednimi stwierdzono w okresie letnim, kiedy panowata
wysoka temperatura i wzmozona aktywno$¢ rekreacyjna wokoét badanego zbiornika
wodnego. Badania cytologiczne wykazaty ponadto, ze bakterie oznaczane klasycz-
nymi metodami hodowlanymi stanowity jedynie niewielka czes¢ faktycznej liczeb-
nosci bakterii wodnych. Analiza taksonomiczna wybranych szczepow bakterii po-
twierdzita wystgpowanie typowo wodnych bakterii Gram-ujemnych nalezacych do
typu Proteobacteria, ktory reprezentowany byt gtownie przez gatunki nalezace do
rodziny paleczek jelitowych. Powyzsze wyniki sugeruja konieczno$¢ objecia
zbiornikoéw wodnych pelnigcych w miastach funkcje rekreacyjne przynajmniej
okresowg kontrolg sanitarng, co pozwoli ograniczy¢ potencjalne ryzyko epidemio-
logiczne.

Praca zostala sfinansowana ze §rodkéw budzetowych na nauke.
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Lukasz KUBERA, Marta MALECKA-ADAMOWICZ

EVALUATION OF SANITARY AND BACTERIOLOGICAL CONDITION
OF THE “BALATON” WATER RESERVOIR LOCATED IN THE CENTER OF BYDOSZCZ

Key words: bacterioplankton, BIOLOG® method, LIVE/DEAD, water reservoirs

Summary

Water reservoirs have become increasingly an integral part of infrastructure of big cities. They
play an important aesthetic and recreational functions, but aren’t covered by systematic microbiologi-
cal monitoring. The aim of this study was evaluation of sanitary and bacteriological condition of the
“Balaton” water reservoir located in Bydgoszcz. Sanitary analysis includes the number of selected
groups of microorganisms were made in accordance with the Polish Standards recommendations. The
study was expanded to determine the total number of bacteria (TNB) and assessment the activity of
cytoplasmic membrane of bacterioplankton. In this case was used fluorescent dyes LIVE/DEAD®
BacLight™ Bacterial Viability Kit. The studies showed, that the season has a major impact on the
distribution of bacterial populations. The highest average number of psychrophilic and mesophilic
bacteria and also fecal enterococci was recorded in summer. The exceptions were coliform bacteria
and Escherichia coli, which the smallest average number was noted in spring. Similar relationship
observed based on the total number bacteria, among which cytoplasmic membrane activity varied
from 91.5% in summer to 72.3% in autumn. The taxonomic analysis of dominant bacterial strains
prepared using BIOLOG® method showed, that all examinated isolates belonged to Gammaproteo-
bacteria class.

Adres do korespondencji: dr Lukasz Kubera, Uniwersytet Kazimierza Wielkiego w Bydgoszczy,
Wydziat Nauk Przyrodniczych, Instytut Biologii Eksperymentalnej, Zaktad Mikrobiologii, al. Po-
wstancow Wielkopolskich 10, 85-090 Bydgoszcz; tel. + 48 52 376-79-25, e-mail: kubera@ukw.
edu.pl
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