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Wystepowanie heterotroficznych bakterii z rodzaju Aeromonas
w wybranym systemie dystrybucji wody

Mikroorganizmy heterotroficzne (zaréwno bakterie,
jak i grzyby) wymagaja do wzrostu dostgpnosci zwiazkow
organicznych, jako zrodta wegla. Heterotrofy sa szeroko
rozpowszechnione w srodowisku wodnym, gdzie zawar-
to$¢ substancji organicznych oraz sklad chemiczny i tem-
peratura podlegaja duzym zmianom w ciagu roku. Wsrod
heterotrofow na szczegoélnag uwage zastuguje mikroflora
bakteryjna, oznaczana w standardowych testach mikrobio-
logicznych wody i okreslana terminem HPC (heterotrophic
plate count). Oznaczenie to obejmuje zardwno bakterie
saprofityczne (niechorobotworcze), patogenne, jak i opor-
tunistyczne patogeny, ktore moga wywolywaé choroby
u ludzi i zwierzat, a zwlaszcza u osobnikéw z uposledzo-
nym systemem odpornosciowym.

W grupie bakterii heterotroficznych na szczegdlng uwa-
ge zastuguja gram-ujemne, ruchliwe pateczki z rodzaju Ae-
romonas [1,2]. Sa one zdolne nie tylko do przezywania,
ale i namnazania w wodzie nawet o temperaturze do 10°C.
Bakterie Aeromonas sp. wykazuja wigksze zdolnosci do
wykorzystywania zwigzkdw wegla niz inne bakterie gram-
-ujemne. Badania dotyczace izolacji bakterii z rodzaju
Aeromonas z wody wykazaty zdolno$¢ wykorzystywania
przez te szczepy nie tylko weglowodanow, aminokwasow,
kwasdéw karboksylowych, ale takze kwasow ttuszczowych
oraz weglowodoréw nasyconych. Wzrost tych bakterii
w srodowisku wodnym nastgpuje w obecnosci nawet nie-
wielkiej ilosci biodegradowalnych rozpuszczonych zwigz-
kéw wegla organicznego (BRWO). Dodatkowo wzrost
mikroorganizmow wykorzystujacych produkty rozkladu
moze stymulowaé fotodegradacja rozpuszczonych sub-
stancji organicznych poprzez ekspozycje wody na $wiatto
stoneczne. Teoretycznie 0,1mg wegla organicznego moze
spowodowaé wzrost liczby komérek bakterii w 1 cm? wody
do rzedu 108 [3]. Obecno$é nawet niewielkiej ilosci fos-
foru (0,01 gP/m>) powoduje przyspieszenie wzrostu bakte-
rii, przy czym zaro6wno azot, jak i fosfor stymuluja wzrost
drobnoustrojéw i umozliwiaja lepsze wykorzystanie biode-
gradowalnych rozpuszczonych zwiazkoéw wegla zawartych
w wodzie [4].

Bakterie Aeromonas sp. naleza do prekursorow adhe-
zji 1 tworzenia obrostow na réznych powierzchniach — tzw.
biofilmu [2, 5], powodujac czgsto wtorne zanieczyszczenie
wody w sieci wodociagowej. Moga takze wytwarzaé rdzne
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czynniki wirulencji, odpowiedzialne za ich chorobotwor-
czo$¢. Uwazane sa za najistotniejszy czynnik etiologiczny
zakazen ryb. Zaréwno u ryb akwariowych, jak i ryb kar-
piowatych w produkcji towarowej moga wywotywac za-
kazne zapalenie skory (erythrodermatitis). Dla cztowieka
znaczenie kliniczne maja przede wszystkim trzy gatunki,
tj. Aeromonas hydrophila, A. caviae 1 A. veronii. Szczepy
te mogg wywolywac choroby uktadu pokarmowego u zdro-
wych ludzi, badz zakazenia u 0sob z ostabionym systemem
odpornosciowym [5,6]. Wykrywanie tych bakterii nie jest
jednak uwzgledniane w rutynowych badaniach mikrobio-
logicznych wody. Biorac pod uwagg wlasciwosci pateczek
Aeromonas sp. nalezy rozwazy¢ celowos¢ ich oznaczania,
jako nowego wskaznika mikrobiologicznego, zwlaszcza
W monitoringu systemow zaopatrzenia w wodg [2,7, 8].

W pracy przedstawiono wyniki badan dotyczace wy-
stgpowania bakterii heterotroficznych z rodzaju Aeromo-
nas w systemie dystrybucji dostarczajagcym niechlorowang
wod¢ wodociagowa oraz ocen¢ ich wlasciwosci adhezyj-
nych, warunkujacych kolonizacj¢ takich systemow.

Materiaty i metody

Badania obejmowaty oceng czystosci mikrobiologicz-
nej wody z uje¢ podziemnych, nie poddawanej procesowi
chlorowania. Badania wody przeprowadzono systema-
tycznie, w odstgpach tygodniowych przez jeden rok. Jako
metod¢ analityczng zastosowano filtracje membranowa
(objetos¢ probki 100 cm?®) w aparacie Microfil™ z wyko-
rzystaniem membran o $rednicy pordéw 0,45 um (Millipo-
re) oraz podloza GSP (Merck) z penicyling i primarycyna.
Prébki wody po filtracji inkubowano w temperaturze 22 °C
w czasie 72h. Wyizolowane charakterystyczne zolte kolo-
nie poddano dalszej identyfikacji, obejmujacej wykrywanie
oksydazy cytochromowej (Bactident Oxidase, Merck) oraz
analiz¢ uzdolnien biochemicznych (API 20NE, bioMe-
rieux). Wihasciwosci hemolizujace szczepdw sprawdzono
na agarze z krwig (Merck) w temperaturze 37°C po 24h
inkubacji.

Adhezyjne wlasciwosci wyizolowanych szczepow
oceniono prowadzac inkubacj¢ bakterii w 1000-krotnie
rozcienczonej zbuforowanej wodzie peptonowej (Merck)
w temperaturze 22°C w czasie do 3 tygodni. Nosnik ad-
hezyjny stanowil polichlorek winylu (PVC) — materiat
powszechnie stosowany w instalacjach wodociagowych,
majacy atest PZH dopuszczajacy do kontaktu z zywno-
$cia i woda. Ptytki PVC o powierzchni 1 cm? umieszczono
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w naczyniu zawierajacym hodowlg bakterii o gestosci
103jtk/cm3. Po inkubacji no$niki poddano analizie lumino-
metrycznej, oceniajac adhezj¢ komorek Aeromonas sp. we
wzglednych jednostkach $wietlnych (RLU — relative light
units). Jest to metoda pozwalajaca na wykrycie zawartosci
ATP (adenozynotrojfosforanu) w zywych komorkach mi-
kroorganizmdw, oparta na zasadzie pomiaru emitowanego
swiatla powstajacego podczas enzymatycznego rozktadu
ATP. Wyemitowana energia jest proporcjonalna do zawar-
tosci ATP w danej probcee i1 daje si¢ oznacza¢ za pomoca
czutego luminometru. Biofilm bakteryjny tworzacy si¢ na
powierzchniach PVC zebrano metoda wymazow, a nastep-
nie przeprowadzono reakcje enzymatyczne z wykorzy-
staniem tzw. pidr — gotowych zestawdéw odczynnikéw do
prowadzenia reakcji enzymatycznych. Ilo§¢ wydzielonego
Swiatla w czasie reakcji zmierzono stosujac luminometr
Hy-Lite2 (Merck) [9]. Badania mikroskopowe nosnikoéw
PVC wybarwionych fuksyng przeprowadzono stosujac
mikroskop Olympus BX41 w s$wietle odbitym. Probke
kontrolng stanowita ptytka PVC inkubowana w sterylnym
roztworze rozcienczonej wody peptonowe;.

Omoéwienie wynikow badan

Bakterie z rodzaju Aeromonas byty wykrywane w sys-
temie dystrybucji wody niechlorowanej w czasie od maja
do pazdziernika, przy czym najwickszy wzrost liczby bak-
terii wynoszacy 156itk/100cm® odnotowano w sierpniu
(rys. 1). Jakkolwiek bakterie te sg zdolne do przezywania
w wodzie o temperaturze ponizej 10°C, to jednak ich in-
tensywny wzrost obserwuje si¢ w temperaturze powyzej
15°C. W takich warunkach moga takze wytwarzac¢ czyn-
niki wirulencji [3, 8].
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Rys. 1. Wystepowanie bakterii Aeromonas sp. w systemie
dystrybucji wody w ciggu roku
Fig. 1. Occurrence of Aeromonas sp. bacteria
in the water distribution system over a one-year period

k/10

Liczba bakterii

W przeprowadzonych badaniach wody wigkszo$¢ wy-
izolowanych szczepow (ok. 80%) nalezata do Aeromo-
nas hydrophila 1 wykazywaly one B-hemoliz¢ na agarze
z krwia (rys. 2). W badaniach [6, 10] szczepy Aeromonas
sp. wytwarzaty wiele czynnikow — determinantow choro-
botworczoscei, np. cieplochwiejng cytotoksyne, aktywne
aerolizyny/hemolizyny, lipazy zawierajace GCAT, prote-
aze¢ serynowa oraz DNA-azy. Wykazywaly one takze zdol-
nos¢ pozyskiwania zelaza z ustroju gospodarza za posred-
nictwem sideroforéw — niskoczasteczkowych zwiazkdéw
wykazujacych powinowactwo do Zzelaza (tzw. chelatoréw
zelaza). Bakterie Aeromonas hydrophila opisywane sg czg-
sto jako oportunistyczne patogeny, wywolujace zakazenia
u 0séb z tzw. grup ryzyka [7,11].

Rys. 2. Wiasciwosci hemolizujgce szczepow
Aeromonas hydrophila na agarze z krwig
Fig. 2. Hemolysis of Aeromonas hydrophila strains on blood agar

Wyizolowane bakterie, w warunkach laboratoryjnych,
adherowaly do powierzchni PVC (rys. 3 i 4). Tworzenie
biofilmu rozpoczynalo si¢ od osadzania pojedynczych

Rys. 3. Adhezja Aeromonas hydrophila do powierzchni
PVC — obserwacje mikroskopowe (A — prébka kontrolna,
B — adhezja po 7d, C — adhezja po 3tyg.)

Fig. 3. Adhesion of Aeromonas hydrophila to the PVC
surface: microscopic observations (A = control sample,
B = adhesion after 7 days, C = adhesion after 3 weeks)
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Rys. 4. Adhezja Aeromonas hydrophila do powierzchni PVC
(metoda luminometryczna)

Fig. 4. Adhesion of Aeromonas hydrophila to the PVC surface
(luminometric method)

komérek na powierzchni statej. Po 7d inkubacji na po-
wierzchni ptytek PVC zaobserwowano zaadherowane licz-
ne komorki bakterii (B), ktore po 3 tygodniach utworzyly
mikrokolonie z duza iloscia substancji sluzowatych (C).
Wyniki badan mikroskopowych, §wiadczace o silnych
wlasciwosciach adhezyjnych bakterii Aeromonas sp. do
powierzchni PVC, potwierdza pomiar luminometryczny,
ktérego wynik po 3 tygodniach inkubacji ptytek zwigkszyt
si¢ ok. 70-krotnie, w poréwnaniu z probka kontrolna.

Tworzenie biofilmu przez bakterie jest czgsto obserwo-
wane w $rodowisku wodnym, nawet ubogim w sktadniki
odzywecze [12]. Na zjawisko adhezji ma istotny wplyw hy-
drofilowos¢/hydrofobowosé powierzchni, ktéra decyduje
o0 kolonizacji mikroorganizméw do podtoza. Silne wiasci-
wosci hydrofobowe nosnika wplywaja na wigkszy stopien
adhezji komorek bakteryjnych i tworzenie biofilmu [13].

Badania podatnosci materialdéw na obrost biologiczny
metoda luminometryczna prowadzone sg w wielu osrod-
kach naukowych [5,14-23]. Jako organizmy modelowe
znajduja tu zastosowanie nie tylko bakterie, ale takze grzy-
by lub komorki somatyczne. Uzyskane wyniki §wiadcza
0 tym, ze pomiar luminometryczny moze by¢ z powodze-
niem wykorzystany do oceny podatnos$ci réznych materia-
16w instalacyjnych na tworzenie biofilmu.

Podsumowanie

Wystepowanie bakterii heterotroficznych w wodzie wy-
maga podejmowania kompleksowych badan, majacych na
celu poznanie ich fizjologii i uzdolnien biochemicznych.
Pozwala to okresli¢ ich wptyw na bezpieczenstwo zdrowot-
ne wody w sieci wodociagowej. Wyizolowane z niechloro-
wanej wody wodociggowej bakterie Aeromonas hydrophila
wykazaly zdolno$¢ adhezji do powierzchni PVC, materiatu
powszechnie stosowanego w instalacjach wodociggowych.
Znaczacy wptyw na rozwdj i adhezj¢ bakterii miata tem-
peratura wody — najwigkszy wzrost pateczek odnotowano
w miesiacach letnich (w sierpniu 156 jtk/100cm?). U wy-
izolowanych szczepdw stwierdzono wystgpowanie jedne-
go z zasadniczych czynnikdéw wirulencji, tj. zdolnosci do
hemolizy, co moze §wiadczy¢ o ich chorobotworczosci.

Biorac pod uwagg zarowno silne wlasciwosci adhezyj-
ne Aeromonas sp., ktére stymuluja tworzenie biofilmu, jak
i mozliwos¢ wystgpowania roznych czynnikéw wirulencji
warunkujacych ich patogennos¢, nalezy rozwazy¢ wiacze-
nie pateczek z rodzaju Aeromonas do rutynowych badan
mikrobiologicznych wody, a zwlaszcza do monitoringu
funkcjonowania sieci i urzadzen wodociagowych.
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Abstract: Heterotrophic strains of Aeromonas sp. are
ubiquitous in aquatic environments, but some of them have
a pathogenic impact on humans and fish. Samples were ta-
ken regularly over a one-year period from a system distribu-
ting unchlorinated groundwater, which was analyzed for the
presence of Aeromonas hydrophila. Bacteria of the genus
Aeromonas were detected in tap water samples collected
from May to October, the largest increase in the number of
these bacteria (156cfu/100cm?) being observed in August.
Approximately 80% of the isolated strains, with a capacity

for B-hemolysis, were identified as Aeromonas hydrophi-
la. The bacteria showed the ability to adhere to the surface
of PVC, a material widely used in water-supply systems.
Taking into account, on the one hand, the strong adhesion
properties of Aeromonas sp., which stimulate biofilm for-
mation, and considering, on the other hand, the occurrence
of various virulence factors that underlie the pathogenicity
of Aeromonas sp., it seems recommendable to include rods
of the genus Aeromonas not only into routine microbiologi-
cal analysis of tap water, but also into the monitoring of the
functioning of water distribution systems.

Keywords: Tap water, Aeromonas sp., biofilm, adhe-
sion, luminometry.
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