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THE SURVIVAL RATE OF ESCHERICHIA COLI K12 J62-1 IN THE WATER
OF THE DZIERZNO DUZE DAM-RESERVOIR

The survival of Escherichia coli K12 J62-1, with and without antibiotic resistant plasmid R1, was com-
pared in water microcosms. Microcosms were prepared using the dam-reservoir water from Dzierzno Duze:
filtered water (0.5 pm — Synpor), water autoclaved at 117°C for 15 min., water autoclaved with addition of 1%
of glucose. Water was inoculated with cells of strains obtained from Dr. P.J. McDermott from the University
of Staffordshire.

The various rates of decline depended on the presence of biotic factors were observed. The elimination
of bacteria in samples of filtered water was faster than in sterile water, the number of bacteria decreasing after
3-days. In the samples of water previously filtered we observed bacteriophages, characteristic for E. coli (R™ —
10%) and E. coli (R* — 107) were observed.

In the sterile water E. coli cells survived much longer; the number of bacteria slowly decreased after 7
days, taken after 28 days around 2-9 x 10° of c.f.u/em’. The significant influence of plasmid R1 in bacteria
cells on improvement of £. coli survival wasn’t noticed, however the existence of plasmid after the period of
14 and 21 days of experiment was observed.

Supplementation of sterile water with glucose increased the number of bacteria, however, the survival
level of these two strains of E. coli was very similar.

Streszczenie

Badania nad przezywalno$cig bakterii w wodzie prowadzono na szczepach: Escherichia coli K12 J62-1
oraz  Escherichia coli K12 J62-1 R1 otrzymanych od dr P.J. McDermott’a z Uniwersytetu w Staffordshire.
W wodzie pobranej z 2 punktéw zbiornika Dzierzno Duze: filtrowanej (0,5 um — Synpor), sterylizowanej oraz
po wprowadzeniu dodatkowego substratu odzywczego — glukozy, porownano przezywalno$é plazmidowego
i bezplazmidowego szczepu E. Coli.

Wykazano, ze liczba komérek bakteryjnych wprowadzonych do wody obniza si¢ z rézng szybkoscia
zaleznie od obecnodci czynnikow biotycznych. Obserwowano znaczacy spadek liczebnosci bakterii w prob-
kach wody saczonej (92% i 46% w 3 dniu do§wiadczenia). Jest to prawdopodobnie wynikiem obecnosci
w wodzie bakteriofagéw charakterystycznych dla E. coli K12, ktorych obecnosé, specyticzng zarowno dla
szczepu plazmidowego jak i bezplazmidowego stwierdzono w uzytej do badan wodzie. W prébkach wody
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sterylnej, pozbawionej flory autochtonicznej, obserwowano powolny, niewielki spadek liczebnosci od 7 do 21
dnia. W zastosowanym ukiadzie do$wiadczenia nie stwierdzono istotnego polepszenia przezywalnosci w
obecnosci plazmidu, a nickiedy lepiej przezywal szczep bezplazmidowy. Wprowadzenic glukozy spowodo-
walo, ze mimo obciazenia metabolicznego jakim jest plazmid dla komorki, przezywalno$¢ obydwu szczepow
byla zblizona.

WSTEP

Do wod powierzchniowych wraz ze sciekami wprowadzane sa liczne mikroorga-
nizmy chorobotworcze i potencjalnie chorobotworcze, ktére w okreslonych warunkach
mogga w wodzie przezywa¢, wplywajac negatywnie na stan sanitarny wod. Ich przezy-
walno$¢ w wodzie zalezy gltéwnie od zawartosci substancji odzywczych, temperatury i
obecnosci zanieczyszczen, np. toksycznych metali, czyli czynnikéw abiotycznych. Na
przezywalnos¢ wptywaja takze czynniki biotyczne jak: obecnos$¢ bakterii autochtonicz-
nych i wystgpowanie organizméw odzywiajacych si¢ bakteriami, tzn. pierwotniakow,
skorupiakéw, wrotkow, nicieni, skaposzczetow, migczakéw, larw owadow, jak rowniez
bakterii litycznych jak Bdellovibrio bacteriovorus oraz bakteriofagdéw [1, 5, 29].

W warunkach stresowych i glodowych, mikroorganizmy allochtoniczne moga
przechodzi¢ w stan VBNC tzn. viable but not-culturable — zyjace, ale nie hodowlane
bakterie [1, 26]. Zmniejszaja wowczas swojg objetosé, staja si¢ bardziej hydrofobowe i
zdolne do adhezji, w ich komorkach czgsciej zachodza mutacje spontaniczne [1, 23].
Bakterie przebywajac w wodzie w stanie VBNC, w krotkim okresie czasu tracg
zdolno$¢ do formowania kolonii i nie mozna ich wyhodowa¢ na podiozach
laboratoryjnych postugujac si¢ tradycyjnymi metodami. Powodem utraty zdolnosci do
tworzenia kolonii jest najprawdopodobniej utrata przepuszczalnosci barier blony
cytoplazmatycznej. Waznym jest, ze w stanie VBNC bakteriom pozostaje zdolno$¢ do
wirulencji [1, 20]. Obecnos¢ zatem w systemach wodnych form VBNC bakterii takich
jak E. coli, Enterococcus faecalis, Vibrio cholerae, Campylobacter jejuni, Shigella
desynteriae, Vibrio vulnificus moze by¢ niebezpieczna dla zdrowia cztowieka, mimo ze
bakterie te sa nie wykrywane za pomoca standartowych metod hodowlanych [1, 20].

Szczegdlng cechg wplywajaca na mozliwos$¢ przezycia w wodzie dla bakterii al-
lochtonicznych jest posiadanie plazmidow z genami kodujacymi biatka opornosci na
czynniki srodowiska [1]. Przedmiotem zainteresowania badaczy czg¢sto sa plazmidy R,
kodujace opornos$¢ na antybiotyki, sole metali ciezkich i sulfonamidy, oraz ich wpltyw
na przezywalnos$¢ bakterii w $rodowisku naturalnym [16]. Plazmid R1 wystepujacy w
komérkach badanych szczepow, koduje oporno$¢ na ampicyling i chloramfenikol, na
kanamycyneg, streptomycyne, spectinomycing jak réwniez na sulfonamidy. Posiada on
wielkos¢ okoto 100 kpz, zawiera system antytoksyna — toksyna (system genéw cytotok-
sycznych). System ten zabija komorki, tracace plazmid podczas podziatu [4, 10, 11, 17,
28]. W warunkach glodzenia plazmid moze by¢ réwniez tracony [1]. Cze$¢ badaczy
uwaza, ze obecno$¢ plazmidu w komdrce jest korzystna dla bakterii, pozwala im na
przezycie w obecno$ci metali cigzkich czy antybiotykéw i ze szczepy plazmidowe prze-
zywajq lepiej niz ich bezplazmidowe odpowiedniki [19]. Inni autorzy twierdza, ze po-
siadanie plazmidu w warunkach gtodowych moze by¢ istotnym obcigzeniem metabo-
lizmu komérki [16, 22, 27].
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OBIEKT BADAN

Typowym przykladem zbiornika wodnego poddanego silnej antropopresji jest
zbiornik Dzierzno Duze, najwigkszy i najgiebszy zbiornik w zachodniej czesci Gorno-
$laskiego Okregu Przemystowego (Rys. 1).
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Rys. 1. Zachodni We¢zel Wodny GOP
The Klodnica Hydrojunction

Zbiornik powstat w wyniku zalania wyrobisk popiaskowych, ktérych eksploatacje
zakonczono w 1964 roku. Jest akwenem o dlugosci 6 km, szerokosci okolo 1 km i gle-
bokos$ci dochodzacej przy wysokim stanie wody do 25 m. Powierzchnia zbiornika wy-
nosi 650 ha, a pojemno$é catkowita 93,5 min m’. Zbiornik zasilany jest woda rzeki
Klodnicy, a z uwagi na wysoki stan jej zanieczyszczenia $ciekami komunalnymi i
przemystowymi pelni rolg oczyszczalni rzecznej. Rzeka Klodnica przeptywajaca przez
najbardziej uprzemystowiony region Polski jest zanieczyszczona scieckami komunal-
nymi oraz wodami kopalnianymi i sciekami przemystowymi [12—14, 24].

CEL PRACY IMETODYKA BADAN

Celem pracy bylo poréwnanie przezywalnosci szczepow E. coli plazmidowego
1 bezplazmidowego w wodzie zbiornika Dzierzno Duze, zanieczyszczanego Sciekami
przemystowymi, komunalnymi oraz wodami kopalnianymi, w warunkach sterylnych
oraz w obecnosci form przesaczalnych, a takze po wprowadzeniu dodatkowego sub-
stratu odzywczego — glukozy.

Badania nad przezywalnoscia bakterii w wodzie ze zbiornika Dzierzno Duze pro-
wadzono na szczepach: Escherichia coli K12 J62-1 (R"), Escherichia coli K12 J62-1 R1
(R%) otrzymanych od dr P.J. McDermott’a z Uniwersytetu w Staffordshire. Prébki wody
pobierano u ujscia rzeki Ktodnicy do zbiornika Dzierzno Duze oraz 3 km od tego miej-
sca, w miesiacu pazdzierniku i listopadzie 2000 roku.

Hodowle bakteryjne zmywano 0,85% roztworem chlorku sodowego (NaCl) ze sko-
sOw agarowych, nastepnie wirowano. Otrzymane zawiesiny bakteryjne obu szczepdw
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R* i R* doprowadzono do gestosci 300 x 10° komérek bakteryjnych (co odpowiada
okoto 1,5 wg skali McFarlanda) i przenoszono jalowo do kolbek z przygotowanymi
probkami wody w nastgpujacym ukladzie: 1. woda filtrowana przez filtr 0,5 um; 2.
woda sterylizowana w autoklawie; 3. woda sterylizowana z glukoza (1%). Hodowle
prowadzono réwnolegle. Przezywalno$¢ bakterii okreslano wysiewajac powierzchnio-
wo probki na podloza: ,,'2 agar odzywczy” oraz dla szczepu plazmidowego ,,%% agar
odzywczy” z ampicyling i chloramfenikolem (25 pg/cm®) [19], w dniu zalozenia do-
$wiadczenia, a nastgpnie w 2, 3, 7, 14, 21 i 28 dniu jego trwania.

W wodzie filtrowanej oznaczano roéwniez liczebno$é bakteriofagéw charakterys-
tycznych dla E. coli K 12 J62-1 wg metodyki Basalik-Chabielskiej i wsp. [23]. Liczba
tysinek na poszczegélnych ptytkach odpowiadata ilosci bakteriofagéw w 1 cm® wody.

Ze szczepu plazmidowego przeprowadzano izolacje plazmidéw w dniu zatozenia
doswiadczenia oraz po 14 i 21 dniach jego trwania metoda lizy alkalicznej wg Maniatis
1 wsp. [16].

WYNIKI

Zmiany liczebnosci badanych szczepow przedstawiono na wykresach jako
log;o CFU. W wodzie filtrowanej przez filtr o wielkosci poréw 0,5 um duzo dtuzej
przezywal szczep bezplazmidowy zaréwno w wodzie pobranej u ujscia Ktodnicy jak i 3
km od tego miejsca (Rys. 2-5), tylko w pazdzierniku w wodzie pobranej 3 km od ujscia
Ktodnicy dluzej przezywat szczep plazmidowy (Rys. 2). W wodzie tej obserwowano
nieoczekiwany spadek liczebnos$ci komorek bakterii u szczepu bezplazmidowego.
Czynnikiem obnizajacym przezywalno$¢ w wodzie filtrowanej byla obecnosé
bakteriofagéw i innych mikroorganizméw zdolnych przejs$é przez wielkosé por 0,5 um.
Duzo wigksza przezywalno$¢ obydwu szczepdéw stwierdzano w probkach wody
sterylizowanej niz w wodzie filtrowanej (Rys. 6-9).
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Rys. 2. Przezywalnos¢ szczepu E. coli K12 J62-1 1 E. coli K12 J62-1 R1w wodzie pobranej u ujscia Klodnicy,
filtrowanej przez filtr o wielkos$ci poréw 0,5 um, w pazdzierniku
The survival of E. coli K12 J62-1 and E. coli K12 J62-1 R1, on the Klodnica estuary in October, water filtered
on 0.5 pm membranfilter
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Rys. 3. Przezywalnos¢ szczepu E. coli K12 J62-11 E. coli K12 J62-1 R1 w wodzie pobranej
u ujscia Klodnicy, filtrowanej przez filtr o wielkosci porow 0,5 um w listopadzie
The survival of E. coli K12 J62-1 and E. coli K12 J62-1 R1, on the Ktodnica estuary in November,
water filtered on 0.5 um membranfilter
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Rys. 4. Przezywalnos¢ szczepu E. coli K12 J62-1 i E. coli K12 J62-1 R1 w wodzie pobranej 3 km od ujscia
Klodnicy, filtrowanej przez filtr o wielko$ci poréw 0,5 um, w pazdzierniku
The survival of E. coli K12 J62-1 and E. coli K12 J62-1 R1, 3 km from the Klodnica estuary in October,
water filtered on 0.5 um membranfilter
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Rys. 5. Przezywalnos$¢ szczepu E. coli K12 J62-11 E. coli K12 ]162-1 R1w wodzie pobranej 3 km od ujscia
Klodnicy, filtrowanej przez filtr o wielkosci poréow 0,5 pum, w listopadzie
The survival of E. coli K12 J62-1 and E. coli K12 J62-1 R1, 3 km from the Klodnica estuary in November,
water filtered on 0.5 um membranfilter
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Rys. 6. Przezywalnos¢ szczepu E. coli K12 162-1 1 E. coli K12 J62-1R1 w wodzie pobranej u ujécia Klodnicy.
sterylizowanej w pazdzierniku
The survival of E. coli K12 J62-1 and E. coli K12 J62-1 R1, on the Klodnica estuary in October, water
sterilized
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Rys. 7. Przezywalnosé szczepu E. coli K12 J62-11 E. coli K12 J62-1 R1 w wodzie pobranej

u ujscia Klodnicy, sterylizowanej w listopadzie

The survival of E. coli K12 J62-1 and E. coli K12 J62-1 R1, on the Klodnica estuary in November,
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Rys. 8. Przezywalno$¢ szczepu E. coli K12 J62-11 E. coli K12 J62-1R1 w wodzie pobranej 3 km od ujscia

Klodnicy, sterylizowanej w pazdziermniku

The survival of E. coli K12 J62-1 and E. coli K12 J62-1 R1, 3 km from the Kiodnica estuary in October,

water sterilized
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Rys. 9. Przezywalnos¢ szczepu E. coli K12 J62-11 E. coli K12 J62-1 R1 w wodzie pobranej 3 km od ujécia
Klodnicy, sterylizowanej, w listopadzie
The survival of E. coli K12 J62-1 and E. coli K12 J62-1 R1, 3 km from the Klodnica estuary in November,
water sterilized

Wigksza liczebnos¢ bakteriofagow stwierdzono w wodzie u ujscia Klodnicy niz
3 km od tego miejsca, przy czym zawsze ich liczba byla wigksza dla szczepu bezpla-
zmidowego. Poréwnujac liczebnos¢ fagéw w pierwszym i dwudziestym dniu doswiad-
czenia stwierdzono obnizenie liczebnosci o 2 i 3 rzedy wielkosci dla szczepu bezpla-
zmidowego. Podobny spadek liczebnosci obserwowano dla fagéw charakterystycz-
nych dla szczepu plazmidowego.

W wodzie sterylnej liczebnos¢ bakterii byta wyzsza niz w wodzie filtrowanej, row-
niez liczebnos$¢ szczepu bezplazmidowego w drugim dniu trwania do§wiadczenia byta
wyraznie wyzsza w stosunku do liczebnosci szczepu plazmidowego.

Obydwa szczepy przezywaly najdiuzej w probkach wody sterylizowanej z dodat-
kiem glukozy w pordéwnaniu z przezywalnoscig w préobkach wody filtrowanej (Rys. 10—
13). W pierwszych 3 dniach do$wiadczenia stwierdzono znaczne zwigkszenie liczby
bakterii, po czym nastgpowal spadek liczebnosci izolatéw obydwu szczepéw. Trzeciego
dnia dos$wiadczenia obserwowano zawsze wigksza liczebnos¢ szczepu bezplazmido-
wego.

Zdjecie (Rys. 14) przedstawia rozdziat elektroforetyczny DNA plazmidowego, z
komorek szczepu wzorcowego E. coli K12 J62-1 R1 w dniu zalozenia do$wiadczenia
jak 1 tego samego szczepu inkubowanego w prébkach wody po 14 1 21 dniach trwania
doswiadczenia. Stwierdzono obecnos¢ plazmidu w komoérkach zaréwno po 14 jak 21
dniach trwania doswiadczenia.
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Rys. 10. Przezywalnos¢ szczepu E. coli K12162-11 E. coli K12 J62-1R1 w wodzie pobranej u ujscia Ktodni-
cy sterylizowanej z dodatkiem glukozy (1%), w pazdzierniku
The survival of E. coli K12 J62-1 and E. coli K12 J62-1 R1, on the Kfodnica estuary in October,
water sterilized, with 1% glucose added
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Rys. 11. Przezywalno$¢ szczepu E. coli K12 J62-1i E. coli K12 J62-1 R1 w wodzie pobranej
u ujscia Klodnicy, sterylizowanej z dodatkiem glukozy (1%) w listopadzie
The survival of E. coli K12 J62-1 and E. coli K12 J62-1 R1, on the Klodnica estuary in November,
water sterilized, with 1% glucose added
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Rys. 12. Przezywalno$¢ szczepu E. coli K12 162-11 E. coli K12 J62-1 R1 w wodzie pobranej 3 km od ujscia
Klodnicy sterylizowanej z dodatkiem glukozy (1%) w pazdzierniku
The survival of E. coli K12 J62-1 and E. coli K12 J62-1 R1, 3 km from the Klodnica estuary in October,
water sterilized, with 1% glucose added
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Rys. 13. Przezywalno$¢ szczepu E. coli K12J62-11 E. coli K12 J62-1 R1 w wodzie pobranej 3 km od ujscia
Klodnicy, sterylizowanej z dodatkiem glukozy (1%) w listopadzie
The survival of E. coli K12 J62-1 and E. coli K12 J62-1 R1, 3 km from the Klodnica estuary in November,
water sterilized, with 1% glucose added



PRZEZYWALNOSC SZCZEPU ESCHERICHIA COLI K12 J62-1W WODZIE... 99

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11

Rys. 14. Elektroforeza DNA plazmidowego, wyizolowanego z komdérek szczepu wzorcowego E. coli K12
J62-1 R1 i tego samego szczepu inkubowanego w prébkach wody zbiornika Dzierzno przez 14 121 dni

trwania do$wiadczenia

The electrophoresis of plasmids DNA of E. coli K12 J62 R1, and of the same vaccine, incubated for 14 and 21
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added 1% of glucose, 14 day of incubation

— DNA plazmidowy E. coli K12 J62-1 R1, z komérek inkubowanych w wodzie sterylnej

brudnej z glukoza 1%, 14 dzien inkubacji

— The plasmid-DNA of E. coli K12 J62-1 R1, after incubation in sterilized “dirty-water™ with

added 1% of glucose, 14 day of incubation

— DNA plazmidowy E coli K12 J62-1 R1, z komdrek inkubowanych w wodzie sterylnej,

czystej, 21 dzien inkubacji

— The plasmid-DNA of E. coli K12 J62-1 R1, after incubation in sterilized “clean water”, 21

day of incubation

— DNA plazmidowy E. coli KI2 J62-1 R1, z komdérek inkubowanych w wodzie sterylnej,

brudnej, 21 dzien inkubacji

— The plasmid-DNA of E. coli K12 J62-1 R, after incubation in sterilized “dirty-water”, 21

day of incubation

— DNA plazmidowy E. coli K12 J62-1 RI1, z komdrek inkubowanych w wodzie sterylnej,

czystej z glukoza 1%, 21 dzien inkubacji

— The plasmid-DNA of E. coli K12 J62-1 R1, after incubation in sterilized “clean water” with

added 1% of glucose, 21 day of incubation
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Kieszei 11— DNA plazmidowy E. coli K12 J62-1 R1, z komérek inkubowanych w wodzie sterylnej,
brudnej z glukoza 1%, 21 dzien inkubacji
Pocket 11~ — The plasmid-DNA of E. coli K12 J62-1 R1, after incubation in sterilized “dirty-water” with

added 1% of glucose, 21 day of incubation

- ,czysta” —oznacza wodg pobrang 3 km od uj$cia Ktodnicy

—  .brudna” — wode pobrana u ujscia Ktodnicy

—  ,clean water” — water was sampled 3 km fare from Klodnica in-flow to the reservoir
—  “dirty water” — water was sampling on the in-flow of Klodnica River to the reservoir

DYSKUSJA WYNIKOW

W przeprowadzonych badaniach nad przezywalnoscia obydwu szczepow E. coli
w wodzie zbiornika Dzierzno Duze wykazano, ze liczba komorek bakteryjnych wpro-
wadzonych do wody, w zastosowanym ukladzie do$wiadczenia, obniza sie¢ z rdzna
szybkoscia.

Bardzo istotng role w przezywalnosci odgrywaja czynniki biotyczne jak obecnosé
bakterii autochtonicznych i bakteriofagéw.

W przeprowadzonych badaniach obserwowano szybsze zanikanie bakterii w préb-
kach wody saczonej niz w prébkach wody sterylnej, pozbawionej zarowno drapiezni-
kow jak i flory autochtonicznej. Jest to prawdopodobnie wynikiem obecnos$ci w uzywa-
nej wodzie zbiornika Dzierzno Duze duzej ilosci bakteriofagow charakterystycznych
dla E. coli K12 zaréwno dla szczepu plazmidowego jak i bezplazmidowego. Obecnosé
tych fagéw znacznie zmniejszata liczebno$¢ bakterii, co szczegdlnie widoczne jest przy
poréwnaniu przezywalnosci szczepéw w wodzie filtrowanej do przezywalnosci w wo-
dzie sterylnej. W wodzie filtrowanej przez filtr 0,5 um juz trzeciego dnia doswiadczenia
liczba komorek bakteryjnych obnizyla si¢ o okoto 92% w pazdzierniku i 46% w listo-
padzie w wodzie pobranej u ujscia Ktodnicy dla obu szczepow. Zblizone wyniki otrzy-
mano dla prébek wody pobranej 3 km od tego miejsca.

Rowniez wysoki spadek liczebnosci komérek bakteryjnych w probkach wody fil-
trowanej zbiornika Zegrzynskiego obserwowali Wcisto i Chrést [29], dla szczepu E.
coli ATTC 35218.

Wytlumaczeniem tego zjawiska moze by¢ stwierdzany przez Gonzalesa [8] oraz
Wecisto i Chrésta [30] fakt, ze bakteriofagi atakuja tylko zywe i aktywne komorki. Wei-
sto i Chrost [29] zwracaja takze uwage na mozliwo$¢ zmiany badz utraty receptoréw
komorek bakterii, niezbgdnych do fagowej adsorbeji. W prébkach wody ze zbiornika
Dzierzno Duze, filtrowanej przez filtr 0,5 um, obok niewatpliwie przechodzacych przez
filtr bakteriofagow, przyczyniajacych si¢ do obnizenia liczby komoérek bakteryjnych, do
probki wody mogly przejs¢ inne organizmy mniejsze niz wielkos¢ poréw — 0,5 um, byé
moze takze drapiezne bakterie Bdellovibrio sp. (0,2-0,5 x 0,5-1,4 um wg Singletona
[24]. Nie stwierdzano jednak charakterystycznej, dla Bdellovibrio strefy przejasnienia
na ptytkach [25], natomiast wystepowaty typowe dla bakteriofagdéw tysinki.

W wodzie sterylnej obserwowano znacznie lepsza przezywalno$¢ bakterii, co naj-
prawdopodobniej spowodowane bylo zabiciem wszelkiej mikroflory autochtonicznej.
Niewielki spadek liczebnosci wystepowat od 7 dnia i ilo§¢ izolowanych komérek
utrzymywata si¢ na zblizonym poziomie do 21 dnia, po czym nieznacznie spadata.
Podobne wyniki dla szczepu plazmidowego w wodzie sterylnej otrzymat McDermott
[19].
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W badaniach McDermott’a [19] nad przezywalnoscig tych samych szczepow E.
coli w prébach wody ze stawu, filtrowanej przez bibute Whatman nr 1 i sterylizowanej
lepiej przezywat szczep plazmidowy. Lepsza przezywalno$é szczepu R*, McDermott
wyjasniat nabytymi mutacjami, ktére polepszaty mozliwo$¢ przezycia. Jednak rodzaj
tych mutacji, ktére polepszaja konkurencyjnos¢ i zdolnos$¢ do zycia, jak podaje autor,
jest nadal w sferze badan.

W przeprowadzonych badaniach nie stwierdzono istotnie lepszego przezywania
szczepu posiadajacego plazmid, a niekiedy obserwowano lepszg przezywalnosc szczepu
bezplazmidowego. Moze to by¢ zwiazane z réznica w zawartosci substancji odzyw-
czych w wodzie, inna temperatura hodowli lub tez obecnoscig w wodzie jakich$ innych,
abiotycznych czynnikow.

Jak podaje Barcina [1] tylko w warunkach, w ktorych plazmid koduje opornos$¢ w
stosunku do parametréw Srodowiska, moze on by¢ czynnikiem polepszajacym przezy-
walnos¢ jego gospodarzy, natomiast obcigzenie metabolizmu powodowane ekspresjg i
utrzymywaniem obcych gendéw bylo przyczyna gorszej przezywalnosci bakterii posia-
dajacych plazmid [1, 27]. Plazmid jest istotnym obciazeniem metabolicznym dla ko-
morki bakteryjnej [16, 22], dlatego niektorzy badacze uwazaja, ze w warunkach niedo-
boru substancji pokarmowych plazmid moze byc¢ tracony przez komérke [1]. Jednak w
przeprowadzonych badaniach nie stwierdzono tracenia plazmidu przez komérki. Pla-
zmid R1 byt obecny w komérkach E. coli K12 J62-1 RI, wprowadzonych do wody
sterylnej, zaréwno po 14 jak i po 21 dniach trwania do§wiadczenia, bez doptywu no-
wych substancji organicznych.

Devanas i inni [6] stwierdzaja, ze duze plazmidy wydtuzaja czas generacji komorek
gospodarzy. W przeprowadzonych badaniach szczep plazmidowy E. coli K12 J62-1 R1
wykazywat wydtuzony czas generacji w poréwnaniu ze szczepem bezplazmidowym.
Obserwowano, ze kolonie szczepu z plazmidem R1 wyrastaty na ptytkach pézniej niz
szczepu bezplazmidowego, przy czym réznic tych nie obserwowano po dodaniu glu-
kozy.

Wprowadzenie dodatkowego zrodla wegla — glukozy do wody sterylnej powodo-
wato znaczny przyrost komorek u obydwu szczepow do trzeciego dnia trwania do$-
wiadczenia, potem nastgpowal powolny spadek ich liczebnosci. Podobne wyniki uzy-
skali Wcisto 1 Chrost [29] dodajac ekstrakt drozdzowy do wody filtrowanej przez filtr
< 0,3 um, wynikiem czego bylo namnozenie liczby bakterii przez kolejne dni. Dodatek
glukozy spowodowal, ze przezywalno$¢ obydwu szczepdw, w okresie badan, byta bar-
dzo zblizona, mimo obcigzenia metabolicznego jakim jest plazmid. Mozna wiec przy-
puszcza¢, ze glukoza wyréwnata szanse w przezywalnosci obydwu szczepow.

Bouma i Lenski [3] uwazaja, ze koszty metaboliczne utrzymania plazmidu przez
komorke uniemozliwiaja niezamierzone rozprzestrzenianie sie bakterii w Srodowisku
(zgodnie z teorig ,,nadmiaru bagazu” — excess baggage), wg nich bezpieczne jest nawet
rozwazne uwolnienie rekombinowanych organizméw do $rodowiska.

Jakkolwiek otrzymane wyniki potwierdzatyby te¢ teorig¢, jednak udzielenie jedno-
znacznej odpowiedzi na pytanie czy szczep plazmidowy ma szanse przezycia w srodo-
wisku naturalnym, wymaga dalszych badan.
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Tabela 1. Liczebnos¢ bakteriofagéw w wodzie zbiornika Dzierzno Duze w miesiacach pazdzierniku i listopadzie
The numerical force of bacteriophages in the Dzierzno Duze dam-reservoir, in October and November

Fagi specyficzne
dla szczepu E. coli

Stanowiska poboru prob — pazdziemik
sampling points — October

Stanowiska poboru prob — listopad
sampling points — November

Specific phages ujscie Kiodnicy 3 km od ujscia yjscie Ktodnicy 3 km od ujécia
for E. coli do zbiomnika Klodnicy do zbiomika Klodnicy
estuary of Klodnica | 3 km from Klodnica | estuary of Ktodnica | 3 km from Klodnica
River estuary River estuary

bezplasmidnwegs 27x10° 18x 10° 9.2 x 10° 1,6 x 10°
no-plasmid
plazmislowegs 25x 10° 3.2x 107 8.5x 107 14x 107
plasmid present

Tabela 2. Liczebnos¢ bakteriofagéw w 1 i1 po 20 dniach trwania do$wiadczenia
The numerical force of bacteriophages on the first day, and after 20 days of experiment

Fagi specyficzne Ujscie Klodnicy do zbiornika 3 km od ujscia Klodnicy
dla szczepu E. coli estuary of Klodnica River 3 km from Klodnica estuary

Spef(c);ﬁg T("t‘f[‘fes w 1 dniu po 20 dniach w 1 dniu po 20 dniach
tcoplazmidowagp 9.2x 10° 50x 107 16 x 10° 6x10°
no-plasmid
z plazmidem R1 8.5x 107 1.3 x10° 14x 10’ 5x10°
plasmid R1 present

WNIOSKI

Bardzo istotng rol¢ w przezywalnosci bakterii w wodzie odgrywaja czynniki bio-

Drobnoustroje wprowadzone do sterylnego srodowiska wodnego majq szanse prze-
zycia przez jaki$ czas, a posiadanie plazmidu R1 nie wptywa na wydluzenie prze-

Bakterie z plazmidem R1 wprowadzone do sterylnej wody, zachowuja ten plazmid.
Wprowadzenie dodatkowej ilosci wegla do sterylnej wody zwieksza liczebnosé
bakterii, ale nie wydtuza ich przezywalnosci.
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