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Paciorkowce kalowe przezywaty w wodzie naturalnej w temperaturze
28°C i 20°C krocej niz Escherichiq coli, natomiast w temperaturze 6°C —
diuzej lub tak samo, w zaleznosdci od gatunku.

Wyboru jakiegokolwiek drobnoustroju jako wskaznika zanieczyszcze-
nia kalowego wody (lub innego $rodowiska) dokonuje sie na podstawie
szeregu kryteriow. Do najwazniejszych nalezy zaliczyé¢: 1) stale i obfite
wystepowanie danego mikrorganizmu w kale ludzkim i ewentualnie w
kale zwierzat stalocieplnych a tym samym i w sciekach bytowych oraz
2) nieobecnos¢ danego mikroorganizmu w otaczajagcym $rodowisku nie
zanieczyszczonym wydalinami ludzkimi i zwierzecymi. W zwigzku z tym
ostatnim kryterium istotne znaczenie przy ocenie drobnoustroju jako
wskaznika zanieczyszczenia katowego wody, ma poznanie jego zdolnosci
do przetrwania w wodach naturalnych.

Badania dotyczace wystepowania paciorkowcéw kalowych w kale lu-
dzi, $ciekach bytowych oraz wodach réznego rodzaju, o réznym stopniu.
zanieczyszczenia, byly przedmiotem wezesniejszych prac [5, 7, 9, 10, 111.
Celem obecnej pracy bylo okreslenie stopnia przezywalnosci paciorkow-
cow kalowych w wodzie w poréwnaniu z Escherichia coli.

MATERIAL I METODYKA

Szczepy testowe

Do badan uzyto 5 szezepOw paciorkowedw kalowych a mianowicie Streptococcus
faecalis i jego dwie odmiany liquefaciens i RYymogenes oraz Streptococcus faecium
i Streptococcus durans, uwazany ostatnio za odmiane S. faecium 1ub za identyczny
gatunek {1, 2, 9]. Wszystkie szczepy pochodzily z kolekeji Instytutu Pasteura w Lil-
le. Ponadto uzyto szezepu Escherichiq coli wyizolowanego z katu ludzkiego.

Woda

*) Praca wykonana w ramach problemu MR-12.
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hodowanych z 1 ml wody na agarze odzywezym w temp. 20°C po 72 h wynosita od
100 do okolo 400, za$ wyhodowanych w temp. 37°C w ciagu 24 h od 20 do 50.
Rozne ilogci bakterii wystepowaly w zalezno$ci od pory roku. Pod wzgledem fizy-
czno-chemicznym woda odpowiadala w zasadzie wymaganiom sanitarnym, okreslo-
nym dla wody do picia; jedyne przekroczenie dotyczyto zawartosci azotanow (od
12—20 mg N/1). 3

Przebieg doswiadczen

Doswiadezenia polegaly na dodaniu znanej liczby testowych szezepow do 1 1 wo-
dy i badaniu liczby pozostalych testowych szczepbw W okreslonej objetosci wody,
po odpowiednim czasie przetrzymywania zawiesiny w roznych temperaturach.

Bakterie dodawano w takiej ilosci, aby otrzymaé ich stezenie w wodzie rzedu
9 5.102 w 1 ml. W kolejnych doswiadczeniach (wariantach) badano zachowanie
sie poszczegdlnych szezepow dodawanych w czystych hodowlach oraz dodawanych
w mieszaninie: szczep paciorkowca katowego i E. coli. Doswiadezenia prowadzono
. w temperaturze 6°C, okoto 20°C (pokojowej) i 28°C.

Liczbe dodanych bakterii okre$lano zard6wno kontrolujac wyjsciowa, dodawana
zawiesine jak i okreslajac stezenie bakterii w badanej wodzie bezposrednio po doda-
niu inoculum. Stopien przezycia okredlano przez pobieranie odpowiednie]j objetoscei
probki z kazdej butelki, poczatkowo codziennie — do czwartego dnia doswiadcze-
nia, a nastepnie co 2, 3 dni i rzadziej w zaleznosci od szybkosci wymierania testo-
wych szczepow. Kazdorazowo prowadzonoc badania kontrolne wody bez dodatku
testowych szczepow, okreslajgce liczbe bakterii grupy coli, paciorkowcow kalowych
oraz liczbe bakterii hodowanych na agarze odzywczym W temperaturze 20 i 37°C
I8, 91.

Bakterie grupy coli, E. coli oraz paciorkowce kalowe wykrywano metoda filtrow
membranowych (FM) odpowiednio na agarze Endo-FM (3) oraz na podtozu Slanetza
[91; kazde oznaczenie wykonywano, stosujac 2 rownolegle filtry dla kazdej objg-

todci probki. Kazdy wariant doswiadczenia powtarzano dwu- lub trzykrotnie.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Wyniki dotyczace przezywalnosci poszczegélnych szczepOw W tempe-
raturze 20 i 6°C przedstawiono na rycinach 1—6.
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Ryc. 1. Przeiywalno$¢ Streptococcus faecalis w wodzie w temp. 6 i 20°C.
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Ryc. 2. Przeiywalnosé Streptococcus liquefaciens w wodzie nieznacznie zanieczysz-
czonej w temp. 6 i 20°C.
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Ryec. 3. Przezywalnosé Streptococcus zymogenes w wodzie nieznacznie zanieczysz-
czonej w temp. 6 i 20°C.

S. faecalis i jego odmiany liquefaciens i zymogenes przezywaly w tem-
peraturze pokojowej 12 dni, za$ S. faecium i S. durans troche dluzej, bo
okolo 16 dni. W tych samych warunkach E. coli ginety dopiero po 24
dniach lub nawet pézniej.

W temperaturze 6°C wszystkie badane szczepy przezywaty znacznie
dluzej; wykrywano je jeszcze w wodzie, choé w bardzo matej iloSci po
40 (i wiecej) dniach do$wiadczenia, W tej temperaturze paciorkowce ka-
towe wykazywaty tendencje do dtuzszej przezywalnosci niz E. coli.
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5. Przezywalnosé Streptococcus durans w wodzie nieznaczni
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czonej w temp. 6 i 20°C.
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Ryc. 1. Przezywalno$é paciorkowcow fekalnych i Escherichia coli w wodzie Srednio
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W temperaturze 28°C (ryc. 7) wszystkie szczepy wymieraly szybciej -
niz w temperaturach nizszych; paciorkowce kalowe w ciagu okolo 8 dni,
E. coli w ciggu 10 dni- '

W tabeli 1 zestawiono wyniki do$wiadczen, w ktorych dodawano do
wody mieszanine 1 szczepu paciorkowca katowego i E. coli w stosunku
1:2. Wykonano po 2 doswiadczenia (A i B) w temperaturze 6°C i 20°C.

Tabela I. Przezywalnoéé (w dniach) paciorkowecow kalowych i E. coli wystepujacych w wo-
dzie w stosunku 1 : 2, w zaleznosei od temperatury

6°C 20°C 6°C 20°C

Procent redukeji S. faecalis E. coliv o
A B A B A B A B
99 30 50 13 13 21 30 16 18
100 =50 >171 16 22 40 50 34 35
S. faecium E. coli
99 24 20 13 14 " 20 20 16 18
100 >45 >47 22 33 45 45 34 38
A, B — warianty doswiadczenia

Dane zawarte w tabeli I cho¢ réinig sie mieco w wartosciach bez-
wzglednych od wynikéw zilustrowanych rycinami, potwierdzaja jednak
spostrzezenie, ze w temperaturze 6°C paciorkowce kalowe powolniej wy-
mieraja niz E. coli, zas w temperaturze 20°C szybciej. Roéznicami tymi
mozna by tlumaczyé¢ otrzymane wczesniej dane o czestszym i obfitszym
wykrywaniu paciorkowcéw kalowych w poréwnaniu z E. coli w tej sa-
mej rzece zimg w przeciwienstwie do okresu letniego [5, 7].

Natomiast badania Kjellandera [4] wykonywane przy uzyciu specjal-
nych workow kolodionowych, zanurzonych w giebokiej studni o tempe-
turze okolo 5°C wykazaly szybsze wymieranie naturalnej mieszaniny pa-
ciorkoweéw kalowych, pochodzacych ze §ciekéw komunalnych w porow-
naniu do E. coli, obecnych réwniez w tych samych $ciekach w okoto pie-
ciokrotnie wiekszej iloSci.

7 punktu widzenia sanitarnego bardzo istotna jest nie tylko diugose
okresu przezycia badanych bakterii, ale rowniez ich zachowanie w pierw-
szych dniach po dostaniu sie do wody. Jak widaé z rycin 1-—6, z wyjat-
kiem nielicznych przypadkéw (S. faecalis, temp. 20°C — wszystkie
3 powtérzenia — ryc. 1; S. faecium, temp. 6°C, 1 powtorzenie — ryc. 4
oraz E. coli, temp. 20°C, 1 powtérzenie, ryc. 6) zaobserwowano w pierw-
szych 3 dniach do$wiadczenia wzrost liczby badanych bakterii, siegajacy
kilkudziesieciu procent; w jednym tylko doswiadczeniu (E- coli, temp.
20°C) przekroczyl on niewiele ponad 200% (tzn. podwoila sie liczba do-
danych bakterii) i utrzymywat si¢ okoto 6 dni.

Wydaje sie jednak, Ze ten kilkudziesiecioprocentowy przyrost liczby
bakterii nie moze byé¢ tlumaczony rozmnazaniem sig bakterii wskazni-
kowych w wodzie, cho¢ czesto przekraczal on wartos¢ 35%, przyjeta dla
tej metody jako blgd wynikajacy z nieré6wnomiernego rozproszenia bak-
terii w wodzie i losowego pobierania probek [6]. Za tym przemawiajg
nastepujace fakty:
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1) zbyt maty wzrost liczby bakterii w poréwnaniu do ich poczatkowej
wartosci, biorgc pod uwage rozmnazanie sie bakterii w postepie geome-
trycznym,

2) nie notowana dotychczas w pismiennictwie zdolnosé paciorkowcéow
kalowych do rozmnazania sie w temperaturze ponizej 10°C (zwlaszcza
W wodzie); nawet w warunkach odpowiednich do hodowania, pacior-
kowce kalowe rosng na ogét dtuzej niz np. bakterie grupy coli (zalecany
zwykle okres hodowania paciorkowcow kalowych wynoszacy 48 h).

Przyczyng obserwowanego wzrostu poczatkowej liczby bakterii mégt
by¢ dodatkowy jeszcze (poza 35%) blad zastosowanej metody oraz zja~
wisko rozchodzenia sie komoérek potomnych, dodawanych bakterii bezpo-
$rednio ze $wiezej hodowli, a wiec mozliwie, ze znajdujgcych sie bezpos-
rednio po podziale komérkowym; niewykluczona jest réwniez mozliwosé
ndokonczenia” podzialu komoérek znajdujacych sie akurat w logarytmicz-
nej fazie wzrostu. Podobny wzrost liczby bakterii, a nawet przetrwalni-
kéw notowany i nie wyjasniony byl przez réznych badaczy roéwniez
‘W procesach dezynfekeji i sterylizacji.

W celu cho¢ czeSciowego wyjasnienia przyczyny zwiekszonej liczby
bakterii w pierwszym okresie przebywania w wodzie, w szczegdlnosci
okreslenia ewentualnego dodatkowego  btedu metody wykonano szereg
doswiadczen, zgodnie z zaleceniami Amerykanskiego Towarzystwa do
spraw Standaryzacji Metod i Materialéw (ASTM) [6].

W badaniach poréwnywano: 1) metode wykrywania bakterii dodawa-
nych do wody — FM z metodg plytkows posiewu powierzchniowego, 2)
filtry niemieckie firmy Sartorius i czeskie Synpor 5, 3) liczby kolonii na
. 5 rownoleglych plytkach, 4) liczby bakterii liczone przez 3 osoby.

Doswiadczenia przeprowadzono w temperaturze 28°C, jako korzyst-
niejszej do ewentualnego namnazania sie bakterii w wodzie, przy czym
liczby bakterii okreslano bezpo$rednio po ich dodaniu i wymieszaniu, po
2 h (czas zbyt krétki do namnazania w wodzie) oraz po 24, 48 i 72 h.

W analizie statystycznej okreslono standardowe odchylenie, wspbél-
czynniki zmiennosci oraz warto§é D?* (wedtug wzoru):

2
Dt = Z(Xj X)
x
wartos¢ D* wigksza niz warto$é chi® dla p < 0,05 przy n—1 stopniach
swobody ma wskazywa¢ na to, ze przyczyna nadmiernej zmiennosci jest
nie tyle blagd metody ile nieréwnomierny rozklad bakterii w proébee [6].

Analiza statystyczna wykazala istnienie dodatkowego biedu metody.
Jest on zwigzany szczegélnie z liczbg liczonych bakterii, znajdujacych sie
na FM. Najwigkszy blad popelniono w przypadku mniejszej niz 20 liczbie
bakterii na FM. Réwniez liczba bakterii badanych wieksza niz 120 (przy
braku innych kolonii) powodowala znaczny biad. Ze wzgledu na stosun-
kowo maly optymalny zakres liczby badanych kolonii do liczenia na FM
® 50 mm (20—80 przy maksymalnej liczbie 120 wszystkich kolonii) roz-
nice miedzy poszczeg6lnymi filtrowanymi objetosciami prébki wody po-
winny by¢ najwyzej pieciokrotne a nie dziesieciokrotne, jak to sie zwy-
kle zaleca.

Zastosowanie 5 powtorzen dla kazdego oznaczenia poza dokladniejszy-
mi wynikami, wykazalo niejednorodnosé¢ czeskich filtrow Synpor 5. Nie-
jednokrotnie otrzymywano duzy rozrzut wynikéw z jednej objetosci np.
od 0 do 40 kolonii badanych. Z tego wzgledu filtry Synpor 5 nie nadajg
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sie do tego rodzaju badan, szczegoélnie jeSli niestosuje sie co najmniej
5 rownoleglych powtérzen.

Nie stwierdzono r6znicy w wynikach, okreslonych przez roézine osoby
.oraz nie stwierdzono roznicy w liczbie kolonii okreslanych metodg wy-
siewu powierzchniowego oraz przy zastosowaniu FM produkeji firmy
Sartorius ‘

Badania wykonywane bezposrednio po dodaniu bakterii do wody oraz
po 2 h wykazaly taka samg zmienno$¢ wynikéw jak badania wykonywa-
ne po 24, 48 i 72 h, potwierdzajgc przypuszczenie, ze testowe szczepy nie
namnazajg sie w badanej wodzie.

WNIOSKI

1. Przezywalno$é badanych bakterii wskaznikowych zalezy od tempe-
ratury; im nizsza temperatura tym dluzsza przezywalnos¢, szczegolnie
paciorkowcoéw kalowych.

9. Paciorkowce kalowe przezywajag w temperaturze 28 i 20°C krocej
niz E. coli, natomiast w temperaturze 6°C w zasadzie dluzej lub tak sa-
mo, w zaleznosci od gatunku lub odmiany. ;

3. Mniejsze liczby paciorkowcow kalowych w kale (9) oraz w $ciekach
(10), bedacych zrédlem zanieczyszczenia wod naturalnych w poréwnaniu
do E. coli oraz ich nieco krotsza na ogo6t przezywalnose, wskazuje na ko-
nieczno$¢ ustalenia mniejszych wartoséci liczbowych jako wymagan sani-
tarnych dla tych drobnoustrojow oraz odpowiedniej interpretacji wyni-
kéw w zaleznosci od pory roku i rodzaju wod (powierzchniowych lub
gruntowych). o .

4. Nieznaczny wzrost (kilkadziesigt%) liczby dodawanych bakterii, w
pierwszym okresie (do 3 dni) przebywania w wodzie prawdopodobnie nie
jest wynikiem namnazania sie tych drobnoustrojow w wodzie, lecz bie-
dem metody lub rozchodzenie sie¢ w wodzie komoérek potomnych doda-
wanych bakterii ze $wiezej hodowli.

C. 3emuubckxa, C. Xaman, I. Munkoscka-IHK0OBCKa,
f. Manemescka

SEKAJBHBIE CTPENNITOKOKUU
KAK ITOKABATEJU SEKAJLHOI'O 3ATPA3HEHUA BOJIBI

Y. IV. BbIRMBaeMOCTL (PeKalbHLIX CTPENTOKOKKOB B BOJe
PeszwmMme

ABTODPBI MCCHEACBAM BLIKMUBAEMOCTL IATH LITAMMOB (DEKANbHBIX CTPENTOKOKKOB
M opuoro mwitamma Escherichia coli B ecTeCcTBEHHOM BOJE HE3HAYMTEJNIBHIO MAM CPEn-
Hezarpa3uénnoil. ItamMMbr 200aBIANY B UMCTON KyJAbType B KOULEHTpAIMM NOPAAKA
9—5 X 102 g 1 Mn umiaum B cMmecnu: 1 mraMm (hekajbHOTO CTpentokokka u E. coli
B CeoTHOWIeHMU npubiamsurenbuo 1:2. MccnemoBanmusa NPOBOAMUIM TIPY TeMIL 6°, 20°
u 28°C.

Brliy yCTAaHOBNEHBLI CJIEAYIOLIME IIepUOAbl BbIXMBAEMOCTX B 3aBUCUMMOCTU OT
TeMrepaTypbl: (beKaJbHble CTPENTOKOKKM: mpyu rTemn. 28°C — okoso 8 xmeit, 1pu
20°C — 12—16 gueit u 1upu 6°C — cepme 45 anesr; E. coli: mpu 28° C — 10 guei,
mpu 20° C — 24 aua unu Goawiue, mpu 6°C — 40 nueit un Gosblre. g

UccnenoBaHud IOATBEPAMIAN oblen3BecTHOe sBJieHMe Oojlee NNIUTENBHON BBLIKU-
BaeMOCTM OaKTepMiZ B BOIe IO MepPe IOHMIKeHusA TeMileparypsl OcoBeHHO OTYETINBO
9Ty pazawauss nabiroganu B Cclydae (PeKaNbHBIX CTDENTOKOKKOB. B pesysbrarte
9T0ro ObINa yCTanoBiIena GoJblas BbIZKMBAEMOCTHL E. coli veM (eranbubIX CTRENTOo-
KOKKOB Tipy Temir. 28° C u 20°C ¥ mexblIad mMau Takad-xKe npu Temn. 6°C.
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Menpimne, no cpabuenmio ¢ E. coli, " KonmuaecTra (peKanbHBIX CTPEHNTOKOKKOR
B dexanuax (9) umay CTOYHBIX BoAax (10), ABAAIOIIMXCA MCTOYHMEOM 3arpA3HeHUSa
€CTECTBEHHLIX BOJOEMOB, YKA3BLIBAIOT HA HEOOXOAMMOCTD yCTaHOBNEHMS 6oJee HUIKIX
KROJUTMECTBeHHBIX 3HAYEHMI, KaK CaHUTAPHDIX TpeSoBaHMIT JJIA CTPENTOKOKKOR. 3aT0
DasIM4IUA B BBIKMBAEMOCTY, 3aBMCUMbBIE. OT TEMIEPaTypbl, TPeBylOT COOTBETCTBY-
IOIIel] MHTEPNPETAUMM B 3aBMCUMOCTY OT BPEMEH) roja ¥ XapakTepa BOJA: TOREPX-
HOCTHBIX MJIM TPYHTOBBIX. B cayuae stux NOCNeIHUX TEeMIePaTypa BOOBI OBLIYHG
6oiraer numme 20° C. : '

S.Zieminska, S. Haman, D. Milkowska-Jankowska,
J.Maleszewska

FAECAL STREPTOCOCCI AS INDICATORS OF FAECAL WATER
CONTAMINATION

IV. Survival of faecal streptococci in water

Summary

The survival of 5 strains of faecal streotococei and 1 strain of Escherichia coli
in natural water slightly or moderately contaminated was studied. The strain we-
re added in pure culture in concentration of the order of 2—5 x 102 in 1 ml or
in a mixture of one strain of faecal streptococcus and E. coli in a ratio of approxi-
matelyo 1:2. The investigations were carried out at the temperatures of 6°, 20°
and 28°C.

The following survival length values were obtained depending on the tempe-
rature: about 8 days at 28°, 12—16 days at 20°, above 45 days at 6°C for faecal
streptococei, and 10 days at 28°, 24 days at 20° (or longer) and 40 days or longer
at 6°C for E. coli.

These investigations confirmed the generally known fact of longer survival of
bacteria with decreasing temperature of the water. Particularly evident differences
were found in the case of faecal streptococei. The survival length of E. coli was
longer than that of faecal streptococci at 28°C and 20°C, and it was shorter or si-
milar at 6°C.

Lower numbers of faecal streptococci in faeces (9) and in sewage (10), where
these bacteria contaminate natural waters, in relation to E. coli point to the ne-
cessity of accepting lower counts of faecal streptococci as criteria to be met in
sanitary requirements. On the other hand, differences of survival length related
to temperature require different interpretation of the results depending on the sea-
son of the year and type of water (surface water or ground water, since in the
latter case water temperature is usually below 20°C).
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