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Streszczenie

Prezentowane badania zostaly przeprowadzone w celu oceny wystgpowania bakterii
Pseudomonas aeruginosa (pateczki ropy btekitnej) w wodzie pochodzacej ze zbiornikéw
wodnych uzyteczno$ci publicznej oraz studni artezyjskich zlokalizowanych na terenie
miasta Krakowa. Pobranie prébek nastgpito dla kazdego z wybranych miejsc dwukrotnie:
w sezonie letnim i zimowym 2012 r. Obecno$¢ Pseudomonas aeruginosa stwierdzono
w kapieliskach, nie stwierdzono natomiast obecnoSci bakterii w wodach przeznaczonych
do spozycia. Skazenie bylo uzaleznione od terminu poboru probki — wykazywato sezo-
nowe zmiany.

Stowa kluczowe: Pseudomonas aeruginosa, zbiornik wodny, studnia artezyjska, kapielisko.

1. Wprowadzenie

Pseudomonas aeruginosa nalezace do rodziny Pseudomonadaceae sg tleno-
wymi, Gram-ujemnymi bakteriami, osiggajacymi wielko$¢ 0,8—3,0 um. Posiadajg
jedna rzgske umieszczong biegunowo, ktdra sprawia, ze sg one bardzo ruchliwe.
Nie wytwarzaja otoczek ani przetrwalnikéw, jednak moga powodowacé ostre i prze-
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wlekle zakazenia. Drobnoustroje te moga by¢ wyizolowane ze Zrédet Srodowisko-
wych, szczegdlnie z wdd stodkich, gleb, Sciekéw, powietrza i powierzchni ro$lin,
pojawiaja sie réwniez jako organizmy komensalne u zwierzat i ludzi (skora, flora
jelitowa) [Lavoie, Wangdi i Kazmierczak 2011]. Pateczki Pseudomonas aerugi-
nosa, zwane pateczkami ropy bifekitnej, wytwarzaja niebieskozielong piocyjaning
(1-hydroksy-5-metylofenazyne), ktéra wykazuje wiaSciwosci antybiotyczne, oraz
rozpuszczalng w wodzie fluoresceing, powodujacg fluorescencje w Swietle nadfiole-
towym. Chorobotworczo$¢ pateczek ropy btekitnej jest zwigzana z wytwarzaniem
przez nie ré6znych metabolitow (takich jak egzotoksyna A, enterotoksyna, endo-
toksyna, hemolizyny, leukocydyna, enzymy proteolityczne i zewngtrzkomdrkowy
§luz). W patogenezie zakazef tymi pateczkami duzg rolg odgrywa tez piocyjanina,
ktéra ze wzgledu na swoje antybiotyczne wlasciwosci hamuje wzrost innych drob-
noustrojéw, utatwiajac jednoczes$nie pateczkom Pseudomonas aeruginosa koloni-
zacje ostabionego immunologicznie organizmu [Pariser, Caserio i Eaglstein 1986;
Biatynicki-Birula i Gutfreund 2008]. Powoduja one ponadto ciezkie powiktania po
oparzeniach i powikfania pooperacyjne oraz zakazenia ran. W nastepstwie zanie-
czyszczenia zywnoSci (gléwnie mleka i jego przetwordw) bakteriami Pseudomonas
aeruginosa rozwijaja si¢ réwniez zakazenia plodéw i noworodkéw, zakazenia
uktadu oddechowego, zakazenia drég moczowych, zapalenie opon mézgowo-rdze-
niowych, zapalenie ucha Srodkowego i zatok, zapalenie kosci i szpiku kostnego,
zapalenie wsierdzia i osierdzia, zakazenia oczu, zakazenia o$rodkowego uktadu
nerwowego, zakazenia skdry oraz zatrucia pokarmowe [Mena i Gerba, 2009].
Leczenie zakazen na tle Pseudomonas aeruginosa jest trudne, gdyz omawiane
drobnoustroje sa odporne na liczne antybiotyki stosowane w terapii antybakteryjne;.
Lekooporne szczepy Pseudomonas aeruginosa powstaja na drodze mutacji i przeno-
szenia materiatu genetycznego. Co istotne, pateczki Pseudomonas aeruginosa nie sg
wrazliwe na stosowane powszechnie Srodki dezynfekcyjne, a nawet moga je wyko-
rzystywaé jako Zrédto wegla i energii do budowy wiasnych komoérek. Niektorzy
autorzy twierdza, ze odporno$¢ na Srodki dezynfekcyjne determinuje wyzsza
zjadliwo$¢ [Todar 2004, Lavoie, Wangdi i Kazmierczak 2011, Trautmann, Lepper
i Haller 2005, Rice i in. 2012]. Do czynnikéw fizycznych dziatajacych letalnie na
pateczki ropy bfekitnej nalezg niskie pH oraz wysuszanie, wykazujg one natomiast
duzg tolerancj¢ na dziatanie ekstremalnych warunkéw Srodowiska — Pseudomonas
aeruginosa mogg wzrasta¢ w przedziale temperatur 4—-43°C. Optymalnym pH dla
tego szczepu bakterii jest pH obojetne lub lekko zasadowe [Beck-Sague, Banerjee
1 Williams 1994].

Woda w Krakowie

Na obszarze Krakowa wody podziemne wystepuja w obrebie pigter wodono-
Snych: paleozoicznego i jurajskiego (spgkane i skrasowiate wapienie), kredowego
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(spekane margle i wapienie), trzeciorzgdowego (piaskowce i piaski drobnoziar-
niste) oraz czwartorzgdowego (piaski i zwiry). Dominujacg rolg pod wzgledem
wodonoS§noSci odgrywaja poziomy: gérno-jurajski, trzeciorzedowy piaszczysty
(piaski bogucickie) i1 plejstocenski [Studium uwarunkowan... 2010].

W Krakowie funkcjonuje awaryjny system zaopatrzenia w wode obejmujacy
teren catego miasta. Sktada si¢ on z 355 punktéw poboru wody, w tym: 4 Zrddet,
3 uje¢ wod z utwordw jurajskich i 2 z trzeciorzedowych, 14 studni artezyjskich
oraz pozostalych studni publicznych o gigbokosci do 30 m, z woda o zmiennej
jakosci [Studium uwarunkowan. .. 2010].

Studnie re¢czne z uwagi na jako§¢ wody moga stanowié Zrédto wody jedynie
do celéw niezwigzanych ze spozyciem, gdyz zgodnie z decyzja inspektora sanitar-
nego zostaty oznakowane tabliczkami ,,woda niezdatna do spozycia przez ludzi”.
Studnie artezyjskie podlegaja biezacej kontroli jakoSci wody — na podstawie
wynikéw badan stuzby inspekcji sanitarnej podejmuja decyzje o jej przydatnosci
do spozycia [Raport o stanie miasta... 2012].

2. Metodyka badan

Wody wybrane do badafi sg wodami jurajskimi i pochodza ze studni:
»Nadzieja”, ,,Lajkonik”, ,, Krélewski”, ,,Jagielloniski”, ,,Dobrego Pasterza”, P-1 na
os. Tysiaclecia i P-3 na os. Bohater6w Wrze$nia. Studnie te zostaty wykonane
w latach 90. XX w. Sa to studnie artezyjskie, ktore dostarczajg wode z warstw
wodono$nych znajdujacych si¢ na gitgbokoSci 60—100 m. Studnie te posiadaja
dobrg izolacje od warstw powierzchniowych, a ich lokalizacja zostata zaznaczona
narys. 1.

Zbiornikami sztucznymi (powstatymi w wyniku zalania wodg po zakofnczeniu
eksploatacji kopalin statych) zlokalizowanymi na terenie Krakowa sg: Bagry, Staw
Ptaszowski, Staw Dabski, zbiornik wodny na Zakrzéwku oraz zbiornik wodny
w Przylasku Rusieckim. Zbiorniki te petnig funkcj¢ rekreacyjng jako nieurza-
dzone. Niektore z nich sg zarybiane i wykorzystywane do sportu wedkarskiego.
Przewidziane jest takze objecie ochrong prawng w formie uzytku ekologicznego
Stawu Dabskiego, zlokalizowanego przy centrum handlowym ,,Plaza”. Wybrane
do badafi zbiorniki wodne to: Bagry, Staw Ptaszowski, Staw Dabski oraz zbiornik
wodny w Przylasku Rusieckim (rys. 2—-5; miejsce poboru prébek oznaczono krzy-
zykiem). Zbiorniki kapieliskowe sag wprawdzie regularnie badane przez stuzby
inspekcji sanitarnej, jednak nie na obecnos$¢ bakterii Pseudomonas aeruginosa
[Studium uwarunkowan... 2010].
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Rys. 1. Lokalizacja studni

Zrédto: opracowania wlasne.

zalew Bagry

Rys. 2. Miejsce poboru prébek — Bagry

Zrédto: opracowania wlasne.
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Staw
Ptaszowski

Rys. 3. Miejsce poboru probek — Staw Plaszowski
Zrédto: opracowania whasne.

Na potrzeby niniejszej pracy przebadane zostaly 4 zbiorniki wodne uzytecz-
noSci publicznej, w tym dwa kapieliska (zbiornik wodny w Przylasku Rusieckim
i zalew Bagry), oraz wody z 7 studni artezyjskich na terenie miasta Krakowa na
obecno$¢ bakterii Pseudomonas aeruginosa. Dla kazdego ze zbiornikéw wodnych
probki zostaty pobrane dwukrotnie (w sezonie letnim i zimowym). Wode pobrano
z warstw przypowierzchniowych na gtebokosci 10 cm, w oddaleniu od linii brze-
gowej o okoto 1 m, w réznych miejscach zbiornikéw zgodnie z zaznaczeniem na
rys. 2-5. Dla studni prébki zostaly pobrane jednorazowo w sezonie letnim zgodnie
Z zaznaczeniem narys. 1.

Staw Dabski

Rys. 4. Miejsce poboru préobek — Staw Dabski
Zrédto: opracowania wiasne.
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Rys. 5. Miejsce poboru prébek — zbiornik wodny w Przylasku Rusieckim
Zrédto: opracowania whasne.

Prébki do badaf mikrobiologicznych zostaty pobrane do sterylnych butelek
o pojemnosci 100 ml zawierajacych specjalne podioze do wzrostu bakterii chro-
nione w Europie tajemnicg handlowg (Pseudalert®). Wode ze studni pobrano
dodatkowo do butelek PET o pojemnosci 1,5 1 i przechowywano w miejscu zacie-
nionym w temperaturze pokojowej przez okres 7 dni.

W ciggu 3 godzin od momentu pobrania badane prébki o objetosci 100 ml
zostaty poddane inkubacji w temperaturze 38,0 + 0,5°C na czas 24 godzin. Probki
wdd z butelek PET poddano ponadto takiej samej procedurze inkubacji na takim
samym podtozu, jak to miato miejsce w przypadku pozostatych prébek, po 1, 2,
3,17 dniach.

W badaniu wykorzystano technologi¢ wykrywania enzyméw bakteryj-
nych, ktéra sygnalizuje obecno$¢ Pseudomonas aeruginosa poprzez hydrolizg
substratéw w zastosowanej pozywce. Komoérki Pseudomonas aeruginosa szybko
rosng i namnazaja si¢, wykorzystujac Zrédto bogate w aminokwasy, witaminy
1 inne sktadniki odzywcze zawarte w zastosowanym podfozu. Aktywnie rosngce
szczepy Pseudomonas aeruginosa posiadaja enzymy rozktadajace substraty
podtoza — uwalniajg si¢ wowczas czastki, ktére pod wptywem promieniowania
ultrafioletowego objawiajg si¢ w formie niebieskiej fluorescencji. Intensywno§¢
fluorescencji zostata zbadana na modutowym spektrofluorymetrze MSF 101
i MSF 102. Dtugo$¢ fali wzbudzenia wyniosta 365 nm. Podane w artykule para-
metry wdd ze studni zaczerpnigto z badafi Wojewddzkiej Stacji Sanitarno-Epide-
miologicznej w Krakowie.
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3. Wyniki badan

W momencie pobierania probek temperatura wod w sezonie letnim wynosita
18-22°C w przypadku zbiornikéw wodnych oraz 8—10°C w przypadku studni,
natomiast w sezonie zimowym 4-5°C w przypadku zbiornikéw wodnych. Odczyn
pH wszystkich badanych wod miescit si¢ w przedziale 6,8—8.,5.

Studnie

Zgodnie z informacjami Miejskiego Przedsigbiorstwa Wodociggéw i Kana-
lizacji SA oraz Wojewddzkiej Stacji Sanitarno-Epidemiologicznej w Krakowie
wody ujete z tych Zrédet na ogét spetniajg kryteria przydatno$ci wody do spozycia
pod wzgledem fizykochemicznym, jednakze pod wzgledem bakteriologicznym
charakteryzuja si¢ zmiennoScig [Wesotowski 2011]. W tabeli 1 zaprezentowano
wyniki badan wéd ze studni: ,,Nadzieja”, ,,Lajkonik”, ,, Krélewski”, ,,Jagiellonski”,
,Dobrego Pasterza”, P-1 na os. Tysiaclecia oraz P-3 na os. Bohateréw Wrzesnia.
Badania nie wykazaly obecnoSci zanieczyszczen bakteriologicznych szczepami
Pseudomonas aeruginosa.

Tabela 1. Odczyn pH i zanieczyszczenia bakteriologiczne szczepami Pseudomonas
aeruginosa w badanych studniach

Wyszczegdlnienie Odczyn pH Obecnos$¢ P.a.
Studnia ,,Nadzieja”, ul. Podchorazych 7,5 -
Studnia ,,Lajkonik”, ul. Kosciuszki 7,6 -
Studnia ,,Krélewski”, pl. Inwalidéw 7,5 -
Studnia ,,Jagiellonski”, pl. Sikorskiego 8,5 -
Studnia ,,Dobrego Pasterza”, ul. Lepkowskiego 7.6 -
Studnia P-1, os. Tysiaclecia 7,2 -
Studnia P-3, os. Bohateréw Wrze$nia 7,7 -
Norma dla wody pitnej 6,5-9,5 -

Zrédto: opracowania wlasne.

Zbiorniki wodne

Badania przeprowadzone przez Wojewédzki Inspektorat Ochrony Srodowiska,
majace na celu ocen¢ przydatnoSci zasobé6w wodnych analizowanych zbiornikéw
do celéw rekreacyjnych i kapielowych, wykazaty, ze poziom czystoSci wod miesci
si¢ corocznie w granicach I i II klasy czystoSci [Raport o stanie Srodowiska. ..
2002]. W tabeli 2 zaprezentowano wyniki badaf wdd z nastgpujacych zbiornikéw
wodnych: stawu nr 1 w Przylasku Rusieckim i zalewu Bagry (kapieliska) oraz
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Stawu Dabskiego i Stawu Plaszowskiego (zbiorniki nieprzeznaczone do kapieli).
Odczyn pH mierzono w temperaturze pobrania probki. Badania wykazaty obec-
no$¢ zanieczyszczef bakteriologicznych szczepami Pseudomonas aeruginosa
w przebadanych kapieliskach oraz brak tych zanieczyszczefi w zbiornikach
nieprzeznaczonych do kapieli.

Tabela 2. Wyniki badan wéd ze zbiornikéw wodnych

Zbiornik wodny

Wyszczegdlnienie | Staw nr 1 w Przy- . :

lasku Rusieckim Staw Dabski Bagry Staw Plaszowski
Odczyn pH 71 6.9 7.1 6,8
(sezon letni) ’ ’ ’ '
Odczyn pH 8.0 75 8,2 7.9
(sezon zimowy) ’ ’ ' '
Obecnosé P.a. + - + -

Objasnienie — odczyn pH mierzono w temperaturze pobrania probki.

Zrédto: opracowania wlasne.

4. Analiza statystyczna badan

Do badan pobrano po 20 prébek z czterech zbiornikéw wodnych (10 latem
1 10 zimg). Dwa sposréd badanych zbiornikéw pelnig role kapielisk, w dwéch
pozostatych obowiazuje zakaz kapieli.

Z wykorzystaniem programu STATISTICA PL wykonano dwuczynnikowa
analiz¢ wariancji [Stanisz 2007, s. 307-314] zmiennej ,,intensywnoS§¢ fluore-
scencji” (reprezentowanej przez maksymalne wartoSci fluorescencji dla kazdej
probki), biorgc pod uwage miejsce poboru probki (4 zbiorniki wodne) oraz
pore roku, w jakiej probke pobrano. Przyjeto hipotezy zerowe: o braku réznic
w intensywnosci fluorescencji w probkach pochodzacych z réznych zbiornikéw
(efekt czynnika ,,miejsce poboru prébki”), o braku zréznicowania intensywnoSci
fluorescencji migdzy probkami pobranymi w réznych porach roku (efekt czynnika
,pora roku”) oraz o braku interakcji miedzy tymi czynnikami. Wyniki pozwo-
lity odrzuci¢ wszystkie hipotezy zerowe, otrzymano bowiem efekty gtéwne obu
czynnikéw istotne statystycznie na poziomie p < 0,0001 oraz efekt interakcyjny
F(3, 152) = 825,91; p < 0,0001, gdzie F oznacza statystyke Fishera-Snedecora,
a p — poziom prawdopodobiefistwa omytkowego odrzucenia hipotezy zerowej
[Stanisz 2007, s. 282]. Wyniki przedstawiono na rys. 6.
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Miejsce poboru prébki * Pora roku; Srednie niewazone
Biezacy efekt: F(3, 152) = 825,91, p < 0,0001; Dekompozycja efektywnych hipotez

600 T T T T
€

500

400

300 d

200 b 4

Intensywno§¢ fluorescencji

100

1 1 1
Stawnr 6  Staw Dabski Bagry  Staw Ptaszowski
w Przylasku
Rusieckim
Zbiornik

—e— lato —® - zima

Objasnienie: rézne oznaczenia literowe oznaczajg istotne statystycznie roznice migdzy poszczegol-
nymi Srednimi przy p < 0,05 wedtug testu LSD Fishera.

Rys. 6. Dwuczynnikowa analiza wariancji zmiennej ,,intensywno$¢ fluorescencji”
dla czynnikéw ,,miejsce poboru probki” oraz ,,pora roku”

Zrédto: opracowania wlasne.

Fluorescencj¢ wskazujaca na obecno$¢ bakterii Pseudomonas aeruginosa
stwierdzono wytacznie w probkach letnich pochodzacych z przebadanych kapie-
lisk — miejsce poboru prébki istotnie réznicowato wyniki. Szczegdtowe poréwnania
post-hoc [Stanisz 2007, s. 397-400] wykonano za pomocg testu najmniejszych istot-
nych réznic dla p < 0,05, a na rys. 6 wyszczegdlniono je poprzez oznaczenia literowe.
W kazdym zbiorniku stwierdzono istotnie r6zng od wszystkich pozostatych warto§¢
intensywnoSci fluorescencji — najwyzsza (541,15) dla prébek letnich pochodzacych
z zalewu Bagry, a nastgpnie w kolejnoSci malejacej: dla prébek ze Stawu Plaszow-
skiego (intensywnos¢ fluorescencji: 270,0), ze Stawu Dabskiego (224,2) oraz ze stawu
nr 1 w Przylasku Rusieckim (171,15). Nalezy odnotowa¢ ponadto, Ze nawet najnizszy
wynik letni istotnie r6znit si¢ od zimowego (0).

W dalszej kolejnosci, badajac wytacznie probki letnie, przeprowadzono analize
uwzgledniajaca sposéb uzytkowania zbiornika — jako kapieliska (zbiornik wodny
w Przylasku Rusieckim i zalew Bagry) lub z zakazem kapieli (Staw Dabski i Staw
Plaszowski). Jednoczynnikowa analiza wariancji zmiennej ,,intensywnos¢ fluore-
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scencji” dla czynnika ,,typ zbiornika” ujawnifa istotny statystycznie efekt F(1, 78) =
= 12,884; p < 0,0000, przedstawiony na rys. 7.

Typ zbiornika; Srednie niewazone
Biezacy efekt: F(1,78) = 12,884, p < 0,0006
Dekompozycja efektywnych hipotez
600 T T
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:5 .
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8 400 i
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3 .
= 300f |
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z 200
Z, i
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Q _
£ 1001
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Objasnienie: pionowe stupki oznaczajg 95% przedziaty ufnosci.

Rys. 7. Jednoczynnikowa analiza wariancji zmiennej ,,intensywno$¢ fluorescencji”
dla czynnika ,,typ zbiornika”

Zrédto: opracowania wlasne.

W prébkach ze zbiornikéw petnigcych funkcje kapieliska stwierdzono istotnie
wyzszg fluorescencje (Srednia: 356,15) niz w prébkach ze zbiornikéw niebe-
dacych kapieliskami (Srednia: 257,1). Bioragc pod uwage wyniki poprzedniej
analizy, nalezy jednak zaznaczy¢, ze gléwna role odegraly tu wysokie wartoSci
odnotowane dla prébek z zalewu Bagry, gdyz wartoSci dla zbiornika w Przylasku
Rusieckim byty najnizsze sposréd wszystkich. Definitywne potwierdzenie lub
odrzucenie hipotezy, ze uzytkowanie zbiornikéw wodnych jako kapieliska sprzyja
rozwojowi bakterii Pseudomonas aeruginosa, wymaga przebadania wigkszej
liczby zbiornikéw z obu analizowanych kategorii.

5. Wnioski

Ocena biologiczna jakoSci wody za pomocg organizmow zywych wydaje si¢
metodg najprecyzyjniejsza, gdyz organizmy i ich populacje w sposéb obiektywny
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odzwierciedlajg zmiany zachodzace w Srodowisku ich zycia, a takze procesy
degradacji i renaturyzacji ekosysteméw wodnych.

Wyniki przeprowadzonych badafi Swiadcza o tym, ze wystepowanie szczepow
bakterii Pseudomonas aeruginosa moze by¢ uzaleznione od obecnoSci ludzi w kapie-
liskach i Ze to wtasnie ludzie moga przenosi¢ te bakterie do zbiornikéw wodnych.

Organizacje zdrowia publicznego powinny zwrdci¢ uwage na problem wyste-
powania szczepow bakterii Pseudomonas aeruginosa i opracowac strategi¢
majacg na celu zmniejszenie mozliwoSci zakazenia si¢ nimi poprzez kapiel
w zamknietych zbiornikach wodnych. Strategia ta mogtaby obejmowac:

— rutynowe monitorowanie obecnoSci Pseudomonas aeruginosa w kapieliskach,

— wykonywanie badan przed sezonem i w kazdym miesigcu funkcjonowania
kapieliska,

— opracowanie broszur informacyjnych i (lub) seminariéw dla oséb prywat-
nych, ktére dotyczylyby zakazen bakteriami szczepu Pseudomonas oraz przeciw-
dziatania im.
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Pseudomonas aeruginosa Contamination of Waterin the Cracow Area

Research was done to assess the occurrence of bacteria Pseudomonas aeruginosa in
public utility surface water and artesian wells in the city area of Cracow (Poland). Samples
were collected once in the summer and once in winter 2012 for each of the selected loca-
tions. While Pseudomonas aeruginosa was found at two public bathing beaches, it was
not found in potable water. The contamination discovered was sampling time-dependent,
revealing seasonal variations.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, surface water, artesian wells, bathing beaches.



