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SPIS WAŻNIEJSZYCH SKRÓTÓW I SYMBOLI 

ARB  ‒ bakterie antybiotykooporne (z ang. - antibiotic resistant bacteria) 

ARGs  ‒ geny oporności na antybiotyki (z ang. - antibiotic resistance genes) 

FIB  ‒ wskaźniki sanitarne (z ang. fecal indicator bacteria) 

VRE  ‒ enterokoki oporne na wankomycynę (z ang. vancomycin resistant enterococci) 

FISH  ‒ fluorescencyjna hybrydyzacja in situ  

PCR  ‒ łańcuchowa reakcji polimerazy 

RDW  ‒ Ramowa Dyrektywa Wodna 

VBNC  ‒ mikroorganizmy żywe, których nie można hodować w warunkach laboratoryjnych na  

klasycznych podłożach mikrobiologicznych (z ang. viable but not culturable) 

OECD  ‒ Organizacja Współpracy Gospodarczej i Rozwoju (z ang. Organisation for Economic Co  

operation and Development 

NPOA  ‒ Narodowy Program Ochrony Antybiotyków 

ECDC  ‒ Europejskie Centrum ds. Zapobiegania i Kontroli Chorób (z ang. European Centre for  

Disease Control and Prevention)  

ChZT  ‒ chemiczne zapotrzebowanie tlenu (mg O2 l-1) 

DO  ‒ tlen rozpuszczony w wodzie (mg O2 l-1) 

TDS  ‒ całkowite substancje rozpuszczone (mg l-1) 

NNH4
+  ‒ azot amonowy (mg NNH4

+ l-1) 

N NO2
-  ‒ azot azotynowy (mg N NO2

- l-1) 

N NO3
-
  ‒ azot azotanowy (mg N NO3

- l-1) 

P PO4
3-  ‒ fosfor fosforanowy (mg P l-1) 

Pog  ‒ fosfor ogólny (mg P l-1) 

TOC  ‒ ogólny węgiel organiczny (mg C l-1) 

POC  ‒ cząsteczkowy węgiel organiczny (mg C l-1) 

DOC  ‒ rozpuszczony węgiel organiczny (mg C l-1) 

OLB  ‒ ogólna liczba bakterii 

MIC  ‒ minimalne stężenie hamujące, MIC (z ang. minimum inhibitory concentration)  

MDR  ‒ wielolekooporność (z ang multidrug-resistance)  

XDR  ‒ rozszerzona oporność (z ang. extensively drug resistance)  

Ekosystemy lotyczne ‒ system płynących wód słodkich (np. rzeki, źródła, potoki, strumienie) 

Wankomycyna ‒ organiczny związek chemiczny, antybiotyk o działaniu bakteriobójczym 

Komensale ‒ organizmy pozostające w symbiozie z innym organizmami, żywiące się produktami po-

karmowymi niewykorzystanymi przez te organizmy 
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1. Wprowadzenie 

Rzeki to dynamiczne ekosystemy meandrujące duże obszary w środowisku o zróżnicowanym cha-

rakterze użytkowania. Podlegają one wpływowi wielu czynników środowiskowych i antropogenicz-

nych, a jednocześnie są ważnym źródłem wody wykorzystywanej do celów gospodarczych i rekreacyj-

nych. Potencjalnym źródłem zanieczyszczeń tych lotycznych ekosystemów są spływy powierzchniowe 

z terenów użytkowanych rolniczo oraz wody i ścieki z obszarów zurbanizowanych (Bojarczuk i in. 

2018, Glińska-Lewczuk i in. 2016, Gotkowska-Płachta i in. 2016, Kacar 2011). Wraz ze zrzutem zanie-

czyszczeń do wód dostają się różne patogenne mikroorganizmy pochodzenia kałowego, w tym antybio-

tykooporne bakterie (ARB z ang. - antibiotic resistant bacteria) i geny oporności na antybiotyki (ARGs 

z ang. - antibiotic resistance genes) (Korzeniewska i Harnisz 2018, Lekunberri i in. 2017, Niestępski  

i in. 2019, Osińska i in. 2017, Ziembińska–Buczyńska i in. 2015). 

Rzeki płynąc przez rozległe tereny o różnym stopniu antropopresji transportują te zanieczyszczenia 

na znaczne odległości i stanowią zagrożenie dla zdrowia publicznego oraz powodują wzrost zagrożenia 

epidemiologicznego mórz, do których wpływają. Określenie głównych źródeł zanieczyszczeń tych wód 

i tempa ich rozprzestrzeniania w perspektywie wzrastającej presji człowieka na środowisko jest priory-

tetowym zadaniem w zakresie działalności lokalnej jak i globalnej. Problematyka bezpieczeństwa i ja-

kości mikrobiologicznej ekosystemów przyrodniczych stanowi od wielu lat główne zadania jakimi zaj-

muje się: Amerykańska Agencja Ochrony Środowiska (US EPA), Komisja Europejska (EC), czy Świa-

towa Organizacja Zdrowia (WHO), (Noble i in. 2003, Caruso i in. 2004, Kay i in. 2004, Soller i in. 

2017). Wśród wielu parametrów fizyko-chemicznych i biologicznych najczulszymi indykatorami jako-

ści wód są mikroorganizmy, które wykazują dużą wrażliwość i dają szybką „odpowiedź” nawet na mi-

nimalnie zmieniające się warunki środowiskowe. Obecnie na całym świecie do monitorowania jakości 

wody ze względu na aspekt ewentualnego zagrożenia sanitarno-epidemiologicznego używane są tzw. 

wskaźniki sanitarne FIB (z ang. fecal indicator bacteria), do których należą Escherichia coli i Entero-

coccus faecalis. Pośrednio służą one do oceny ryzyka związanego z występowaniem innych bakterii 

patogennych, a tym samym przenoszenia chorób drogą wodną w wyniku kontaktu ze skażonym środo-

wiskiem (Boehm i Soller 2011, Cabral 2010, Islam i in. 2017, Olapade i Weage 2010, WHO 2006). 

W ostatnich latach coraz większe zainteresowanie skierowane jest na możliwość występowania  

i rozprzestrzeniania się w środowiskach przyrodniczych bakterii zaliczanych do szpitalnych patogenów 

alarmowych. Drobnoustroje te są lekooporne i szczególnie niebezpieczne ze względu na ograniczenia 

terapeutyczne przez co  zagrażają życiu i stanowią poważny problem epidemiologiczny. Wśród nich na 

szczególną uwagę zasługują enterokoki, które przez lata uważano za nieszkodliwe dla ludzi i nieważne 

z medycznego punktu widzenia. Natomiast w dobie narastającej antybiotykooporności zarówno w Eu-

ropie jak i na świecie obserwuje się szybkie rozprzestrzenianie patogennych gatunków tych bakterii 

zarówno w środowisku szpitalnym jak i poza nim. Szczególnie niebezpieczne pod tym względem są 

gatunki Enterococus faecalis i E. faecium oporne na wankomycynę i określane jako VRE (z ang. van-

comycin resistant enterococci). Szczegółowe raporty na ten temat są przedstawione w biuletynach 
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Narodowego Programu Ochrony Antybiotyków (NPOA) i w Europejskim Centrum ds. Zapobiegania  

i Kontroli Chorób (ECDC, ang. European Centre for Disease Control and Prevention).  

Jak dotąd niewiele badań skupia się na określeniu głównych antropogenicznych i środowiskowych 

źródeł wielolekoopornych i wirulentnych enterokoków (szczególnie VRE) w wodach rzecznych. Prze-

ważnie badania tego typu dotyczą identyfikacji szczepów szpitalnych lub skupiają się na pewnym wy-

cinku środowiska np. są prowadzone w strefie zrzutu ścieków oczyszczonych do odbiorników. Dopiero 

uwzględnienie w badaniach obszarów praktycznie bez wpływu działalności ludzkiej oraz poddanych 

antropopresji pozwala szerzej spojrzeć na problem związany z rozprzestrzenianiem się i źródłami za-

nieczyszczeń bakteriologicznych. Zastosowanie w badaniach mikrobiologicznych różnych metod za-

równo klasycznych jak i molekularnych (fluorescencyjna hybrydyzacji in situ (FISH), LIVE/DEAD, 

łańcuchowa reakcji polimerazy - PCR), gwarantuje rzetelne wyniki w czasie zbliżonym do rzeczywi-

stego i daje możliwość oceny bezpieczeństwa epidemiologicznego wód rzecznych. 

2. Przegląd literatury 

Zanieczyszczenie wód powierzchniowych to problem, z którym boryka się wiele krajów zarówno 

w Europie jak i w świecie. Rozwój cywilizacji i związana z nim ekspansywna gospodarka i uprzemy-

słowienie generują duże ilości zanieczyszczeń, których odbiornikami są przede wszystkim wody po-

wierzchniowe. Szczególnie narażone na wpływ czynników środowiskowych i antropogenicznych są 

rzeki płynące przez rozległe obszary o różnym sposobie użytkowania zlewni. Potencjalne zagrożenie 

dla jakości tych wód stanowią spływy z obszarów użytkowanych rolniczo, zrzuty ścieków przemysło-

wych, bytowych oraz burzowych odprowadzanych z miast i wsi. Zanieczyszczenia te wpływają na stan 

troficzny, jakość mikrobiologiczną i bezpieczeństwo epidemiologiczne tych ekosystemów (Bojarczuk  

i in. 2018, Lenart-Boroń i in. 2016, Gotkowska-Płachta i in. 2016, Glińska-Lewczuk i in. 2016, Wilkes 

i in. 2011). W dobie ograniczonego dostępu do czystych zasobów wody słodkiej rzeki są powszechnie 

wykorzystywane jako źródło wody pitnej oraz do celów gospodarczych i rekreacyjnych. Szacuje się, że 

na całym świecie w wyniku korzystania z wody zanieczyszczonej odchodami dochodzi do ponad 120 

milionów przypadków chorób żołądkowo-jelitowych i 50 milionów przypadków chorób układu odde-

chowego (Halliday i Gast 2011, Shuval 2003). Dlatego ochrona i monitoring ekosystemów wodnych w 

aspekcie bezpieczeństwa sanitarnego jest priorytetowym zadaniem wielu krajów.  

W państwach członkowskich Unii Europejskiej nadrzędnym aktem prawnym stanowiącym  

o ochronie wód w obszarze Unii Europejskiej jest Dyrektywa 2000/60/WE Parlamentu Europejskiego  

i Rady z dnia 23 października 2000 r. nazywana powszechnie Ramową Dyrektywą Wodną (RDW). 

Główne zadania jakie określa RDW to ochrona, monitoring i racjonalne zarządzanie jakością wód po-

wierzchniowych. Według wytycznych tego aktu prawnego w ocenie jakości wód uwzględnia się różne 

czynniki fizyko-chemiczne i ekologiczne. Zgodnie z wymogami RDW w biomonitoringu wód powinny 

być brane pod uwagę organizmy eukariotyczne: fitoplankton, fitobentos, makrofity, zoobentos i ichtio-

fauna. Identyfikacja tych organizmów nie wskazuje jednak bezpośrednio na zanieczyszczenie kałowe 
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badanych zbiorników wodnych. Wśród wielu parametrów fizyko-chemicznych i biologicznych najczul-

szymi indykatorami jakości wód są mikroorganizmy, które wykazują dużą wrażliwość i dają szybką 

„odpowiedź” nawet na minimalnie zmieniające się warunki środowiskowe (Tiquia 2010, Ma i in. 2016, 

Bacelar-Nicolau i in. 2003). Dobrymi wskaźnikami stanu sanitarnego wód są bakterie „kałowe” (Esche-

richia coli, paciorkowce kałowe, Clostridium perfringens) określane jako FIB (z ang. fecal indicator 

bacteria) (Haller i in. 2009, Oliver i in. 2009, Shah i in. 2011). Bakterie te pełniące funkcje bioindyka-

torów jakości sanitarnej środowiska występują w dużych ilościach w jelitach i fekaliach. Nie oznacza 

się ich w wodach nie zanieczyszczonych materiałem kałowym, przeżywają dłużej niż patogeny a ich 

liczebności są proporcjonalne do poziomu skażenia. Ponadto są one bardziej odporne na środki dezyn-

fekcyjne i nie namnażają się w środowiskach wodnych lub ich namnażanie jest ograniczone. Poza tym 

drobnoustroje te można wykryć za pomocą prostych i tanich technik laboratoryjnych, z dużą powtarzal-

nością wyników, w stosunkowo krótkim czasie (Cabral 2010, WHO 2008, Medema i in. 2003, George 

2002, Gauthier i Archibald 2001). 

Zgodnie z RDW wskaźniki sanitarne powinny być oznaczane jedynie w ocenie jakości stanu sani-

tarnego kąpielisk, co reguluje dyrektywa 2006/7/WE Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 15 lutego 

2006 r. dotycząca zarządzania jakością wody w kąpieliskach i uchylająca dyrektywę76/160/EWG). Po-

mimo, iż dostosowanie polskich norm prawnych dotyczących określania stanu środowisk wodnych do 

wytycznych RDW spowodowało wycofanie się z obowiązku oznaczania systemu wskaźników mikro-

biologicznych, drobnoustroje te ze względu na swoją uniwersalność nadal wykorzystywane są w moni-

toringu jakości sanitarnej różnych zbiorników wodnych (Wilkes i in. 2009, Boehm i Soller 2011, Cabral 

2010, Islam i in. 2017, Olapade i Weage 2010, WHO 2006, Lenart–Boroń i in. 2016, Gotkowka‒Płachta 

i in. 2016). Należy podkreślić, że oznaczenie FIB stanowi pierwszy i podstawowy krok do pełnej oceny 

danego ekosystemu w aspekcie zmian zanieczyszczeń mikrobiologicznych i ich potencjalnych źródeł. 

Liczebność bakterii wskaźnikowych i patogennych może szybko zmieniać się w środowisku (Boehm i 

in. 2003). Wynika to z faktu, iż na rozmieszczenie przestrzenne i czasowe tych drobnoustrojów mają 

wpływ różne czynniki fizyko-chemiczne i biologiczne jak: temperatura wody, pH, promieniowanie sło-

neczne, zawartość substancji mineralnych, związków organicznych oraz drapieżnictwo i konkurencja 

(Huachang i in. 2010, Juhna i in. 2007, Wilkes i in. 2011, Zhu i in. 2011). Ponadto odmienne warunki 

środowiska mogą wywołać u bakterii „stres” na skutek czego zmieniają one swój metabolizm  

i przechodzą w stan określany jako żywy, ale niehodowalny VBNC (ang. viable but not culturable) 

(Halliday i Gast 2011). Komórki w tym stanie nie rosną na klasycznych podłożach hodowlanych, lecz 

są aktywne metabolicznie i zdolne do resuscytacji. Różnią się one od form hodowlanych morfologią, 

budową błony i ściany komórkowej, odpornością na stres chemiczny i fizyczny oraz ekspresją genów  

i wirulencją (Olszewska i Łaniewska- Trokenheim 2013a, 2013b, Polissi i in. 2003). Fenotyp VBNC jet 

pierwotną strategią przetrwania dla bakterii w środowisku przyrodniczym. W komórce następuje spo-

wolnienie metabolizmu, synteza białek i modyfikacja ich składu na korzyść tzw. białek głodowych (ang. 

starvation proteins) i szoku termicznego (tzw. chaperonów), które zwiększają oporność na niekorzystne 
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warunki środowiska. Stan VBNC jest notowany dla różnych bakterii w tym pochodzenia jelitowego jak 

Escherichia coli, Vibrio, Enterococcus faecalis, E. faecium i E. hirae (Heim i in. 2002, Lleò i in. 2005, 

Oliver, 2010). Na podstawie badań dotyczących zdolności do życia E. faecalis w sztucznych mikroko-

smosach wody morskiej stwierdzono, że co najmniej 80% komórek pozostaje żywych, ale niehodowla-

nych (Lleo i in. 2006 ). W wodach morskich zaobserwowano przechodzenie w stan VBNC enterotok-

sycznych szczepów Escherichia coli po ekspozycji na światło słoneczne, a następnie utrzymywanie się 

ich w środowisku przy zachowaniu toksyczności (Pommepuy i in. 1996). Wyniki tych badań pokazują, 

że FIB w dużej liczebności mogą utrzymywać się w stanie uśpienia w środowisku. Brak możliwości 

wykrycia VBNC (za pomocą standardowych metod hodowlanych) wśród, których mogą się znajdować 

mikroorganizmy patogenne, może mieć wpływ na błędną ocenę stanu sanitarnego badanego biotopu. 

Dlatego wciąż trwają poszukiwania i laboratoryne testy dobrych markerów odzwierciedlających rze-

czywisty poziom zanieczyszczeń mikrobiologicznych w środowisku (Edge i Boehm 2010, Ludwig  

i Schleifer 2000, Napier i in. 2017, Haugland i in. 2005, Hou i in. 2006).  

Mikroskopowe metody fluorescencyjne stosowane w identyfikacji mikroorganizmów 

Stosowane powszechnie metody oznaczeń wykorzystujące techniki hodowlane pozwalają na 

identyfikację jedynie (0,3% w glebie i <0,1% w wodzie) niewielkiego udziału bakterii żyjących w 

danym środowisku (Amann i in. 1995, Janssen 2006, Rogers i in. 2007). Ponadto nie uwzględniają bak-

terii VBNC, co może prowadzić do niedoszacowania i błędnej interpretacji wyników. W ostatnich latach 

pojawiły się molekularne metody bezpośrednie oparte na analizie materiału genetycznego i nie uzależ-

nione od hodowli mikroorganizmów. Pozwalają one w czasie rzeczywistym z dużą precyzją  

i dokładnością na ocenę składu i rozmieszczenia przestrzennego biocenozy drobnoustrojów w środowi-

sku (Lew i in. 2010, Olszewska i Łaniewska-Trokenheim 2013a, Raszka i in. 2009). Jedną z takich 

metod jest fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH) z użyciem specyficznych sond oligonukleoty-

dowych. Są to krótkie sekwencje DNA (16-20 nukleotydów) znakowane barwnikiem fluorescencyjnym. 

Sondy te są komplementarne do sekwencji 16S rRNA występujących w komórkach bakteryjnych, dzięki 

czemu łączą się z ich materiałem genetycznym. Ponieważ sondy zawierają znaczniki fluorescencyjne, 

połączenie materiału zawartego w próbce z komplementarną sondą można obserwować w mikroskopie 

epifluorescencyjnym. Analiza ilościowa polega na obróbce zdjęć mikroskopowych badanego materiału 

z użyciem zaawansowanego oprogramowania do wizualizacji obrazu. Technika ta otwiera szerokie 

możliwości, dzięki którym można ocenić rzeczywisty skład ilościowy i jakościowy badanej populacji 

oraz jej biomasę i strukturę (Amann i in. 1990, Skowrońska i Zmysłowska 2006). Ponadto metoda FISH 

może wskazywać na stan metaboliczny oznaczanych mikroorganizmów ponieważ miejscem docelo-

wym hybrydyzacji są głównie nieuszkodzone struktury rybosomów, znajdujące się w dużej liczbie je-

dynie w żywych i aktywnych komórkach (Bouvier i Del Giorgio 2003, Christensen i in. 1999, Gruden  

i in. 2003, Lew i in. 2010, Lew i Świątecki 2007). Techniki z wykorzystaniem FISH są z powodzeniem 

stosowane do oznaczania mikrobioty gleb (Barra Caracciolo i in. 2005, Bertaux i in. 2007, Schmidt  
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i Eickhorst 2013), osadów (Bruns i Berthe-Corti 1998, Pernthaler i in. 2001) czy zbiorników słodko-

wodnych oraz morskich (Gotkowska-Płachta i in. 2016, Glöckner i in. 1996, Olapade i Weage 2010, 

Pernthaler i in. 2001). Uwzględnia się je również w badaniach klinicznych związanych z identyfikacją 

drobnoustrojów chorobotwórczych (Frickmann i in. 2017, Waar i in. 2005, Wellinghausen i in. 2007). 

Mikroskopowe techniki fluorescencyjne umożliwiające oznaczenie żywych i aktywnych metabolicznie 

komórek mają szczególne znaczenie w przypadku oceny jakości środowiska, w aspekcie zagrożenia 

sanitarno-epidemiologicznego. Jedną z metod na podstawie, której można wnioskować o aktywności 

metabolicznej oznaczanych drobnoustrojów jest test diagnostyczny LIVE/DEAD® BacLight™ Bacte-

rial Viability Kit (Invitrogen, LiveTechnology, Producent ThermoFisher Scientific). Polega on na fluo-

rochromowym różnicowym barwieniu w próbie żywych i martwych komórek bakterii. Zestaw składa 

się z dwóch komponentów fluorescencyjnych barwnika (SYTO®9) i jodku propidyny (IP). Żywe ko-

mórki bakterii ze zintegrowaną, sprawna błoną komórkową (MEM+) barwione są na kolor zielony za 

pomocą fluorochromu (SYTO®9) o małej masie cząsteczkowej, który przenika do ich wnętrza. Bakterie 

z uszkodzoną, niesprawną błoną komórkową (MEM‒) tzw. martwe barwione są na czerwono przy po-

mocy (IP) o dużej masie cząsteczkowej, który wnika tylko do komórek z uszkodzeniami w błonach. 

Dzięki zastosowaniu tej metody można oszacować stosunek komórek żywych do martwych w badanej 

próbce. Zastosowanie LIVE/DEAD® BacLight™ pozwala również oszacować liczbę komórek VBNC, 

co jest niezwykle istotne przy określaniu realnego poziomu zanieczyszczeń mikrobiologicznych w śro-

dowisku.  

Występowanie i charakterystyka lekoopornych i wirulentnych enterokoków w środowisku 

Obecnie nowym nasilającym się problemem na całym świecie jest rozprzestrzenianie się lekoopor-

nych bakterii w środowisku przyrodniczym. Przyczyną tego zjawiska jest nadmierne i powszechne sto-

sowanie antybiotyków w celach terapeutycznych, a także jako promotorów wzrostu u zwierząt (Talaga-

Ćwiertnia i Bulanda 2018a b, Landers i in. 2012, Webb i in. 2017, WHO 2017). Konsekwencją niera-

cjonalnego stosowania środków przeciwdrobnoustrojowych jest selekcja lekoopornych, oportunistycz-

nych i patogennych szczepów w środowisku zarówno szpitalnym jak i przyrodniczym. Problemy zwią-

zane z ekspansją tych drobnoustrojów dotykają wielu różnych aspektów życia. Według szacunków 

OECD (z ang. Organization for Economic Cooperation and Development) wzrastająca oporność na an-

tybiotyki, może spowodować ponad 700 000 zgonów na całym świecie. Liczba ta, przy braku nadzoru 

nad rozprzestrzenianiem bakterii wielolekoopornych, do 2050 r. może przekroczyć 10 milionów (O’Ne-

ill 2014 i 2016). Oporność na antybiotyki generuje również wysokie straty finansowe. W OECD sku-

piającej 36 wysokorozwiniętych krajów (w tym Polskę) szacuje się, że mogą one osiągnąć od 0,03% (w 

2020 r.) do 0,16% (w 2050 r.) produktu krajowego brutto (PKB) (Cecchini i in. 2015). W aspekcie 

ochrony środowiska i zdrowia publicznego przedostawanie się do ekosystemów wodnych opornych na 

antybiotyki bakterii ze źródeł antropogenicznych stanowi potencjalne zagrożenie propagacją genów 

oporności i przenoszenia ich na inne mikroorganizmy, w tym również saprofityczne. Stwarza to ryzyko 
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powstania zupełnie nowych, opornych szczepów trudnych do zdiagnozowania (Carlet i in. 2012, Gie-

bułtowicz i in. 2018, Tacconelli 2009, Wellington i in. 2013). Szczególnie interesującą grupą pod tym 

względem są enterokoki, które szybko ewoluują i rozprzestrzeniają się w środowiskach. Są to Gram-

dodatnie, nieprzetrwalnikujące, organizmy znane też jako bakterie kwasu mlekowego. Głównie jako 

komensale występują w dużych ilościach w przewodach pokarmowych ludzi i zwierząt nie powodując 

żadnych infekcji (De Graef i in. 2003, de Vaux i in. 1998, Koort i in. 2004, Law-Brown i Meyers 2003, 

Švec i in. 2005). W związku z tym na całym świecie wykorzystywane są jako bakterie wskaźnikowe 

zanieczyszczenia kałowego (FIB) (Boehm i Soller 2011, USEPA 1986, 2004, Wade i in. 2003, Wade  

i in. 2006). Różne gatunki enterokoków dosyć powszechnie występują również w żywności (Fortina  

i in. 2004, Morandi i in. 2012, Tanasupawat i in. 2008), wodzie (Niemi i in. 2012, Sedláček i in. 2013, 

Sistek i in. 2012) glebie (Byappanahalli i Fujioka 2004, Goto i Yan 2011) i na roślinach (Rahkila i in. 

2011, Sukontasing i in. 2007, Švec i in. 2011). Niektóre enterokoki wykorzystywane są w przemyśle 

spożywczym i weterynaryjnym jako probiotyki i kultury starterowe (Boehm i Sassoubre 2014, Galli  

i in. 1992, Layton i in. 2010, Franz i in. 2011).  

Przez wiele lat uważano, że enterokoki są nieszkodliwe dla ludzi i nieważne z medycznego punktu 

widzenia. Niestety obecnie drobnoustroje te pokazują swoje „drugie oblicze”. W dobie narastającej le-

kooporności zaliczane są do najczęstszych szpitalnych patogenów alarmowych zarówno w Europie jak 

i na świecie (Talaga-Ćwiertnia i Bulanda 2018a b, O’Driscoll i Crank 2015, Żabicka 2018). Raporty na 

ten temat są szczegółowo przedstawione w biuletynach Narodowego Programu Ochrony Antybiotyków 

(NPOA) i w Europejskim Centrum ds. Zapobiegania i Kontroli Chorób (ECDC, ang. European Centre 

for Disease Control and Prevention). Największą uwagę zwraca się na dwa najważniejsze pod względem 

epidemiologicznym gatunki E. faecalis i E. faecium. Mniejsze znaczenie w zakażeniach szpitalnych 

mają E. avium, E. casseliflavus, E. durans, E. gallinarum i E. raffinosus (Guzman i in. 2016, Jackson  

i in. 2004). Od połowy lat dziewięćdziesiątych bakterie E. faecalis stanowiły 90-95% izolatów klinicz-

nych, a zakażenie E. faecium było rzadkie (5-15%) (Huycke i in. 1998). Od tamtej pory odsetek izolatów 

E. faecium systematycznie rośnie, głównie ze względu na rozprzestrzenianie się antybiotykoodporności. 

Gatunek ten jest obecnie zaliczany do najgroźniejszych patogenów wielolekoopornych, określanych 

akronimem ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acineto-

bacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp.), grupy bakterii odpowiedzialnych za 

zakażenia związane z opieką medyczną (Boucher 2009, Talaga-Ćwiertnia i Bulanda 2018 a, b). Do naj-

częstszych zakażeń wywoływanych przez enterokoki należą infekcje dróg moczowych, zapalenie wsier-

dzia, zakażenia noworodków, infekcje ośrodkowego układu nerwowego, infekcje brzucha i miednicy 

oraz ogólne zakażenia pooperacyjne (Moellering 1992, Morrison i in. 1997, Murray 1990). Szczególnie 

istotna jest wewnętrzna oporność niektórych gatunków tych bakterii na aminoglikozydy i cefalospo-

ryny, naturalna oporność na niskie stężenia antybiotyków glikopeptydowych (fenotyp oporności vanC 

u E. gallinarum i E. casseliflavus/flavescens) lub nabyta oporność na wiele innych antybiotyków  
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a zwłaszcza na wankomycynę (VRE – z ang. vancomycin resistant enterococci) (Talaga-Ćwiertnia  

i Bulanda 2018 a, b, Tendolkar i in. 2003).  

Do tej pory określono osiem fenotypów oporności na glikopeptydy (VanA, VanB, VanC, VanD, VanE, 

VanG, VanL i VanM) w zależności od poziomu oporności na wankomycynę i tejkoplaninę. Najczęściej 

występujące fetnotypy vanA i van B opisano głównie u E. faecalis i E. faecium, natomiast fenotyp vanC 

u E. casseliflavus i E. gallinarum (Murray 1998, Przybylski 2007b). Poza tym enterokoki mogą mieć 

różne geny, warunkujące ich wirulencję (Kafil i in. 2012, Przybylski 2007a). Najważniejsze czynniki 

wirulencji u tych bakterii są kodowane przez geny: cylA (koduje cytolizynę, mającą zdolność do lizy 

wielu komórek zarówno prokariotycznych i eukariotycznych), hyl (koduje hialuronidazę, która odgrywa 

rolę w zwiększaniu inwazyjności bakterii), ace (koduje białko wiążące kolagen i biorące udział w połą-

czeniu bakterii z białkiem gospodarza), efaA (kodujący białko związane z zapaleniem wsierdzia), gel E 

(koduje metaloendopeptydazę cynku, która ma zdolność do hydrolizy żelatyny, kazeiny i hemoglobiny), 

as (koduje substancję agregującą (AS), czyli białko pośredniczące w wiązaniu z nabłonkiem gospoda-

rza), esp (koduje białko powierzchniowe enterokoków (ESP), które bierze udział w tworzeniu biofilmu 

i jest związane z kolonizacją i utrzymywaniem w układzie moczowym) oraz cob, cpd i ccf (kodują 

feromony płciowe biorące udział w przenoszeniu genów oporności na antybiotyki) (Comerlato i in. 

2013, Prażmo i in. 2016, Przybylski 2007a). Rozprzestrzeniane się zjadliwych i lekopornych enteroko-

ków w środowisku jest alarmujące. W Polsce w roku 2012 liczba izolatów E. faecalis VRE wynosiła 

8,3%, a w 2016 roku już 26,2% (Rys.1).  

 

Rys.1. Enterococcus faecium: odsetek izolatów z zakażeń inwazyjnych opornych na wankomycynę w krajach 
Unii Europejskiej (UE) i Europejskiego Obszaru Gospodarczego (EOG) w latach 2012 i 2016 (opraco-

wanie własne na podst. interaktywnej bazy danych ECDC Surveillance Atlas of Infectious Diseases 

(http://atlas.ecdc.europa.eu/public/) 

W przeciągu pięciu lat stwierdzono ponad trzykrotny wzrost liczebności tych drobnoustrojów. 

Liczba izolatów opornych na wankomycynę rośnie w całej Europie, niestety nasz kraj pod tym wzglę-

dem jest w czołówce z dwukrotnie wyższym odsetkiem szczepów VRE niż średnia dla krajów EU/EOG 

(europejski obszar gospodarczy) wynoszącym 14,9%.Coraz częściej podkreślana jest też możliwośćwy-

stępowania i rozprzestrzeniania się wielolekoopornych i wirulentnych enterokoków w różnych 



13 

  Przegląd literatury 

 

 

środowiskach przyrodniczych (Ferguson i in. 2016, Lata i in. 2016, Sadowy i Łuczkiewicz 2014, Servais 

i in. 2007, Talaga-Ćwiertnia i Bulanda 2018 a, b). Pojawienie się szczepów patogennych tych drobnou-

strojów poza placówkami medycznymi możliwe jest ze względu na wyjątkowo plastyczny genom tych 

bakterii. Enterokoki poprzez łatwą wymianę genów umiejscowionych na mobilnych elementach gene-

tycznych (m. in. transpozony, plazmidy) łatwo nabywają, kumulują ale też przekazują innym bakteriom 

oporność na środki przeciwdrobnoustrojowe. Mechanizmy i źródła rozprzestrzeniania się tych drobno-

ustrojów nie są do końca wyjaśnione. Za główną przyczynę występowania wielolekoopornych entero-

koków i innych ARB w środowisku uważa sie stosowanie antybiotyków jako dodatków paszowych. 

Szczególnie istotne dla ekspansji szczepów VRE było stosowanie awoparcyny w produkcji zwierzęcej. 

We wszystkich ośmiu krajach Unii Europejskiej (Belgia, Dania, Finlandia, Francja, Niemcy, Wielka 

Brytania, Holandia i Norwegia), gdzie stosowano ten antybiotyk jako dodatek paszowy, izolowano 

szczepy enterokoków opornych na wankomycynę od zwierząt gospodarskich (Przybylski 2007b). UE 

zakazała stosowania awoparcyny jako dodatku do pasz w 1997 r., a pozostałych antybiotyków w 1999 

r. Pomimo tego liczba szczepów VRE izolowanych na całym świecie nadal rośnie (Kühn i in. 2005). 

Paradoksem jest to, że szczepy te rozprzestrzeniają się w różnych środowiskach (woda, zwierzęta, żyw-

ność, ludzie, szpitale) w krajach gdzie stosowano awoparcynę jedynie przez rok w 1975 (Szwecja) lub 

nie stosowano jej nigdy (Stany Zjednoczone) (Przybylski 2007a, Nilsson 2012). Szczepy wielolekoo-

porne w tym VRE mogą się rozprzestrzeniać w wyniku kontaktu z zarażonymi zwierzętami podczas 

prac gospodarskich, za pośrednictwem żywności pochodzenia zwierzęcego, czy spływów z obszarów 

rolniczych nawożonych obornikiem lub gnojowicą (Bartley 2001, Nowakiewicz i in. 2014, Talebi i in. 

2015, Torres i in. 2018). Istnieją również doniesienia o izolacji opornych na wankomycynę bakterii 

wśród dzikich zwierząt leśnych (Lozano i in. 2016, Mallon i in. 2002, Nowakiewicz i in. 2014). Duża 

pula szczepów VRE i innych antybiotykoopornych bakterii (ARB z ang. - antibiotic resistant bacteria) 

i genów oporności na antybiotyki (ARGs z ang. - antibiotic resistance genes) występuje w ściekach 

szpitalnych, komunalnych czy odzwierzęcych. Wraz ze zrzutem tego typu zanieczyszczeń lekooporne 

bakterie przedostają się głównie do płynących wód powierzchniowych. (Iweriebor i in. 2015, Korze-

niewska i Harnisz 2018, Lekunberri i in. 2017, Łuczkiewicz i in. 2011, Niestępski i in. 2019, Osińska i 

in. 2017, Ziembińska–Buczyńska 2015, Varela i in. 2013). Mikrobiologiczne zanieczyszczenia prze-

mieszczają się wzdłuż kontinuum rzecznego, gdzie może zachodzić transfer genów oporności do zasie-

dlających te środowisko bakterii natywnych. Wody wówczas stają się potencjalnym rezerwuarem ARB 

i ARGs, które stanowią poważne zagrożenie sanitarno-epidemiologiczne dla użytkowników korzysta-

jących z dobrodziejstwa tych ekosystemów. Warto również spojrzeć na zagadnienie nie tylko z własnej 

antropocentrycznej perspektywy ale ze świadomością, że każde naruszenie homeostazy środowiska 

przyrodniczego powoduje jego nieodwracalne zmiany. Rozpoznanie głównych źródeł zanieczyszczeń 

mikrobiologicznych i fizyko-chemicznych w ekosystemach lotycznych powinno więc być prioryteto-

wym działaniem, które pozwoli na podjęcie odpowiednich kroków prewencyjnych w celu ochrony tych 

środowisk. 
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3. Cel i zakres badań 

Głównym celem naukowym niniejszej pracy było określenie wpływu źródeł środowiskowych i an-

tropogenicznych na mikrobiologiczną jakość wód rzeki Łyny, ze szczególnym uwzględnieniem wystę-

powania antybiotykoopornych i wirulentnych enterokoków. 

W ramach pracy postawiono następujące hipotezy badawcze, których wyjaśnienie stało się celem 

przeprowadzonych badań: 

1) sposób użytkowania zlewni wpływa na kształtowanie ilościowe i jakościowe populacji drobno-

ustrojów w wodzie rzeki płynącej przez obszary leśne, rolne i zurbanizowane, 

2) wybrane wskaźniki mikrobiologiczne są czułym bioindykatorem zanieczyszczeń wód rzeki 

Łyny płynącej przez obszary o różnym sposobie użytkowania zlewni, 

3) ścieki szpitalne, nieoczyszczone i oczyszczone są głównym źródłem zanieczyszczeń mikrobio-

logicznych, a szczególnie antybiotykoopornych i wirulentnych enterokoków, przedostających 

się do wód płynących stanowiących ich odbiorniki. 

Do zrealizowania głównego celu badań wyznaczono następujące szczegółowe cele badawcze: 

· przeprowadzenie długoterminowej ilościowej i jakościowej analizy mikrobiologicznej wód 

rzeki w zależności od miejsc poboru próbek (z uwzględnieniem potencjalnych źródeł zanie-

czyszczeń), sezonu badań i wpływu czynników fizyko-chemicznych; 

· zastosowanie wskaźników sanitarnych do porównania mikrobiologicznej jakości wód płyną-

cych przez tereny leśne, rolne i zurbanizowane; 

· identyfikację i oznaczenie składu gatunkowego enterokoków oraz analizę ich profili antybioty-

kooporności i czynników wirulencji w wodach rzeki Łyny, a także w odprowadzanych do niej 

miejskich ściekach komunalnych; 

· określenie ładunku zanieczyszczeń mikrobiologicznych wnoszonych do rzeki wraz z oczysz-

czonymi ściekami i porównanie rodzaju ścieków w aspekcie ich zanieczyszczeń bakteriologicz-

nych; 

· określenie przeżywalności: in situ ogólnej liczby bakterii w wodzie rzeki Łyny w różnych se-

zonach badawczych oraz ex situ lekoopornego i wirulentnego Entererococcus faecalis w róż-

nych warunkach temperaturowych i troficznych. 
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4. Teren i metodyka badań 

4.1. Charakterystyka terenu badań  

Badania mikrobiologiczne prowadzono w latach od 2009 do 2010. Do badań wytypowano ścieki 

szpitalne i komunalne wytwarzane na terenie miasta Olsztyna i odprowadzane do rzeki Łyny, natomiast 

w latach 2011-12 i 2015 badania rozszerzono włączając system rzeki Łyny od jej źródeł do granicy  

z Rosją. W badaniach założono, że pula i rodzaj zanieczyszczeń mikrobiologicznych zależy od czynni-

ków środowiskowych i antropogenicznych. Charakter rzeki Łyny i sposób zagospodarowania jej zlewni, 

gdzie można wyróżnić objęte ochroną obszary leśne oraz tereny użytkowane rolniczo  

i zurbanizowane, pozwolił na przeprowadzenie wszechstronnej oceny tego ekosystemu w odniesieniu 

do zanieczyszczeń bakteriologicznych a tym samym określić ich dominujące źródła. 

Rzeka Łyna 

Łyna płynie przez obszar północno-wschodniej Polski jako najdłuższa rzeka regionu Warmii  

i Mazur (Rys. 2). Jej całkowita długość wynosi 263,7 km, powierzchnia dorzecza zajmuje obszar 7126 

km2, głębokość wynosi 1,5-2,5m, szerokość natomiast od 5 do kilkunastu metrów w górnym biegu. 

Łyna jest dopływem rzeki Pregoły, która wpada do Zalewu Wiślanego w Obwodzie Kaliningradzkim w 

Rosji. W granicach kraju znajduje się około 200 km długości i 5700 km2 powierzchni zlewni. Jest to 

typowa rzeka pojezierna, która płynie leniwie, ale też silnie meandruje i posiada strefy przełomu, gdzie 

przypomina górski strumień. Dno rzeki jest przeważnie piaszczyste lub ilaste, żwirowe, rzadko gliniaste. 

Źródła rzeki znajdują się na wysokości 153 m n.p.m. na terenie pokrytego lasem mieszanym krajobra-

zowo-geomorfologicznego rezerwatu przyrody „Źródła Rzeki Łyny”. Rezerwat powstał w celu zacho-

wania obszaru źródliskowego Łyny i bardzo rzadkiego zjawiska na niżu tak zwanej erozji wstecznej.  

W górnym biegu rzeka charakteryzuje się wybitnymi walorami przyrodniczymi, gdzie działalność czło-

wieka jest ograniczona. Płynie przez rezerwat przyrody Las Warmiński o powierzchni 1656 ha, który 

wchodzi w skład dwóch obszarów Natura 2000. Są to obszary specjalnej ochrony ptaków i siedlisk 

(Puszcza i Ostoja Napiwodzko-Ramucka). Występują tu ciekawe gatunki zwierząt (wydra europejska, 

łasica, borsuk, jeleń europejski, wilk, bielik, rybołów, kania czarna i in.) oraz różne, podlegające ochro-

nie rośliny. Na ponad trzech czwartych swej długości Łyna przepływa przez obszar Pojezierza Olsztyń-

skiego, gdzie przecina szereg jezior rynnowych. Ponadto znajduje się ona w obszarze Chronionego Kra-

jobrazu "Dolina Środkowej Łyny". W dolnym biegu Łyna przepływa w kierunku granicy państwa przez 

teren Równiny Sępopolskiej włączonej w obszar Natura 2000 „Ostoja Warmińska”. Przeciętny prze-

pływ roczny rzeki szacuje się na około 14,45 m3s-1. Wiosną na skutek opadów i topnienia śniegu prze-

pływy są największe (62,8 m3s-1), latem przy niskiej wodzie znacznie niższe (13,3 m3s-1). W okresie 

prowadzonych badań (zima 2011 - jesień 2012) w Sępopolu przy granicy Polski i Rosji zarejestrowany 

przepływ był prawie dwukrotnie wyższy od średniego i wynosił 23,4 m3s-1. Wpływ na taki stan wód 

mogły mieć opady, które według Instytutu Meteorologii i Gospodarki Wodnej w Polsce (IMGW) w 
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2012 roku przekraczały wieloletnią średnią (Glińska-Lewczuk i Burandt 2011, Kalinowski i in. 2012, 

Glińska -Lewczuk i in. 2016). Stan wód rzeki Łyny pod względem ekologicznym i chemicznym okre-

ślany był przeważnie jako umiarkowany lub zły. Często też nie były spełnione wymogi dla obszarów 

chronionych, o czym raportuje WIOŚ w Olsztynie (za lata 2012-2015). Na jakość wód Łyny wpływa 

wiele zanieczyszczeń środowiskowych i antropogenicznych, których źródła zlokalizowane są w zlewni 

rzeki. Łyna przepływa przez obszary zalesione, użytkowane rolniczo i zurbanizowane. W południowej 

i środkowej części zlewni Łyny dominują lasy, które zajmują 68% jej obszaru, natomiast w północnej 

przeważają grunty orne. Tereny rolnicze łącznie z łąkami i pastwiskami stanowią 53% powierzchni całej 

zlewni rzeki (Kalinowski 2011). Ponadto rzeka płynie przez tereny zurbanizowane (liczne wsie i 5 

miast) w tym stolicę województwa warmińsko-mazurskiego Olsztyn o liczbie mieszkańców wynoszącej 

175 tysięcy. Całkowita powierzchnia miejska obejmuje 122,74 km2, co stanowi 2,15% jej zlewni.  

Z terenów miejskich do rzeki odprowadzane są ścieki po mechaniczno-biologicznym oczyszczaniu  

z oczyszczalni w Olsztynie, Bartoszycach, Lidzbarku Warmińskim, Dobrym Mieście, Stawigudzie  

i Sępopolu (Informacja o korzystaniu ze środowiska za 2011 r., Raport o stanie środowiska wojewódz-

twa warmińsko-mazurskiego w 2012 i 2015 r.). Oczyszczone ścieki charakteryzują się wysokim stop-

niem usunięcia zanieczyszczeń mikrobiologicznych (97 - 99%) pomimo tego mogą stanowić zagrożenie 

sanitarno-epidemiologiczne dla wód Łyny. Rozpoznanie największych źródeł zanieczyszczeń i możli-

wości ich rozprzestrzeniania wzdłuż biegu rzeki jest szczególnie ważne ze względu na fakt, że pełni ona 

istotne funkcje gospodarcze, turystyczne i ekologiczne dla całego regionu Warmii i Mazur. 

Miejska oczyszczalnia ścieków „Łyna” w Olsztynie 

W celu określenia, jaki wpływ, na jakość mikrobiologiczną wód rzeki Łyny mają punktowe zrzuty 

zanieczyszczeń prowadzono badania ścieków oczyszczanych w miejskiej oczyszczalni „Łyna” w Olsz-

tynie. Miejska mechaniczno-biologiczna oczyszczalnia zlokalizowana jest w północnej części miasta 

przy ulicy Leśnej (N53º81'45.91", E20º45'33.35") w bezpośrednim sąsiedztwie rzeki Łyny. Obiekt zaj-

muje powierzchnię wynoszącą 22 ha i jest oddalony 4 km od centrum miasta. Doprowadzane ścieki 

oczyszczane są za pomocą metod mechaniczno-biologicznych z wykorzystaniem osadu czynnego  

i wspomagania chemicznego PIX. Proces mechaniczny stanowi oczyszczanie wstępne (cedzenie na kra-

tach, sedymentacja zawiesin mineralnych w piaskownikach i organicznych w osadnikach wstępnych). 

Podczyszczone ścieki trafiają do części biologicznej gdzie w procesie nitryfikacji, denitryfikacji i de-

fosfatacji usuwany jest z nich azot, fosfor i węgiel. Następnie kierowane są do 3 osadników wtórnych 

w celu oddzielenia osadu. Oczyszczone ścieki odprowadzane są bezpośrednio do rzeki Łyny. Ponad 

95% (wg danych US w Olsztynie) ludności miasta korzysta z sieci kanalizacyjnych, pozostałe gospo-

darstwa domowe posiadają szamba lub przydomowe oczyszczalnie ścieków. Oczyszczalnia może przy-

jąć maksymalnie 72 tys. m3 ścieków na dobę. Średnio dopływa do niej 32 tys. m3 nieoczyszczonych 

ścieków na dobę. Poza ściekami z gospodarstw domowych do oczyszczalni dopływają też nieoczysz-

czone ścieki z trzech szpitali zlokalizowanych na terenie miasta Olsztyn. Ścieki te stanowią przeważnie 
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mniej niż 2% w całej puli nieoczyszczonych ścieków komunalnych (odpowiednio 54, 328, i 49 m3 

dziennie ze szpitali SZ1, SZ2 i SZ3), (Korzeniewska i in. 2013). W badanym okresie ilość ścieków 

oczyszczonych odprowadzonych do odbiornika wyniosła około 13 500 tys. m3/rok. Ścieki szpitalne 

niosą ze sobą duży ładunek drobnoustrojów patogennych o wysokim wskaźniku antybiotykooporności 

i wirulencji, które mimo procesów oczyszczania mogą przedostawać się do wód Łyny. Biorąc to pod 

uwagę przebadano ścieki szpitalne bezpośrednio w miejscu ich powstawania tj. na odpływie z terenu 

szpitali. 

Szpitale w mieście Olsztyn 

Badano nieoczyszczone ścieki szpitalne wytwarzane przez trzy szpitale zlokalizowane na terenie 

miasta Olsztyn. Szpitale te nie posiadają własnych oczyszczalni ścieków jak też różnią się zakresem  

i charakterem świadczonych usług medycznych oraz wielkością. 

Szpital pierwszy (SZ1) to najstarsza i działająca nieprzerwanie od 150 lat placówka medyczna w 

stolicy Warmii i Mazur. Szpital ma 14 oddziałów, na których znajduje się 321 łóżek. W skład szpitala 

wchodzi również 14 poradni specjalistycznych. W ciągu roku w szpitalu jest hospitalizowanych około 

18500 pacjentów. Wytwarzane ścieki pochodzą z laboratoriów szpitalnych, jednostek wewnętrznych  

i oddziałów w tym z chirurgii, kardiologii, urologii, ginekologii, okulistyki, neonatologii dziecięcej, 

kardiologii, anestezjologii, intensywnej terapii, dermatologii i otolaryngologii. Szpital drugi (SZ2), to 

największa placówka opieki zdrowotnej w województwie warmińsko‒mazurskim, zlokalizowana w 

centralnej części Olsztyna (53°46′12″N, 20°29′31″E) To wysokospecjalistyczna, wieloprofilowa i kon-

sultacyjna jednostka w rejonie północno ɠ wschodniej Polski. Działalność szpitala polega na świadcze-

niu różnych specjalistycznych, ambulatoryjnych i stacjonarnych usług zdrowotnych. W szpitalu tym 

hospitalizowanych jest około 20000 pacjentów rocznie i udzielanych jest ponad 70 000 konsultacji me-

dycznych. Szpital trzeci (SZ3) położony jest na terenie lasu miejskiego. W skład tej jednostki wchodzi 

7 oddziałów i 5 poradni. Zajmuje się głównie leczeniem chorób płuc takich jak: astma, zapalenie płuc, 

sarkoidoza, bezdech senny, nowotwory płuc oraz różne atopowe i śródmiąższowe zapalenia tego or-

ganu. Szpital posiada 215 łóżek i leczy około 7900 pacjentów rocznie (Korzeniewska i in. 2013, www1, 

www2, www3). 

4.1.1. Lokalizacja i charakterystyka stanowisk badawczych 

Badania mikrobiologiczne i chemiczne prowadzono na ponad 190 kilometrowym odcinku rzeki 

Łyny płynącej przez północno-wschodnie tereny Polski. Próbki wód pobierano w nurcie rzeki z 15 sta-

nowisk badawczych wyznaczonych wzdłuż jej biegu od źródeł do granicy z Rosją. Schemat rozmiesz-

czenia stanowisk na rzece Łynie przedstawiono na (Rys. 2). Szczegółowa charakterystyka stanowisk 

została podana w (Tab. 1). 
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Rys. 2. Schemat lokalizacji stanowisk badawczych na rzece Łynie od źródeł do granicy z Rosją 

(L – obszary leśne, R – obszary rolne, Z – obszary zurbanizowane)  

Tab. 1. Charakterystyka stanowisk badawczych wyznaczonych na rzece Łynie  

Symbol Stanowiska 
Bieg rzeki 

(km) 

Powierzchnia 

zlewni (km2) 

Przepływ średni 
rzeki (m3s‒1) 

Populacja 

mieszkańców 

1 L Żródła Łyny 263.1 5.8 0,1 50 

2 L Kurki  252.8 358.6 2,2 100 

3 L Ustrych  238.0 437.4 2,8 50 

4 L Ruś 226.7 474.4 3,2 400 

5 R Posorty 218.7 567.7 3,7 1200 

6 Z Olsztyn centrum 213.5 578.6 4,1 175 000 

7 Z Olsztyn - za oczyszczalnią ścieków 
(31500 m3 24h-1)* 

212.5 1785.1 8,9  

8 Z Redykajny 212.3 1790.1 ‒  

9 R Przed Dobrym Miastem  173.9 2034.9 13,9 450 

10 Z Poniżej Dobrego Miasta  
(1600 m3 24h-1)* 

167.3 2056.8 13,8 16200 

11 Z LidzbarkWarmiński  127.9 2426.1 15,9 600 

12 Z Poniżej Lidzbarka Warmińskiego 
(4400 m3 24h-1)* 

125.3 2449.3 20,5 16600 

13 Z Bartoszyce (3400 m3 24h-1)* 94.3 3169.6 21,6 24719 

14 R Sępopol, (4200 m3 24h-1)  72.1 3606.1 22,8  

15 R Stopki - łąki, grunty orne  60.9 5314.9 23,4 6689 
* Źródło: opracowane na podstawie Gotkowska-Płachta i in. 2016, Glińska-Lewczuk i in. 2016, Raport o stanie środowiska województwa 
warmińsko-mazurskiego w 2012 i 2015 r. Ilość ścieków oczyszczonych (m324h-1) odprowadzanych do wód rzeki Łyny  
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Stanowiska podzielono na trzy grupy zgodnie z dominującym charakterem użytkowania obszaru 

zlewni, przez który przepływa rzeka: 

a) obszary zalesione (L) występują głównie w południowej części zlewni rzeki, pokrywając ponad 

50% dorzecza górnej Łyny. Na terenach tych zaznacza się przewaga lasów liściastych i miesza-

nych, występuje rzadka zabudowa wiejska i nieużytki. Gleba jest przepuszczalna i uboga w skład-

niki pokarmowe oraz próchnicę. Na rzece płynącej przez tereny zalesione wyznaczono cztery 

stanowiska (1L, 2L, 3L, 4L) zlokalizowane na obszarach rezerwatów „Źródła rzeki Łyny” i „ Las 

Warmiński”. 

 

Rys. 3. Rzeka Łyna płynąca przez obszary zalesione (źródło: www.google.pl/maps) 

b) obszary użytkowane rolniczo (R) występują głównie w północnej (dolnej) części zlewni rzeki 

Łyny. Przeważają tu gliny lekkie, piaski, żwiry i iły, a obszary te są wykorzystywane jako 

grunty orne, pastwiska, sady i łąki. Na rzece płynącej przez te obszary wyznaczono stanowiska 

5R, 9R, 14R, 15R. 

 

Rys. 4. Rzeka Łyna płynąca przez obszary użytkowane rolniczo (źródło : www.google.pl/maps) 
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c) obszary zurbanizowane (Z) są rozmieszczone nierównomiernie wzdłuż biegu rzeki Łyny  

i zajmują 11% jej zlewni. Największe miasta na trasie rzeki to: Olsztyn, Dobre Miasto, Lidz-

bark Warmiński, Bartoszyce i Sępopol. Miasta te zajmują obszar 122,74 km2 powierzchni, co 

stanowi 2,15% zlewni rzeki w obrębie granic Polski. Każde miasto posiada mechaniczno-bio-

logiczną oczyszczalnię, z której oczyszczone ścieki odprowadzane są bezpośrednio do Łyny. 

Siedem stanowisk badawczych (6Z, 7Z, 8Z, 10Z, 11Z, 12Z, 13Z) wyznaczono w obszarze 

miast i kilkaset metrów od zrzutu ścieków oczyszczonych do wód rzeki Łyny. 

 

Rys. 5. Rzeka Łyna płynąca przez obszary zurbanizowane (źródło : www.google.pl/maps) 

A)  B)  C)  

 
Rys. 6. A) Źródła rzeki Łyny, B) Rzeka Łyna płynąca przez obszary rolne i C) Rzeka Łyna płynąca 

przez obszary zurbanizowanie (fot. A. Gotkowska-Płachta) 

Ponadto w celu określenia, czy powstające na terenie aglomeracji miejskiej ścieki komunalne mogą 

być emitorem do wód rzeki Łyny antybiotykoopornych i patogennych mikroorganizmów (ze szczegól-

nym uwzględnieniem obecności wankomycynoopornych enterokoków - VRE), badano próbki: 

A) ścieków dopływających do miejskiej oczyszczalni ścieków „Łyna” w Olsztynie (SN),  
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B) ścieków oczyszczonych odprowadzanych z oczyszczalni ścieków w Olsztynie bezpośrednio do 

wód rzeki Łyny (SO), 

C) ścieków nieoczyszczonych z trzech szpitali miejskich zlokalizowanych na terenie miasta Olsztyn 

(SSZ). 

A)     B)  

Rys. 7. Ścieki oczyszczone odprowadzane z miejskiej oczyszczalni „Łyna” w Olsztynie do wód rzeki 
Łyny, A) kolektor odprowadzający ścieki, B) bezpośredni wpływ ścieków do Łyny  
(Fot. A. Gotkowska-Płachta) 

4.1.2. Pobór próbek wody rzeki Łyny i ścieków do badań 

Pobór i badania próbek wody rzeki Łyny i ścieków komunalnych prowadzono od 2009 do 2015 roku. 

Próbki wody pobierano z 15 stanowisk od zimy 2011 do jesieni 2012 roku dwukrotnie w każdym z 4 

sezonów badawczych (zima, wiosna, lato, jesień) oraz kontrolnie jesienią 2015 roku. Woda pobierana 

była ze środka koryta rzeki zgodnie z wytycznymi zawartymi w Polskich Normach PN-ISO 5667-

6:2003, (zastąpiona PN-EN ISO 5667-6:2016-12) i PN-EN ISO 19458:2007. 

Próbki ścieków nieoczyszczonych odpływających z trzech szpitali (SSZ) pobierano siedmiokrotnie 

od wiosny 2009 do wiosny 2010 roku w okresie 12 miesięcy w odstępach 8 -tygodniowych. W całym 

cyklu prowadzonych badań (2009-2015) równolegle pobierano ścieki nieoczyszczone (SN) i oczysz-

czone (SO) z oczyszczalni ścieków „Łyna” w Olsztynie, zgodnie z PN-ISO 5667-10:1997. Ścieki ko-

munalne pobierano około 22 godzin po pobraniu ścieków szpitalnych, uwzględniając ich czas prze-

pływu zanim trafią do oczyszczalni ścieków. Próbki wody i ścieków pobierano do szklanych jałowych 

naczyń. W przypadku wód rzeki Łyny próbki wody pobierano w nurcie rzeki bezpośrednio z głębokości 

0,3 - 0,5 m pod powierzchnią wody. Przewożono je do laboratorium w pojemnikach termoizolacyjnych 

w temperaturze 4°C. Czas od momentu poboru próbek do wykonania ich analizy nie przekraczał 24h. 

Łącznie w całym badanym okresie pobrano 150 próbek wody rzeki Łyny (40 na terenach leśnych, 

40 na terenach użytkowanych rolniczo i 70 na terenach zurbanizowanych) oraz 55 próbek ścieków  

(17 próbek ścieków nieoczyszczonych, 17 próbek ścieków oczyszczonych i 21 próbek ścieków szpital-

nych). 
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4.2. Metodyka badań 

4.2.1. Oznaczenia fizykochemiczne  

Przeprowadzono następujące oznaczenia właściwości fizykochemicznych wody i ścieków komu-

nalnych (nieoczyszczonych i oczyszczonych): temperatury (ºC), odczynu (pH), chemicznego zapotrze-

bowania tlenu (mg ChZT l-1), stężenia rozpuszczonego tlenu w wodzie (DO) (mg O2 l-1), ogólnych sub-

stancji rozpuszczonych (mg TDS l-1), azotu amonowego (mg NNH4
+ l-1), azotu azotynowego (mg N NO2

- 

L-1), azotu azotanowego, (mg N NO3
- l-1), fosforu fosforanowego (mg P PO4

3- l-1), fosforu ogólnego (Pog), 

węgla organicznego (mg C l-1): w zawiesinie (POC), całkowitego (TOC) i rozpuszczonego (DOC). Do 

oznaczenia poszczególnych frakcji węgla wykorzystano technikę mikrofiltracji, przy użyciu filtru mem-

branowego ɠ 0,45 µm, (Sartorius Stedim Biotech GmbH) w połączeniu z metodą pomiaru węgla orga-

nicznego zastosowaną w analizatorze HACH IL 550 TOC-TN, gdzie związki organiczne mineralizo-

wane są do CO2 w temperaturze 800oC, w obecności czystego tlenu i katalizatora platynowego. Powstały 

CO2 oznaczany jest detektorem NDIR. Badanie te wykonano zgodnie z Polską Normą PN-EN 1484-

1999P. Oznaczenia prowadzono we współpracy z Katedrą Gospodarki Wodnej, Klimatologii i Kształ-

towania Środowiska Wydziału Kształtowania Środowiska i Rolnictwa oraz z Katedrą Inżynierii 

Ochrony Wód Wydziału Nauk o Środowisku. Oznaczenia fizykochemiczne: temperatury, pH, rozpusz-

czonego tlenu (mg O2 l-1) mierzono wieloparametrowym aparatem YSI 556 Multiprobe System (MPS) 

z dokładnością pomiaru: ± 0,1 °C, ± 0,01 pH, ± 0,01 mg O2. Pozostałe oznaczenia przeprowadzono 

zgodnie z metodyką podaną przez Hermanowicza i in. (1999). 

4.2.2. Analizy mikrobiologiczne 

Badania mikrobiologiczne prowadzone były metodami klasycznymi oraz molekularnymi. W bada-

niach molekularnych wykorzystano mikroskopię fluorescencyjną in situ FISH, barwienie materiału bio-

logicznego metodą DAPI (4',6-diamidyno-2-fenyloindol), barwienie fluorescencyjne LIVE/DEAD Bac-

LightTM jak również amplifikację metodą łańcuchowej reakcji polimerazy (PCR). 

Metody klasyczne 

W badaniach uwzględniono następujące oznaczenia: 

- liczby bakterii heterotroficznych mezofilnych (A37) na podłożu TSA (agar tryptozowo-sojowy TSA, 

Oxoid), w temp. 36 ± 2°C przez 48 h inkubacji; zgodnie z PN-EN ISO 6222:2004, 

- liczby bakterii heterotroficznych psychrofilnych (A22) na podłożu TSA (agar tryptozowo‒sojowy 

TSA, Oxoid), w temp. 22 ± 2°C przez 72 h inkubacji; zgodnie z PN-EN ISO 6222:2004, 

- liczby bakterii z rodziny Enterobacteriaceae (TC) na podłożu CCA (chromocult coliform agar, 

Merck) w temp. 36 ± 2°C po 24 h inkubacji, zgodnie z PNEN-ISO 9308-1:2004 (zastąpiona przez 

PN-EN ISO 9308-1:2014-12), 

- liczby bakterii z grupy coli typu fekalnego (FC) na podłożu mFC (Merck) w temp. 44 ±0,5ºC po 24h 

inkubacji. zgodnie z PN-EN ISO 9308‒1:2004 (zastąpiona przez PN-EN ISO 9308-1:2014-12) 
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- liczby paciorkowców kałowych (enterokoków - E) na podłożu SB (Slanetza i Bartleya, Merck) w 

temp. 36 ± 2°C po 48 h inkubacji oraz potwierdzającym podłożu z żółcią eskuliną i azydkiem sodo-

wym (Bile Aesculin Azide Agar, Merck) w temp. 44 ± 0,5ºC po 2h inkubacji, zgodnie z PN-EN ISO 

7899-2:2004, 

- liczby enterokoków opornych na niskie stężenia wankomycyny (EVAN) na podłożu SB (Slanetza  

i Bartleya, Merck) z dodatkiem 6 mg·l-1 wankomycyny w 36 ± 2°C po 48/72 h inkubacji.  

Po odpowiednim czasie inkubacji wyrosłe na płytkach (trzy powtórzenia dla każdej próbki) kolonie 

bakterii zliczano, a wszystkie uzyskane wyniki przeliczano na jednostki tworzące kolonie (jtk)  

w ml wody lub ścieków. W pracy podano wyniki w tej samej objętości (1ml) w celu ich bardziej łatwego 

porównania między sobą. Szczegółowe informacje dotyczące składu podłóż i metod pomiarów przed-

stawiono w pracach Gotkowska-Płachta i in. (2016) i Glińska-Lewczuk i in. (2016). 

Metody molekularne  

W celu określenia bioróżnorodności gatunkowej enterokoków, oraz ich procentowego udziału w 

ogólnej liczbie bakterii (OLB), w wodach rzeki Łyny i ściekach komunalnych zastosowano metodę 

fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) i barwienia przy pomocy 4',6'-diamidino-2-phenyloin- 

dolu (DAPI). Pierwszy etap przygotowania i utrwalenia pobranych próbek wody przeprowadzono we-

dług protokołu zaproponowanego przez Korzeniewską i Harnisz (2012) oraz Loy i in. (2007). Oznacze-

nie OLB i liczebności poszczególnych form morfologicznych bakterii w badanych próbkach metodą 

barwienia DAPI przeprowadzono zgodnie z metodyką przedstawioną przez Pernthaler i in. (2001) i opi-

sano szczegółowo w pracy Gotkowska-Płachta i in. (2016). W przypadku oznaczenia składu ilościo-

wego i jakościowego enterokoków proces hybrydyzacji przeprowadzono uwzględniając odpowiednie 

stężenie formamidu, czas oraz temperaturę hybrydyzacji w zależności od rodzaju gatunkowo specyficz-

nych sond dla oznaczanych gatunków. Po wstępnych analizach laboratoryjnych niektóre warunki hy-

brydyzacji modyfikowano dla uzyskania optymalnych wyników. Użyte sondy oligonukleotydowe wy-

brane do identyfikacji enterokoków oraz warunki hybrydyzacji podano w Tabeli 2. 

Tab. 2. Sondy oligonukleotydowe i warunki hybrydyzacji uwzględnione w badaniach 

Sondy Sekwencja (5'‒3')       Nazwa  Czas (h) i % FAa Pozycja  Literatura 

      Lab158  GGTATTAGCA(C:T)CTGTTTCCA Lactobacillus 

/Enterococcus 

3/30 16S rRNA Harmsen i in. (1999) 

ENC38i CTCTACCTCCATCATTCT Enterococci 3/20 16S rRNA Frahm i in. (1998) 

ENC176 CA GTT CTC TGC GTC TAC CTC Enterococcus sppb. 1,5/30 23S rRNA Wellinghausen  
i in. (2007) 

ENF191 GAA AGC GCC TTT CAC TCT TAT GC Enterococcus faecalis 1,5/30 16S rRNA Wellinghausen  
i in. (2007) 

ENU140 TTC ACA CAA TCG TAA CAT CCT Enterococcus faecium 1,5/30 23S rRNA Wellinghausen  
i in. (2007) 

EGAC183 CAA CTT TCT TCC ATG CGG AAA AT Enterococcus galli-

narumc 

3/30 16S rRNA Wellinghausen  
i in. (2007) 

EUB338 GCT GCC TCC CGT AGG AGT Domena Eubacteria 1,5/35 16S rRNA Amann i in. (1990) 

NON338 ACT CCT ACG GGA GGC AGC  Kontrola negatywna 3/35 16S rRNA Wallner i in. (1993) 

a Czas hybrydyzacji i stężenie formamidu w buforze do hybrydyzacji (FA), b Również Carnobacterium spp. 
c Sonda charakterystyczna dla Enterococcus gallinarum, E. flavescens i E. casseliflavus (grupa VanC) 
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Do oznaczenia składu ilościowego i jakościowego enterokoków metodą FISH pobierano od 10 

do100 ml wody lub ścieków (analizowana objętość uwarunkowana była miejscem poboru próbki i za-

wartości zawiesiny). Próbki homogenizowano przez 2 x1,5 min przy 7000 rev/min (Silent Crusher, He-

idolph) i utrwalano paraformaldehydem (PFA, pH 7,4) do stężenia roztworu 4% (w końcowej objętości). 

Utrwalone próbki filtrowano przez poliwęglanowe filtry membranowe (0,2 µm, Millipore). W celu stra-

wienia Gram-dodatniej ściany komórkowej enterokoków wysuszone filtry inkubowano z lizozymem 

(Sigma–Aldrich) w stężeniu 1mg·ml-1 w 30°C przez15 minut (warunki ustalono eksperymentalnie). Re-

akcję zatrzymano przez dokładne płukanie filtra sterylną wodą destylowaną (Gescher i in. 2008). Hy-

brydyzację próbek utrwalonych na filtrach przeprowadzano przy użyciu znakowanych fluorochromami 

na 5' końcach sond oligonukleotydowych komplementarnych do konserwatywnego fragmentu 16S 

rRNA lub 23S rRNA typowego dla danego rodzaju bakterii. Wszystkie sondy były znakowane fluore-

scencyjnie za pomocą barwnika cyjaninowego CY3 (Oligo.pl -Serwis sekwencjonowania i syntezy 

DNA IBB PAN). Dodatkowo zastosowano sondę EUB338 dla określenia bakterii z domeny Eubacteria 

(Amann i in. 1990). Jako kontrolę niespecyficznego wiązania sond użyto negatywną sondę nonsen-

sowną NON338 (Amann i in. 1996). Po hybrydyzacji odpłukane filtry suszono i dobarwiano roztworem 

DAPI (0,1 ng·ml-1, 5 minut, temp. 20ºC (± 2ºC), w ciemności). Następnie przygotowywano preparaty 

mikroskopowe. W tym celu filtry mocowano do szkiełek podstawowych za pomocą oleju immersyjnego 

Citifluor (Agar Scientific, Essex, UK) oraz Vecta Shield (Vector Laboratories, Burlingame, CA). 

Skład jakościowy i liczebność enterokoków w przygotowanych preparatach oznaczano na pod-

stawie komputerowej analizy obrazu w mikroskopie epifluorescencyjnym BX51 (Olympus) z obiekty-

wem immersyjnym 100x, lampą UV, filtrami dla DAPI i CY3 oraz kamerą CCD (Olympus). Uzyskany 

obraz analizowano za pomocą programu komputerowego Cell F (Olympus). Dla każdej z badanych 

próbek i użytych sond (FISH) obliczono ponad 100 komórek bakterii.W przypadku badania DAPI  

z jednej próbki zliczano pomiędzy tysiącem a dziesięcioma tysiącami komórek. Wartości średnie i od-

chylenia standardowe obliczano z 20 losowo wybranych pól widzenia w każdym odcinku filtra i prze-

liczano zgodnie z równaniem (1):  

)20(

)20(

×

×
=

V

kN
E

                                                                                                (1) 

gdzie: 

E – liczba oznaczanych bakterii w 1 ml wody lub ścieków;  

N20 – liczba komórek bakterii w 20 polach widzenia obrazu mikroskopowego; 

k – iloraz powierzchni filtracyjnej do powierzchni pola zliczania obrazu mikroskopowego, 

V – objętość przefiltrowanej wody (ml). 
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Izolacja enterokoków z analizowanych próbek wody i ścieków 

Enterokoki w analizowanych próbkach wody i ścieków oznaczano metodą filtracji membranowej 

na podłożu Slanetza i Bartleya (SB) opracowanym dla paciorkowców kalowych (opis podłoża i warun-

ków hodowli podano w rozdziale 2.5). Użyto również podłoża SB, które wzbogacono wankomycyną w 

stężeniu 6 mg l-1 dla określenia enterokoków wankomycynoopornych w badanych próbkach wody.  

W celu uzyskania czystych izolatów do dalszych analiz z każdej badanej próbki wybierano do 10 repre-

zentatywnych, od jasno do ciemnoczerwonych lub kasztanowych kolonii wyrosłych na tych podłożach 

i przeszczepiano na agar z wyciągiem mózgowo-sercowym BHI (Brain heart infusion broth, Biocorp). 

Łącznie w całym okresie badawczym z wody i ścieków do dalszych oznaczeń przeszczepiono 1958 

kolonii bakterii. Czyste szczepy wyrosłe w 37oC przez 24-48h wstępnie identyfikowano do rodzaju En-

terococcus przy pomocy barwienia Grama, testu na katalazę, wzrostu w bulionie z dodatkiem 6,5% 

NaCL, oraz hydrolizy eskuliny do eskuletyny na podłożu z żółcią eskuliną i azydkiem sodowym (Bile 

Aesculin Azide Agar, Merck) (Facklam i Collins 1989). Do rodzaju Enterococcus zakwalifikowano 

wstępnie 1333 przebadane szczepy. Izolaty do dalszych analiz przechowywano na podłożu LB Millera 

(Merck) z 10% glicerolem w temperaturze − 80°C. 

Identyfikacja enterokoków na poziomie rodzaju i gatunku  

Przynależność szczepów do rodzaju Enterococcus określono przez wykrycie genu tuf, kodującego 

czynnik wydłużenia EF-Tu, którego sekwencja jest silnie zakonserwowana ewolucyjnie u tych bakterii 

oraz przy zastosowaniu starteru zaprojektowanego do wewnętrznego fragmentu (sodA int) genu sodA, 

kodującego dysmutazę manganową. Do identyfikacji gatunków wykorzystano amplifikację genów ddl 

kodujących ligazę D-alaninowo-D-alanylową (D-Ala-D-Ala). Startery specyficzne do fragmentu tego 

genu pozwoliły na identyfikację 2 typowych w zakażeniach ludzi i zwierząt gatunków Enterococcus 

faecalis i Enterococcus faecium. Ponadto określono przynależność szczepów do gatunków: E. durans, 

E. hirae, E. avium, E. gallinarum/E. casseliflavus. (Tab. 3). Kontrolę reakcji przeprowadzono równole-

gle z zastosowaniem szczepów referencyjnych E. faecalis ATCC 29212, E. faecium ATCC 19434,  

E. casseliflavus ATCC 49605; E. gallinarum ATCC700425, E. durans ATCC 6056, E. hirae ATCC 

8043. 
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Tab. 3. Sekwencje oligonukleotydów i rozmiary produktów starterów zastosowanych w identyfikacji 
enterokoków 

Nazwa Gen Sekwencja (5'-3') 
Długość produktu 

PCR 
Literatura 

Enterococcus tuf Ent1‒TACTGACAAACCATTCATGATG  

Ent2‒AACTTCGTCACCAACGCGAAC 

112 Ke i in. (1999) 

Enterococcus sodA Ent1‒TCA ACC GGG GAG GGT 

Ent2‒ATT ACT AGC GAT TCC GG 

733 Desay i in. (2000) 

E. faecalis ddl Eis1‒ATCAAGTACAGTTAGTCTTTATTAG 

Eis2‒ACGATTCAAAGCTAACTGAATCAGT 

941 Kariyama i in. (2000) 

E. faecium ddl Eum1‒TTGAGGCAGACCAGATTGACG  
Eum2‒TATGACAGCGACTCCGATTCC 

658 Cheng i in. (1997) 

E. durans ddl Edu1‒CCTACTGATATTAAGACAGCG  
Edu2‒TAATCCTAAGATAGGTGTTTG 

295 Jackson i in. (2004) 

E. hirae ddl Ehi1‒CTTTCTGATATGGATGCTGTC  
Ehi2‒TAAATTCTTCCTTAAATGTTG 

187 Jackson i in. (2004) 

E. avium ddl Eav1‒GCTGCGATTGAAAAATATCCG  
Eav2‒AAGCCAATGATCGGTGTTTTT 

368 Jackson i in. (2004) 

E. gallinarum vanC1 Egall1‒GGTATCAAGGAAACCTC 

Egall2‒CTTCCGCCATCATAGCT 

822 Dutka–Malen i in. 

(1995)  

E. casseliflavus vanC2/C3 Ecas1‒CGGGGAAGATGGCAGTAT 

Ecas2‒CGCAGGGACGGTGATTTT 

484 Kariyama i in. (2000) 

Kontrola  rrs(16S 

rRNA) 

Rrrs1‒GGATTAGATACCCTGGTAGTCC 

Rrrs2‒TCGTTGCGGGACTTAACCCAAC 

320 Van de Klundert i 

Vliegenthart (1993)  

 

Określanie wrażliwości enterokoków izolowanych z wody rzeki Łyny i ścieków komunal-

nych oraz szpitalnych na antybiotyki i chemioterapeutyki 

Wszystkie izolaty enterokoków zostały przetestowane pod względem wrażliwości na 11 antybio-

tyków i 2 chemioterapeutyki z zastosowaniem metody dyfuzyjno-krążkowej i użyciem krążków bibu-

łowych nasączonych antybiotykami firmy Oxoid (Baningstoke, Hampshire, England). Wybrano anty-

biotyki należące do 10 różnych grup powszechnie używanych w leczeniu zakażeń lub rolnictwie. Na tej 

podstawie zakwalifikowano badane szczepy do MDR - wielolekooporność (z ang. multidrug-resistance) 

i XDR – rozszerzona oporność (ang. extensively drug resistance). Wielolekooporność oznaczanych 

szczepów definiowano jako niewrażliwość na co najmniej jeden antybiotyk z co najmniej trzech grup 

leków przeciwbakteryjnych aktywnych wobec danego gatunku. Rozszerzoną oporność określano jako 

oporność na przynajmniej jeden antybiotyk we wszystkich z wyjątkiem dwóch grup antybiotyków, ak-

tywnych wobec danego gatunku (Żabicka i in. 2012, Magiorakos i in. 2012). Odpowiednie zawartości 

krążków bibułowych nasączonych środkami przeciwdrobnoustrojowymi z 10 różnych grup były nastę-

pujące: (1) Penicyliny: ampicilina (AMP - 2µg); (2) Karbapenemy: imipenem (IPM - 10 µg), (3) Ami-

noglikozydy: gentamycyna (GEN - 30 µg); streptomycyna (S – 300 µg); (4) Glikopeptydy: teikopla-

nina (TEC - 30 µg), wankomycyna (VAN - 5 µg); (5) Streptograminy: chinupristina/dalfopristina (QD 
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- 15 µg); (6) Glicylcykliny: tigeciklina (TGC - 15 µg); (7) Oksazolidynony: linezolid (LZD - 10µg); 

(8) Tetracykliny: doksycyclina (DO - 30µg); (9) Fluorochinolony: ciprofloksacyna (CIP 5 - 5µg), (10) 

Chemioterapeutyki: nitrofurantoina (NIT - 100 µg), trimetoprim (W5 - 5 µg). Badanie lekowrażliwości 

izolowanych szczepów przeprowadzono na podłożu Mueller‒Hintona (bioMerieux). Płytki Petriego  

z podłożem zaszczepiano wykalibrowanym (0,5 Mc Farlanda) inokulum czystej i całonocnej hodowli 

badanego szczepu, następnie nanoszono odpowiednie krążki nasączone antybiotykami za pomocą 6 ka-

nałowego dyspensera (Oxoid). Bakterie inkubowano w 37°C przez 16-18 h, dla wankomycyny przez 

pełne 24 h. Średnice stref zahamowania były zapisane w milimetrach, a wyniki interpretowane jako 

wrażliwe lub oporne. Szczep referencyjny Enterococcus faecalis ATCC 29212 zastosowano jako szczep 

kontrolny. Oceny wrażliwości dokonano zgodnie z wytycznymi Europejskiego Komitetu ds. Oznacza-

nia Lekowrażliwości EUCAST (2012) i Clinical and Laboratory Standards Institute CLSI (2012).  

Określenie minimalnego stężenia hamującego (MIC - minimum inhibitory concentration) 

szczepów enterokoków wobec antybiotyków glikopeptydowych 

Oporność na antybiotyki glikopeptydowe szczepów enterokoków określono na podstawie minimal-

nego stężenia hamującego MIC (od ang. minimum inhibitory concentration) wobec wankomycyny 

(VAN) i tejkoplaniny (TEC) metodą seryjnych rozcieńczeń na podłożu stałym BHI. Zgodnie z zalece-

niami Krajowego Ośrodka Referencyjnego ds. Lekowrażliwości Drobnoustrojów (KORLD 2009) wy-

znaczono stężenia antybiotyków charakterystycznych dla najczęściej występujących fenotypów opor-

ności u enterokoków. Agar BHI z dodatkiem wankomycyny (Sigma Aldrich) w podwójnym gradiencie 

stężeń od 4 do 1024 mg l-1 oraz tejkoplaniny (Sigma Aldrich) w stężeniach od 1 do 256 mg l-1 zaszcze-

piano świeżą 24h zawiesiną bakterii o gęstości odpowiadającej 0,5 McFarlanda. Posiane płytki Petriego 

inkubowano w temperaturze 37°C przez 24/48 godzin i oznaczano MIC. Jako kontrolę jakości stoso-

wano szczep referencyjny E. faecalis ATCC 29212 i E. faecalis ATCC 51299. Wartości graniczne MIC 

zdefiniowane jako najniższe stężenie badanego środka przeciwdrobnoustrojowego, które hamuje wi-

doczny wzrost organizmu oparto na kryteriach Europejskiego Komitetu ds. Oznaczania Lekowrażliwo-

ści EUCAST (2012) i Clinical and Laboratory Standards Institute CLSI (2012). 

Identyfikacja izolatów enterokoków oraz wykrywanie genów oporności na wankomycynę  

i czynników wirulencji metodą analizy reakcji łańcuchowej polimerazy (PCR) 

Po wstępnych testach biochemicznych do rodzaju Enterococcus wstępnie zakwalifikowano 1333 

szczepy wyizolowane z wody rzeki Łyny (955) i ścieków (378). Przynależność gatunkową oznaczanych 

szczepów, obecność genów oporności na wankomycynę i wirulencji przeprowadzono przy użyciu po-

jedynczych i multipleksowych reakcji PCR. Sekwencje starterów (zsyntetyzowanych w firmie Geno-

med), wielkość produktu oraz metodykę według, której przeprowadzano poszczególne reakcje podano 

w (Tab. 3).  
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Izolacja genomowego DNA enterokoków i ogólne warunki reakcji PCR 

Pojedynczą namnożoną 24 h kolonię bakterii zbierano z płytki agarowej (agar BHI) zawieszano w 

buforze Tris-EDTA, trawiono lizozymem (0,6 mg l-1) i ogrzewano w 95°C przez 10 minut (termoblok 

QBD2, Grant). Po odwirowaniu w 5000 obrotów przez 5 minut w 4°C, stężenie i jakość wyizolowanego 

DNA określano spektrofotometrycznie (Eppendorf BioSpectrometer® kinetic, Eppendorf). Jeśli jakość 

DNA była niewystarczająca izolowano je ponownie przy użyciu zestawu Genomic Mini AX Bacteria 

Mini (SPIN) (A&A Biotechnology), zgodnie z dołączonym protokołem. Genomowy DNA wyizolo-

wano w trzech powtórzeniach i przechowywano w temperaturze -20° C do dalszych analiz. Pojedyncze 

i multipleksowe reakcje łańcuchowej polimerazy (PCR -z ang. Polymerase Chain Reaction) przeprowa-

dzano w całkowitej objętości mieszaniny od 20-50 μl (w zależności od typu reakcji i oznaczanych cech 

bakterii). Mieszaniny reakcyjne zawierały: polimerazę Run DNA polymerase (polimeraza Taq),  

10x bufor reakcyjny (100 mM KCl, 100 mM (NH4)2SO4, 200 mM Tris-HCl (pH 8.5), 20 mM MgSO4, 

1% Triton X-100) (A&A Biotechnology), startery (Genomed, Warszawa), mieszaninę deoksynukleoty-

dów (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Sigma) oraz DNA bakterii i jałową wodę dejonizowaną do PCR. 

Reakcję PCR przeprowadzano w termocyklerze (Eppendorf, typ Mastercycler Family). Poszczególne 

fazy procesu amplifikacji (denaturacja, hybrydyzacja i elongacja) były dostosowane do danego typu 

reakcji (Tab. 1-3). Rozdział i wizualizację zamplifikowanych produktów reakcji przeprowadzono w 

1,5% żelu agarozowym wybarwionym bromkiem etydyny (1 mg l-1), (zestaw do elektroforezy Sub‒

Cell®GT Bio-Rad). Jako markera wielkości molekularnych wykorzystano DNA 100-1000pz i 142-

3794bp (A&A Biotechnology). Wizualizację prążków DNA wykonano w świetle ultrafioletowym, uży-

wając zestawu do archiwizacji żelów (Kucharczyk, typ DGelScan). W celu potwierdzenia tożsamości 

izolatów enterokoków -  losowo wybrane amplikony zostały zsekwencjonowane i zidentyfikowane w 

programie BLAST dostępnym na stronie internetowej Narodowego Centrum Informacji Biotechnolo-

gicznej: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST. 

Wykrywanie genów oporności na wankomycynę u szczepów z rodzaju Enterococcus 

W wyizolowanych szczepach zbadano obecność najczęściej występujących genów kodujących 

oporność na wankomycynę: vanA, vanB , vanC1 i vanC2/C3 przy użyciu multipleksowej reakcji PCR 

zgodnie z protokołem zaproponowanym przez Kariyama i in. (2000) (Tab. 4). 
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Tab. 4. Sekwencje oligonukleotydów i starterów zastosowanych w identyfikacji genów oporności na 
wankomycynę u enterokoków 

Nazwa Primery Sekwencja (5'-3') 
Długość 
produktu 

PCR  

Literatura 

Enterokoki 

oporne na 

wankomycynę 

vanA CATGAATAGAATAAAAGTTGCAATA 

CCCCTTTAACGCTAATACGATCAA 

1,030 Kariyama 

i in. (2000) 

vanB GTGACAAACCGGAGGCGAGGA 

CCGCCATCCTCCTGCAAAAAA 

433 

vanC1 GGTATCAAGGAAACCTC 

CTTCCGCCATCATAGCT 

822 

vanC2/C3 CGGGGAAGATGGCAGTAT 

CGCAGGGACGGTGATTTT 

484 

 

Określenie czynników wirulencji u szczepów z rodzaju Enterococcus 

Określono 10 najważniejszych genów czynników zjadliwości występujących u enterokoków: 

cylA – cytolizyna toksyna zwana też hemolizyną; hyl - enzym hialuronidaza; ace - białko powierzch-

niowe wiążące kolagen; EfaA – adhezyny ściany komórkowej; gelE – żelatynaza; as - substancja agre-

gująca esp - zewnątrzkomórkowe białko powierzchniowe oraz cpd, cob, ccf- feromony płciowe biorące 

udział w wymianie materiału genetycznego pomiędzy szczepami (Tab. 5). 

Tab. 5. Sekwencje oligonukleotydów i starterów zastosowanych w identyfikacji wirulencji 
enterokoków 

Nazwa Gen Sekwencja (5'‒3') 
Długość  

produktu 

PCR  

Literatura 

Toksyna cytolityczna cyl A Cyl1‒ACTCGGGGATTGATAGGC 

Cyl2‒GCTGCTAAAGCTGCGCTT 

688 Vankerckhoven  

i in. (2004) 

     Hialuronidaza hyl Hyl1‒ACAGAAGAGCTGCAGGAAATG 

Hyl2‒GACTGACGTCCAAGTTTCCAA 

276  

     Przyczepność (białko 
wiążące kolagen) 

ace Ace1‒AAAGTAGAATTAGATCCACAC 

Ace2‒TCTATCACATTCGGTTGCG 

320 Mannu 

 i in. (2003) 

     Adhezyny ściany 
komórkowej 

efaA efaA1‒CGTGAGAAAGAAATGGAGGA 

efaA2‒CTACTAACACGTCACGAATG 

499  

     Żelatynaza gelE gelE1‒AGTTCATGTCTATTTTCTTCAC 

gelE2‒CTTCATTATTTACACGTTTG 

402  

     Substancja 

agregująca 

as 

(agg) 

AS1‒CCAGTAATCAGTCCAGAAACAACC 

AS2‒TAGCTTTTTTCATTCTTGTGTTTGTT 

406  

     Białko powierzch-
niowe 

esp Esp1‒TTACCAAGATGGTTCTGTAGGCAC 

Esp2‒CCAAGTATACTTAGCATCTTTTGG 

913 Shankar 

 i in. (1999) 

     Feromony cpd Cpd1‒TGGTGGGTTATTTTTCAATTC 

Cpd2‒TACGGCTCTGGCTTACTA 

782 Eaton i Gasson 

(2001) 

     Feromony cob Cob1‒AACATTCAGCAAACAAAGC 

Cob2‒TTGTCATAAAGAGTGGTCAT 

1405  

     Feromony ccf Ccf1‒GGGAATTGAGTAGTGAAGAAG 

Ccf2‒AGCCGCTAAAATCGGTAAAAT 

543  
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Oznaczanie in situ ogólnej liczby bakterii żywych i martwych 

Oceny aktywności życiowej OLB dokonano z użyciem testu diagnostycznego LIVE/DEAD® 

BacLight™ Bacterial Viability Kit (Invitrogen, LiveTechnology, Producent ThermoFisher Scientific). 

Test polega na fluorochromowym różnicowym barwieniu w próbie żywych i martwych komórek bak-

terii. Zestaw składa się z dwóch komponentów fluorescencyjnych barwnika SYTO®9 (widmo wzbu-

dzenia/emisji 480/500nm) i jodku propidyny IP (widmo wzbudzenia/emisji 490/635nm). Żywe komórki 

bakterii ze zintegrowaną, sprawną błoną komórkową (MEM+) barwione są na kolor zielony za pomocą 

fluorochromu SYTO®9 o małej masie cząsteczkowej, która przenika do ich wnętrza. Bakterie z uszko-

dzoną, niesprawną błoną komórkową (MEM‒) tak zwane martwe barwione są na czerwono przy po-

mocy IP o dużej masie cząsteczkowej, który wnika tylko do komórek z uszkodzeniami w błonach. Ba-

dane próbki wody z wybarwionymi (zgodnie z protokołem dołączonym do testu) komórkami bakterii 

przesączano przez czarne poliwęglanowe filtry membranowe (0,2 µm, Millipore GTBP). Filtry suszono 

w ciemności, przyklejano (olejek niefluoryzujący BackLight™ Mounting Oil) do szkiełka podstawo-

wego i analizowano pod mikroskopem epifluorescencyjnym zaopatrzonym w odpowiednie filtry cha-

rakterystyczne dla widma stosowanych barwników. Komórki zliczano z 20 obrazów mikroskopowych 

dla każdej badanej próbki, wyniki podano jako log komórek w mililitrze (log kom. ml-1). Uzyskane 

wyniki badań przeliczono zgodnie ze wzorem podanym w rozdziale 5.1.2 i podano jako procent komó-

rek żywych i martwych w stosunku do ich całkowitej liczby. 

Określenie przeżywalności ex situ E. faecalis w filtrowanej i niefiltrowanej wodzie rzecznej 

Badano przeżywalność środowiskowego szczepu E. faecalis izolowanego z wód Łyny stosując me-

todę hodowlaną i barwienia fluorescencyjnego LIVE/DEAD BacLight™ (BacLightTM Bacterial Via-

bility Kit, Molecular Probes). Badany szczep zaszczepiano do filtrowanej i niefiltrowanej wody rzeki 

Łyny rozlanej do 300 ml jałowych kolb z wodą rzeczną, którą przechowywano w 4 i 10°C. Filtrację 

wody rzecznej przeprowadzono z wykorzystaniem filtrów membranowych o porach 0,22 µm, następnie 

wyjałowiono w autoklawie w temp. 120°C przez 15min. Zaszczepianą dawkę (ok 107 komórek ml-1) 

ustalono na podstawie wskaźnika McFarlanda. Przeprowadzono 11 analiz w tym po 0, 1, 2, 3, 7, 14, 21, 

35, 56, 133 i 250 dniach. Po odpowiednim czasie inkubacji wykonywano rozcieńczenia badanej próbki 

i zaszczepiano 1 ml na podłoże SB i inkubowano przez 24-48 h w temperaturze 37°C. Następnie zli-

czano wyrosłe kolonie i wynik podano jako log jtk·ml-1. Ze względu na mikrobiotę towarzyszącą ozna-

czenie żywych i martwych komórek E. faecalis za pomocą metody LIVE/DEAD (opis metody podano 

w rozdziale powyżej) przeprowadzono tylko dla próbek wody filtrowanej. Komórki żywe (zielone) i 

martwe (czerwone) E. faecalis (Rys. 8) zliczano z 20 obrazów mikroskopowych dla każdej badanej 

próbki, a wyniki podano jako log komórek w mililitrze (log kom.· ml-1). 
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Rys. 8. Bakterie Enterococcus faecalis żywe (zielone) i martwe (czerwone) oznaczane w filtrowanej 
wodzie rzecznej za pomocą metody barwienia fluorescencyjnego LIVE/DEAD BacLight™ 
(BacLightTM Bacterial Viability Kit, Molecular Probes), (mikroskop epifluorescencyjny Olym-

pus BX51, powiększenie x 1000) (Fot. A. Gotkowska-Płachta) 

4.2.3. Analiza statystyczna 

Analizę statystyczną uzyskanych wyników badań przeprowadzono przy pomocy programu 

STATISTICA 12 (StatSoft Polska) i Excel 2016. Podstawowe statystyki dla zmiennych ilościowych 

dotyczyły określenia średniej arytmetycznej, odchylenia standardowego, mediany, minimum i maksi-

mum. Podobieństwo rozkładu danej zmiennej do rozkładu normalnego oceniano testem Shapiro-Wilka, 

natomiast jednorodność wariancji testem Levene'a. Test t-Studenta wykorzystano do wykazania różnic 

(lub ich braku) pomiędzy dwiema grupami danych. Dla większej liczby porównywanych grup danych 

przeprowadzono jednoczynnikową lub wieloczynnikową analizę wariancji (ANOVA) uzupełnioną te-

stem post-hoc Tukeya. W modelu wariancji obszar i stanowisko potraktowano jako efekt stały a sezon 

jako efekt losowy. Wartości dla których poziom istotności różnic pomiędzy średnimi był p < 0,05 uzna-

wano za statystycznie istotny. Związek pomiędzy zmiennymi badano z wykorzystaniem współczynnika 

korelacji Pearsona (r), przyjmując za istotne statystycznie wartości p < 0,05 (oznaczane*), jako wysoce 

istotne p < 0,01 (oznaczone jako **). 

Ponadto została przeprowadzona analiza składowych głównych (ang. principal component ana-

lysis, PCA) Wyniki analizy podano w tabelach zawierających wartości ładunków czynnikowych oraz 

na wykresach rozrzutu zmiennych na płaszczyznę czynników. Przeprowadzono także analizę skupień 

metodą aglomeracji z zastosowaniem miary odległości euklidesowej po wyborze skalowania: 100*odl. 

wiązania/odl. maks. Analiza ta posłużyła do podziału zbioru danych na podzbiory, w których znajdo-

wały się najbardziej podobne do siebie parametry doboru zmiennych do PCA. 
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5. Wyniki badań 

5.1. Analiza fizyko-chemiczna wód rzeki Łyny 

Oznaczone wartości parametrów fizyko-chemicznych w wodzie rzeki Łyny płynącej przez obszary 

leśne, rolne i zurbanizowane w latach 2011 - 2015 podano w (Tab. 6 i 7). Średnie wartości pH w wodzie 

rzeki były zbliżone w całym okresie badań i zmieniały się od 7,20 (obszary zurbanizowane) do 7,75 

(obszary zalesione). Przeważnie nieco wyższe średnie wartości pH (na poziomie 7,83) notowano latem 

na obszarach zalesionych, natomiast mniejsze (pH=7,13) wiosną w wodzie płynącej przez obszary rolne. 

Oznaczone wartości pH w wodzie Łyny były przeważnie charakterystyczne dla wód I lub II klasy czy-

stości (Rozporządzenie Ministra Środowiska z dnia 5 sierpnia 2016). 

Średnia temperatura wody rzeki Łyny oscylowała w granicach 14ºC. Najniższe temperatury na po-

ziomie około 2ºC notowano zimą w próbkach wody ze stanowiska 3L pobieranych z obszarów zalesio-

nych, najwyższe natomiast latem (26,1ºC) w wodzie pobieranej ze stanowiska 8Z na terenach zurbani-

zowanych. Latem badana temperatura wody na większości wyznaczonych stanowisk rosła powyżej war-

tości 24ºC (wartość charakterystyczna dla wód pozaklasowych wg Rozporządzenia Ministra Środowi-

ska). Natomiast w całym okresie badawczym oznaczana średnia temp. nie przekroczyła wartości gra-

nicznej (22ºC ) zalecanej dla wód I klasy czystości. 

W wodach rzeki Łyny zbadano również trzy wskaźniki materii organicznej określające zawartość 

węgla organicznego całkowitego (TOC - Total Organic Carbon), cząsteczkowego (POC - Particulate 

Organic Carbon) i organicznego rozpuszczonego (DOC - Dissolved Organic Carbon). Najwyższe śred-

nie wartości oznaczanych wskaźników notowano przeważnie w próbkach wody pobieranych na obsza-

rach rolnych. Średnie zawartości TOC i DOC w rzece płynącej przez te obszary wynosiły odpowiednio 

12,31 mg C l-1 i 10,20 mg C l-1. Natomiast najwyższe stężenie POC wynoszące 2,33 mg C L-1 stwier-

dzano w wodzie z terenów zurbanizowanych. Najniższe średnie wartości TOC i DOC odnotowano w 

wodzie na terenach zurbanizowanych odpowiednio 2,84 i 2,67 mg C l-1 oraz w przypadku POC w wodzie 

na terenach leśnych 0,48 mg C l-1. Przeważnie najmniejsze wartości oznaczanych związków wegla 

stwierdzano w próbkach wody pobieranych ze wszystkich stanowisk jesienią.  

Oznaczone wskaźniki, tlen rozpuszczony mg O2 l-1 (DO ɠ dissolved oxygen) i ChZT, charakteryzu-

jące warunki tlenowe i zanieczyszczenia organiczne w wodzie Łyny kształtowały się na różnym pozio-

mie w zależności od sezonu i miejsca poboru wody do badań. Średnie stężenie tlenu rozpuszczonego 

zmieniało się od 8,18 mg O2 l-1 w wodzie na obszarach zurbanizowanych (st. 7Z ) do 10,55 mg O2 l-1 w 

wodzie pobieranej ze źródeł rzeki Łyny (st. 1L). Oznaczone wartości były charakterystyczne dla wód  

I klasy czystości. W sezonach badawczych najwyższe średnie stężenie DO notowano w próbkach wody 

pobieranej wiosną na każdym z obszarów przez, który przepływała rzeka. W całym okresie badawczym 

maksymalne stężenie tlenu (14,50 mg O2 l-1) w tym sezonie było stwierdzane w wodzie na obszarach 

zalesionych, najmniejsze natomiast latem (7,30 mg O2 l-1) w wodzie płynącej przez obszary zurbanizo-

wane. Zakres średnich wartości ChZT mieścił się od 9,25 mg l-1 (w próbkach wody pobieranych ze 

stanowiska 1L zlokalizowanego na obszarze źródeł Łyny) do 26,88 mg l-1 w wodzie pobieranej na 
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stanowisku 15R zlokalizowanym we wsi Stopki, położonej kilka kilometrów od granicy państwa z Ro-

sją. Zakres wartości tego parametru zmieniał się w zależności od sezonu i miejsca badań. Przeważnie 

oznaczane wartości ChZT w badanych próbkach wody były charakterystyczne dla wód I i II klasy czy-

stości. Jedynie zimą na obszarach rolniczych oraz latem na obszarach rolniczych i zurbanizowanych 

oznaczane parametry przekraczały wartość 30 mg O2 l-1 i były charakterystyczne dla wód pozaklaso-

wych. 

Grupa wskaźników charakteryzujących warunki biogenne obejmowała oznaczenie NNH4
+, NNO2

-, 

NNO3
-, PPO4

3- i Pog. Średnie stężenie NNH4
+

 oznaczane w próbkach wód rzeki z obszarów leśnych i rolnych 

nie przekraczało 0,11 mg l-1 a zurbanizowanych 0,21 mg l-1. Wartości te były charakterystyczne dla  

I i II klasy czystości wód. W poszczególnych sezonach badawczych wzrost NNH4
+

 w badanej wodzie 

powyżej 0,2 mg l-1 (charakteryzującej wody pozaklasowe) notowano zimą na obszarach leśnych  

i zurbanizowanych, latem na obszarach rolnych i jesienią na obszarach zurbanizowanych. Średnie stę-

żenie w badanych próbkach wody NNO2
- i NNO3

- kształtowało się na różnym poziomie klasyfikując wody 

rzeki Łyny do I lub II klasy czystości. Przeważnie średnie wartości NNO2
- były najniższe (0,004 mg l-1) 

w wodzie płynącej przez obszary leśne, a najwyższe (średnia 0,05 mg l-1) w próbkach wody z obszarów 

zurbanizowanych. W przypadku NNO3
- podobnie mniej ich było w wodzie ze zlewni leśnej 0,06-0,12 mg 

l-1 (za wyjątkiem st. 1L gdzie średnio osiągały wartość 2,44 mg l-1), a więcej na obszarach rolnych (0,12-

0,88 mg l-1). W sezonach badawczych obserwowano wzrost stężenia obydwu związków biogennych 

zimą (0,09 mg NNO2
- l-1) na obszarach zurbanizowanych oraz latem (2,75 mg NNO3

- l-1) na terenach za-

lesionych, co dyskwalifikowało dobrą jakość badanych wód w tym okresie. Oznaczane średnie wartości 

fosforu fosforanowego i ogólnego w wodzie rzeki Łyny płynącej przez obszary leśne rolne i zurbanizo-

wane były przeważnie wyższe niż wartości przypisane dla I (≤0,065 mg PPO4
3- l-1; ≤ 0,20 mg Pog l-1) i II 

(≤0,101 mg PPO4
3- l-1; ≤0,30 Pog l-1)  klasy czystości wód (Rozporządzenia Ministra Środowiska z dnia 5 

sierpnia 2016). W sezonach badawczych najwyższe stężenie PPO4
3- oznaczono latem (0,55 mg l-1)  

w wodzie z obszarów rolnych, najniższe natomiast (0,02 mg PPO4
3- l-1) wiosną i latem w wodzie z ob-

szarów zalesionych. Najniższe średnie stężenie Pog oznaczano zimą i wiosną w próbkach wody pocho-

dzących z terenów zalesionych (0,18 - 0.24 Pog l-1). Fosfor ogólny w największym stężeniu występował 

w próbkach wody pobieranych latem (1,01 mg Pog l-1) na obszarach zurbanizowanych.  

Statystycznie istotne zróżnicowanie stwierdzono pomiędzy wartościami większości parametrów fi-

zyko-chemicznych (z wyjątkiem temperatury, pH i DO) pomiędzy poszczególnymi obszarami badań 

oraz pomiędzy sezonami badawczymi (z wyjątkiem NNH4
+ i NNO2

-). 
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5.2. Badania mikrobiologiczne wód rzeki Łyny metodami klasycznymi 

5.2.1. Analiza ilościowa i jakościowa mikroorganizmów wskaźnikowych i stanu sanitarnego 

oraz wankomycyno opornych enterokoków w wodzie Łyny  

Ocenę jakości wód rzeki Łyny ustalono na podstawie analizy wskaźników mikrobiologicznego za-

nieczyszczenia związkami organicznymi (bakterie psychrofilne A22, bakterie mezofilne A37) i stanu sa-

nitarnego (bakterie z grupy coli ɠTC, bakterie coli typu fekalnego (Escherichia coli) - FC, paciorkowce 

kałowe (enterokoki) - E). Dodatkowo oznaczano liczebność, opornych na niskie stężenia wankomycyny 

enterokoków - EVAN.  

W wodzie rzeki Łyny liczba oznaczanych drobnoustrojów kształtowała się w zakresie od 0 do 4,9 

log jtk∙ml-1 w zależności od rodzaju wskaźnika i miejsca poboru próbek. Na obszarach leśnych (1L - 

4L) z ograniczonym wpływem antropopresji stwierdzono najmniejsze liczebności wszystkich oznacza-

nych bakterii wskaźnikowych. Średnie liczebności bakterii A22 i A37 w wodzie z tych obszarów nie 

przekraczały odpowiednio 3,12 i 1,89 log jtk∙ml-1. Natomiast średnie liczebności TC, FC, E i EVAN wa-

hały się w zakresie od 0,001 do 1,28 log jtk∙ml-1. Liczba wszystkich oznaczanych drobnoustrojów wzra-

stała w wodzie rzeki na stanowiskach (5R, 9R, 14R, 15R) położonych w zlewni użytkowanej rolniczo. 

Wartości A22 i A37 kształtowały się wówczas odpowiednio na poziomie od 2,97 – 4,13 log jtk∙ml-1 i od 

2,15 – 3,23  log jtk∙ml-1. Natomiast średnie liczebności TC, FC, E i EVAN wynosiły odpowiednio: 2.31, 

0,52, 0,21 i 0,06 log jtk∙ml-1. Największe średnie liczebności oznaczanych bakterii wskaźnikowych 

stwierdzano w Łynie płynącej przez tereny zurbanizowane (Tab. 8). 

Tab. 8. Średnia liczba, zakres i odchylenie standardowe (SD) oznaczanych bakterii wskaźnikowych (log 

jtk∙ml-1) w wodzie rzeki Łyny 

Obszary 
 

Liczebność bakterii wskaźnikowych (log jtk∙ml-1) w wodzie na 

obszarach o zróżnicowanym użytkowaniu zlewni 

 
 A22 A37 TC FC E E VAN 

zalesione średnia 3,12 1,89 1,28 0,06 0,07 0,001 
 min 2,51 0,70 0 0 0 0 
 max 3,97 2,83 2,80 0,30 0,25 0,004 
 

SD 0,45 0,68 0,86 0,12 0,09 0,002 

rolne średnia 3,50 2,71 2,31 0,52 0,21 0,06 
 min 2,97 2,15 1,43 0,00 0,04 0 
 max 4,13 3,23 3,20 2,00 0,47 0,22 
 

SD 0,32 0,28 0,43 0,70 0,13 0,08 

zurbanizowane średnia 3,70 2,83 2,44 0,88 0,43 0,11 
 min 2,95 1,74 1,20 0 0,12 0 
 max 4,90 3,92 3,69 2,08 1,12 0,48 
 

SD 0,48 0,47 0,57 0,71 0,24 0,11 

SD – odchylenie standardowe 
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Na obszarach zurbanizowanych znaczny wzrost wartości oznaczanych bioindykatorów noto-

wano przeważnie w wodzie ze stanowisk zlokalizowanych za aglomeracjami miejskimi. Największe ich 

liczebności stwierdzano za punktowym zrzutem ścieków oczyszczonych do wód Łyny. Maksymalna 

średnia liczba bakterii A22 i A37 w badanych próbkach wody wahała się na poziomie od 2,95 do 4,90 log 

jtk∙ml-1 i od 1,74 do 3,92  log jtk∙ml-1. Średnie maksymalne liczebności bakterii TC i FC (3,69 i 2,08 log 

jtk∙ml-1), odnotowano w wodzie na stanowisku 8Z zlokalizowanym 200 m za oczyszczalnią ścieków 

Łyna (Rys 9. C, D). Natomiast największe średnie liczebności enterokoków (E) (0,4 – 0,8 log jtk∙ml-1) 

stwierdzono w próbkach wody pobieranych ze stanowisk usytuowanych poniżej Dobrego Miasta (10Z), 

Lidzbarka Warmińskiego (12Z) i Bartoszyc (13Z) (Rys. 9 E). Natomiast E VAN w największej liczebno-

ści (0,48 log jtk∙ml-1) zidentyfikowano w próbkach wody pobieranych ze stanowiska 6Z (w centrum 

Olsztyna na terenie parku miejskiego) oraz 12Z (0,42 log jtk∙ml-1) poniżej Lidzbarka Warmińskiego 

(Rys. 9 F). 
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Rys. 9. Liczebności (log·jtk-1) bakterii wskaźnikowych: A – psychofilnych A22, B – mezofilnych A37,  

C – grupy coli TC, D – coli typu fekalnego FC, E – paciorkowców kałowych E i F – paciorkow-

ców kałowych wankomycynoopornych EVAN) w wodzie rzeki Łyny na obszarach o zróżnicowa-
nym użytkowaniu zlewni 

Na podstawie jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA (sprawdzającej wpływ rodzaju 

użytkowania zlewni na liczebność bakterii w wodzie rzeki Łyny) stwierdzono statystycznie istotne róż-

nice pomiędzy liczebnościami wszystkich oznaczanych drobnoustrojów z poszczególnych obszarów 

badań (Tab. 9), oraz pomiędzy liczebnościami bakterii A37, TC i E również pomiędzy poszczególnymi 

stanowiskami badawczymi (p< 0,01) (Rys. 9). 

Tab. 9. Wyniki jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA  

 

 

Oznaczane bakterie F p 
Grupy jednorodne w 

teście Tukeya (HSD) 

Bakterie psychrofilne (A22) 13,563 0,000029 [R, Z] [L] 

Bakterie mezofilne (A37) 38,156 0,000000 [L] [R, Z]  

Bakterie z grupy coli (TC) 21,3973 0,000000 [L] [R, Z] 

Escherichia coli (FC) 9,58629 0,000372 [L, R] [R, Z] 

Enterokoki (E) 26,5573 0,000000  [L] [R] [ Z] 

Enterokoki oporne na wankomycynę 
(E VAN) 

10,75186 0,000170 [L, R] [R, Z] 

L – obszary leśne, R − obszary rolne, Z – obszary zurbanizowane,  F – stosunek wariancji międzygrupowej 
do wariancji wewnątrzgrupowej, p – poziom istotności 



39 

  Wyniki badań 

 

 

W sezonach badawczych najmniejsze średnie liczebności analizowanych grup bakterii (A22, 

A37, TC, FC) stwierdzano w próbkach wód pobieranych zimą, kiedy to temperatura wody wahała się od 

2°C do 11°C (Tab. 6, 7). Wynosiły one odpowiednio: 3,06, 2,15, 1,79 i 0,21 log jtk∙ml-1 (Tab. 10). 

Największe liczebności tych bakterii odnotowywano przeważnie latem, gdy średnia temperatura wody 

oscylowała w granicach 22°C. Maksymalne liczebności oznaczanych A22, A37, TC i FC wynosiły wów-

czas odpowiednio: 4,90, 3,92, 3,69 i 2,08 log jtk∙ml-1. Natomiast średnie liczebności enterokoków  

(E) (0,24 - 0,31 log jtk∙ml-1) i EVAN (0 – 0,14 jtk∙ml-1) kształtowały się na podobnym poziomie w każdym 

z sezonów badawczych. Wzrost liczebności E i EVAN notowano odpowiednio zimą i jesienią na stano-

wiskach występujących na obszarze zurbanizowanym. Jedynie liczba E (zimą) i EVAN (jesienią) wzra-

stała do kilkunastu jtk w ml, wody rzeki Łyny (Tab. 10, Rys. 10). Na podstawie analizy wariancji 

(ANOVA) stwierdzono statystycznie istotne różnice pomiędzy wszystkimi oznaczanymi grupami bak-

terii wskaźnikowych (z wyjątkiem E) pomiędzy poszczególnymi sezonami badawczymi (Tab. 11).  

Tab. 10. Liczba (log jtk∙ml-1) oznaczanych bakterii wskaźnikowych (średnia, zakres i ± SD) w poszcze-
gólnych sezonach badawczych w wodzie rzeki Łyny 

Sezony 

badawcze  
Liczebności bakterii wskaźnikowch (log jtk∙ml-1) w wodzie rzeki Łyny  

 
 A22 A37 TC FC E E VAN 

 Zima średnia 3,06 2,15 1,79 0,21 0,27 0 

 min 2,51 1,00 0 0 0 0 

 max 3,49 3,00 2,76 0,85 1,12 0 

 SD 0,31 0,69 0,86 0,30 0,32 0 

Wiosna średnia 3,59 2,63 2,17 0,44 0,28 0,06 

 min 3,04 1,59 0,48 0 0 0 

 max 4,24 3,46 3,22 2 0,48 0,18 

 SD 0,37 0,47 0,73 0,67 0,17 0,06 

Lato średnia 3,57 2,98 2,48 0,82 0,24 0,08 

 min 2,63 2,21 1,0 0 0,004 0 

 max 4,90 3,92 3,69 2,08 1,02 0,42 

 SD 0,58 0,44 0,70 0,81 0,23 0,11 

Jesień średnia 3,75 2,43 1,95 0,77 0,31 0,14 

 min 3,24 0,70 0,30 0 0,002 0 

 max 4,69 3,00 3,36 1,85 0,62 0,48 

 SD 0,40 0,63 0,77 0,72 0,23 0,13 
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Rys. 10. Sezonowe zmiany liczebności (log·jtk-1) bakterii wskaźnikowych: A – psychofilnych A22, B – 

mezofilnych A37, C – grupy coli TC, D – coli typu fekalnego FC, E – paciorkowców kałowych 
E i F – enterokoków wankomycynoopornych EVAN w wodzie rzeki Łyny na obszarach o zróż-
nicowanym użytkowaniu zlewni 
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Tab. 11. Wyniki jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA sprawdzającej wpływ pory roku na li-
czebność bakterii w wodzie rzeki Łyny 

 

5.2.2. Analiza jakościowa i liczebności mikroorganizmów wskaźnikowych i stanu sanitar-
nego oraz wankomycyno-opornych enterokoków w ściekch komunalnych 

W latach 2009 - 2010 oznaczano liczbę bakterii wskaźnikowych (paciorkowce kałowe E) w nie-

oczyszczanych ściekach szpitalnych pochodzących z trzech największych placówek medycznych zlo-

kalizowanych w mieście Olsztyn. Równolegle badano ich liczbę w ściekach nieoczyszczonych  

i oczyszczanych na terenie miejskiej oczyszczalni ścieków Łyna. W ściekach szpitalnych średnie liczeb-

ności E wahały się od 2,95 log jtk∙ml-1 zimą  do 4,28 log jtk∙ml-1 latem. (Rys. 11, 12). Stanowiły one od 

4 do 88% enterokoków stwierdzanych w ściekach nieoczyszczonych. W procesie oczyszczania ścieków 

liczba tych bakterii ulegała usunięciu w zakresie około 96 do 98%. Jednak, pomimo wysokiej skutecz-

ności procesu oczyszczania, w ściekach oczyszczonych srednia liczba tych drobnoustrojów utrzymy-

wała się na poziomie od 2,24 log jtk∙ml-1 (zimą) do 2,53 log jtk∙ml-1 (latem) oraz do 3,18 log jtk∙ml-1 

(jesienią) (Rys. 11, 12).  

 

 

 

 

Oznaczane bakterie F p 
Grupy jednorodne w 

teście Tukeya (HSD) 

Bakterie psychrofilne (A22) 10,653 0,000025 [L, W, J] [Z] 

Bakterie mezofilne (A37) 14,419 0,000001 [Z, J] [J, W] [L] 

Bakterie z grupy coli (TC) 3,9686 0,014080 [Z, J, W] [J,W, L] 

Escherichia coli (FC)  3,50913 0,023304 [Z, J, W] [J,W, L] 

Enterokoki (E) 0,5649 0,641167 [L, Z, W, J] 

Enterokoki oporne na wankomycynę 
(EVAN) 

8,55351 0,000150 [Z, W] [W, L] [L, J] 

Z – zima, W − wiosna, L – lato, J – jesień, F – stosunek wariancji międzygrupowej do wariancji wewnątrz-
grupowej, p – poziom istotności 
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Rys. 11. Średnia liczba enterokoków – E (log jtk∙ml‒1) w ściekach w latach 2009- 2010 
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Rys. 12. Sezonowe zmiany średniej liczby enterokoków – E (log jtk·ml-1) w ściekach  

w latach 2009 - 2010 
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Liczebności bakterii wskaźnikowych w ściekach komunalnych, w latach 2011-2012 i 2015, były 

przeważnie o kilka rzędów wielkości większe niż stwierdzane w wodzie rzeki Łyny. W ściekach nieo-

czyszczonych maksymalne średnie liczebności bakterii A37 i A22 nie przekraczały odpowiednio 7,36 

 i 6,61 log jtk∙ml-1. Koncentracje bakterii TC, FC i E wynosiły odpowiednio: 5,45 − 5,87 log jtk∙ml-1; 

4,50 − 5,19 log jtk∙ml-1 i 4,24 − 4,74 log jtk∙ml-1. Stwierdzano również dużą średnią liczebność bakterii 

EVAN, która wynosiła 3,02 – 4,19 log jtk∙ml-1 (Tab. 12). Stopień usuwania oznaczanych drobnoustrojów 

w procesie oczyszczania ścieków komunalnych w miejskiej oczyszczalni ścieków „Łyna” w Olsztynie 

był wysoki i wahał się od 97,0% (TC) do 99,6 % (E). Pomimo tego w ściekach oczyszczonych odpro-

wadzanych do wód rzeki Łyny bakterie wskaźnikowe stopnia zanieczyszczenia (A22, A37) i stanu sani-

tarnego (TC, FC, E) oraz E VAN nadal stanowiły znaczną pulę zanieczyszczeń mikrobiologicznych. Śred-

nia liczba bakterii psychrofilnych i mezofilnych w ściekach oczyszczonych odprowadzanych do wód 

Łyny wahała się w przedziale od 3,52 log jtk∙ml-1 do 4,79 log jtk∙ml-1. Pozostałe grupy bakterii (średni 

log jtk∙ml-1)  mieściły się w zakresie: 3,53 – 4,67 (TC), 2,24 – 3,04 (FC), 1,78 – 2,21 (E) i 0,18 – 1,60 

(E VAN) (Rys. 13). 

W sezonach badawczych przeważnie mniejsze średnie liczebności oznaczanych bakterii stwier-

dzano zimą natomiast nieco większe przeważnie latem i jesienią. Różnice te jednak nie były istotne 

statystycznie (p > 0,05) (Tab. 12, Rys 13). 
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Rys. 13. Średnia liczba bakterii: A) A37 i A22 B) TC, FC, E i E VAN oznaczana w ściekach w 

latach 2011-2012 i 2015 
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Tab. 12. Średnia liczba, zakres i odchylenie standardowe (SD) bakterii wskaźnikowych (log jtk∙ml-1) 

oznaczane w całym okresie badawczym w nieoczyszczonych i oczyszczonych ściekach komu-
nalnych 

 Ścieki nieoczyszczone Ścieki oczyszczone 

Sezony Średnia Min Max SD Średnia Min Max SD 

 A22 (p = 0,8944)* 

Zima 6,84 6,81 6,88 0,05 3,73 3,68 3,77 0,06 

Wiosna 6,81 6,68 6,94 0,18 4,79 4,46 5,13 0,47 

Lato 6,96 6,92 6,99 0,05 4,66 4,51 4,82 0,22 

Jesień 7,36 7,21 7,51 0,21 4,79 4,51 5,07 0,40 
 A37 (p = 0,9094) 

Zima 6,54 6,53 6,55 0,01 3,52 3,00 4,05 0,74 

Wiosna 6,53 6,23 6,82 0,41 4,51 4,15 4,86 0,50 

Lato 6,61 6,45 6,78 0,24 4,55 4,50 4,61 0,08 

Jesień 6,38 6,29 6,48 0,14 3,55 2,77 4,32 1,10 
 TC (p = 0,8219) 

Zima 5,80 5,76 5,83 0,05 4,67 4,66 4,68 0,01 

Wiosna 5,45 5,40 5,49 0,07 3,80 3,66 3,94 0,20 

Lato 5,87 5,53 6,20 0,47 3,87 3,83 3,91 0,05 

Jesień 5,67 5,32 6,03 0,50 3,53 3,00 4,06 0,75 
 FC (p = 0,8902) 

Zima 4,65 4,61 4,68 0,05 2,35 2,30 2,40 0,07 

Wiosna 4,50 4,30 4,70 0,28 2,72 2,32 3,12 0,56 

Lato 4,71 4,00 5,41 1,00 2,24 2,00 2,48 0,34 

Jesień 5,19 5,00 5,38 0,27 3,04 3,00 3,08 0,06 
 E (p = 0,9698) 

Zima 4,24 4,21 4,27 0,05 1,85 1,70 2,00 0,21 

Wiosna 4,32 4,25 4,38 0,09 1,78 1,61 1,95 0,24 

Lato 4,59 4,59 4,59 0,00 1,97 1,57 2,36 0,56 

Jesień 4,74 4,56 4,93 0,26 2,21 2,08 2,34 0,19 
 EVAN (p = 0,7195) 

Zima 3,02 3,00 3,05 0,03 0,18 0,18 0,18 0,00 

Wiosna 3,54 3,50 3,58 0,06 0,84 0,70 0,98 0,20 

Lato 3,71 3,60 3,82 0,16 1,14 0,75 1,54 0,56 

Jesień 4,19 3,67 4,71 0,73 1,60 0,92 2,28 0,96 
*
p – poziom istotności 

5.3. Badanie mikrobiologiczne wód rzeki Łyny metodami molekularnymi 

5.3.1. Ogólna liczba bakterii (OLB) oraz analiza jakościowa i liczebności bakterii z rodziny 

Enterococaceae na obszarach o różnym użytkowaniu zlewni 

W wodzie rzeki Łyny identyfikowano ogólną liczbę bakterii (OLB) za pomocą barwienia DAPI  

i bakterie z rodziny Enterococaceae przy użyciu specyficznych sond oligonukleotydowych za pomocą 

fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH). Metodą FISH oznaczono: bakterie z grupy Lactobacil-

lus/Enterococcus (sonda LAB158); bakterie z rodziny Enterococaceae (sonda ENC38i); bakterie  
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z rodzaju Enterococcus (sonda ENC176); Enterococcus faecium (ENU140); Enterococcus faecalis 

(sonda ENF191); Enterococcus gallinarum (sonda EGAC183). Tą metodą oznaczono również ogólną 

pulę bakterii zaliczanych do Eubacteria (sonda EUB338). Średnią liczbę, medianę, odchylenie standar-

dowe i frakcję % oznaczanych grup bakterii w stosunku do ich ogólnej liczby (OLB) przedstawiono  

w (Tab. 13) i na (Rys. 14). 

Liczebność oznaczanych bakterii wahała się w zakresie kilku rzędów wielkości (1,9 – 7,28 log 

kom.∙ml-1) (Tab. 13, Rys. 14). Najmniejsze średnie liczebności OLB stwierdzano w wodzie Łyny pły-

nącej przez obszary zalesione. W próbkach wody z tych obszarów (na stanowiskach 1L – 4L) OLB 

mieściła się w zakresie 6,65 – 6,74 log kom. ml-1. Liczebność OLB wzrastała w wodzie na terenach 

rolniczych (7,02 – 7,12 log kom. ml-1) natomiast maksymalne liczebności (7,12 –7,28 log kom.∙ml-1) 

osiągała w wodzie na obszarach zurbanizowanych. Największe średnie liczebności OLB wynoszące 

powyżej 7,25 log kom.∙ml-1 oznaczono w wodzie na stanowiskach 7Z, 8Z i 10Z zlokalizowanych za 

Olsztynem i Dobrym Miastem (Tab. 13).  

 Tab. 13. Ogólna liczba (OLB) i procentowy udział oznaczanych grup bakterii w wodzie rzeki Łyny 

 
OLB 

(log kom.· ml‒1) 

(śr±SD) 

Frakcja (%) bakterii (średnia±SD)a oznaczana w stosunku do OLB 

Stanowi-

sko 
EUB338  LAB158 ENC38i ENC176 ENF 191  ENU140  EGAC183 

 
obszary leśne 

1Lb 6,65±0,20 63,2±20 4,6±1 2,8±1 1,5±0,2 0,2±0,1 0,1±0,01 0,01±0,004 

2L 6,73±0,09 50,3±26 6,3±1 2,8±1 1,7±0,4 0,1±0,03 0,05±0,02 0,005±0,00
5 3L 6,68±0,19 44,2±19 6,7±3 2,6±1 1,3±0,2 0,2±0,1 0,1±0,03 0,01±0,001 

4L 6,74±0,12 40,2±16 4,3±2 2,2±0,2 1,4±0,3 0,1±0,04 0,04±0,01 0,004±0,00
3  obszary rolne 

5R 7,02±0,19 51,0±13 8,7±8 4,5±3 1,9±2 0,3±0,2 0,1±0,05 0,01±0,01 

9R 7,03±0,21 49,9±15 6,2±3 3,1±1 1,3±1 0,2±0,04 0,1±0,02 0,01±0,002 

14R 7,04±0,19 63,2±22 9,5±3 4,0±1 1,9±1 0,3±,01 0,1±0,04 0,02±0,003 

15R 7,12±0,15 57,2±28 8,1±2 3,1±1 1,6±0,4 0,2±0,02 0,1±0,05 0,02±0,004 

 obszary zurbanizowane 

6Z 7,23±0,15 57,2±9 5,5±1 2,9±1 1,4±0,2 0,2±0,1 0,1±0,03 0,01±0,005 

7Z 7,28±0,20 53,3±8 5,7±1 2,6±1 1,4±1 0,2±0,04 0,1±0,02 0,01±0,004 

8Z 7,26±0,11 46,4±4 4,2±2 2,2±1 1,1±0,2 0,2±0,1 0,04±0,03 0,01±0,003 

10Z 7,25±0,12 71,4±12 8,7±4 3,5±1 1,8±1 0,3±0,04 0,1±0,01 0,02±0,004 

11Z 7,24±0,11 67,5±7 6,6±1 2,2±1 1,8±0,4 0,1±0,1 0,1±0,02 0,01±0,01 

12Z 7,19±0,13 46,0±7 4,6±2 2,2±1 1,3±1 0,2±0,1 0,1±0,04 0,01±0,01 

13Z 7,13±0,20 42,8±8 7,2±5 2,9±2 1,1±2 0,2±0,1 0,1±0,03 0,01±0,01 

 istotność różnic międzyc: 

obszar  F 189,4 79,03 33,53 100,1 55,6 67,96 44,4 85,76 

            p 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 

sezon  F 38,3 26.08 15,23 23,9 20,8 23,93 28,50 19,05 

           p 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 
a procent bakterii (średnia ± SD) oznaczanych w odniesieniu do ogólnej liczby bakterii (OLB) zidentyfikowanych metodą DAPI; liczby zo-
stały skorygowane przez odjęcie NON338, 

b stanowiska na Łynie płynącej przez tereny: leśne (L), rolne (R) i zurbanizowane (Z), 
c jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA sprawdzająca istotność różnic wartości parametrów fizykochemicznych wody rzeki Łyny w 

zależności od obszaru i pory roku, F – stosunek wariancji międzygrupowej do wewnątrzgrupowej, p ɠ poziom istotności 
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Zmiany liczebności bakterii z rodziny Enterococaceae oznaczanych metodą FISH były związane 

z typem użytkowania zlewni rzeki. Liczebności bakterii oznaczanych za pomocą sond LAB158, 

ENC38i, ENC176, ENF191, ENU140, EGAC183 stwierdzone w wodzie Łyny na obszarach zalesionych 

nie przekraczały odpowiednio: 5,65; 5,23; 5,02 4,04; 3,66; 2,78 log kom.·ml-1 (Rys. 14). W rzece prze-

pływającej przez obszary użytkowane rolniczo i zurbanizowane liczba oznaczanych bakterii wzrastała 

przeważnie kilkukrotnie. W wodzie z obszarów użytkowanych rolniczo stwierdzano większe liczby en-

terokoków oznaczonych za pomocą ENF191 (4,47 log kom.·ml-1), ENU140 (4,02 log kom.·ml-1)  

i EGAC 183 (3,26 log kom.·ml-1). Maksymalne liczebności oznaczanych drobnoustrojów (log kom.·ml-

1) stwierdzano w wodzie płynącej przez tereny zurbanizowane, gdzie osiągały wartości: 5,94 (LAB158); 

5,49 (ENC38i); 5,29 (ENC176). Podobne wyniki uzyskano porównując udział procentowy tych bakterii 

wśród OLB w próbkach wody płynącej przez różne obszary użytkowania zlewni rzeki Łyny. Oznaczane 

sondami LAB158, ENC38i, ENC176, ENF191, ENU140, EGAC183 bakterie nie przekraczały odpo-

wiednio: 7%, 3%, 2%, 0,2%, 0,1% i 0,01% w wodzie z obszarów zalesionych; 10%, 5%, 2%, 0,3%, 

0,1% i 0,02% w wodach z terenów użytkowanych rolniczo oraz 9%, 4%, 2%, 0,3%, 0,1% i 0,02% w 

próbkach wód na obszarach zurbanizowanych (Tab. 13). Stwierdzano niższy procentowy udział powyż-

szych oznaczanych enterokoków w stosunku do OLB, w rzece płynącej przez obszary zalesione aniżeli 

użytkowane rolniczo i zurbanizowane.  

Przeważnie dwa naistotniejsze z medycznego punktu widzenia gatunki E. faecalis (ENF191)  

i E. faecium (ENU140) (Rys. 15), w większej liczbie występowały w wodzie z obszarów rolnych i po-

bieranych za miastami i oczyszczalniami ścieków. 

Analiza wariancji ANOVA, uzyskanych wyników badań potwierdziła statystycznie istotne róż-

nice (p<0,05) pomiędzy procentowymi udziałami większości oznaczanych metodą FISH bakterii mię-

dzy poszczególnymi obszarami (za wyjątkiem EUB338 i ENF191) i sezonami (za wyjątkiem ENF191). 

Stwierdzono natomiast statystycznie istotne różnice (p< 0,05) pomiędzy oznaczanymi liczebnościami 

wszystkich grup bakterii w wodzie na poszczególnych stanowiskach (Rys 14). 
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Rys. 14. Średnia liczba (log kom.·ml-1) oznaczanych bakterii: A) Lactobacillus/Enterococcus (sonda 

LAB158); B) z rodziny Enterococaceae (sonda ENC38i); C) z rodzaju Enterococcus (sonda 

ENC176); D) Enterococcus faecium (ENU140); E) Enterococcus faecalis (sonda ENF191); 

F) Enterococcus gallinarum (sonda EGAC183) oznaczanych metodą in situ FISH w wodzie 

rzeki Łyny płynącej przez obszary: L - leśne, R - rolne i Z - zurbanizowane 
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A)  B)  

Rys. 15. Bakterie Enterococcus faecalis (ENF191) i B) Enterococcus faecium (ENU140) zidentyfiko-

wane w wodzie rzeki Łyny metodą in situ (FISH) 

W sezonach badawczych przeważnie najmniejsze średnie liczebności oznaczanych grup bakterii 

(OLB, EUB338, LAB158, ENC38i, ENC176, ENF191, ENU140, EGAC183) stwierdzano zimą kiedy 

temperatura wody wahała się od 2°C do 11°C (Tab. 6, 7). W badanych próbkach wody średnie liczeb-

ności oznaczanych drobnoustrojów w tym sezonie mieściły się z zakresie od 2,5 do około 6,7 log 

kom.·ml-1. Największe średnie liczebności oznaczanych mikroorganizmów notowano  przeważnie wio-

sną i latem, gdy temperatura wody wahała się w zakresie 10°C - 26°C. Wówczas obserwowano prze-

ważnie dwukrotny wzrost liczebności tych drobnoustrojów w porównaniu do ich wartości stwierdza-

nych zimą i jesienią (Rys. 16 A, B, C, D, E, F). 
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E 

 
F  

 

Rys. 16. Sezonowe zmiany średnich liczebności (kom.·ml‒1) oznaczanych bakterii: A) Lactobacillus/Ente-

rococcus (LAB158); B) z rodziny Enterococaceae (ENC38i); C) z rodzaju Enterococcus 

(ENC176); D) Enterococcus faecium (ENU140); E) Enterococcus faecalis (ENF191); F) Entero-

coccus gallinarum (EGAC183) w stosunku do średnich liczebności OLB w wodzie rzeki Łyny 
płynącej przez obszary: L - leśne, R - rolne i Z – zurbanizowane 

5.3.2. Przeżywalność in situ ogólnej liczby bakterii (OLB) w wodzie rzeki Łyny oznaczana 

metodą LIVE/DEAD BacLight™ 

W celu określenia stanu fizjologicznego OLB zastosowano metodę barwienia fluorescencyjnego 

LIVE/DEAD BacLight™ (BacLightTM Bacterial Viability Kit, Molecular Probes). Oznaczana żywot-

ność OLB w wodach rzeki Łyny na obszarach leśnych, rolnych i zurbanizowanych była podobna  

i wynosiła średnio około 60%. Nie obserwowano statystycznie istotnych różnic (p<0,05) w przeżywal-

ności oznaczanych bakterii w wodzie w zależności od miejsca poboru próbek do badań. Biorąc pod 

uwagę poszczególne sezony badawcze, najmniejszą liczbę komórek żywych wśród OLB (35,9%) odno-

towano zimą, kiedy średnia temp. badanej wody wynosiła 8°C. Najwięcej żywych komórek (77,6%) 
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oznaczono wiosną gdy średnia temp. wody wzrosła do poziomu 12°C. Latem i jesienią pomimo różnic 

w oznaczanej temperaturze żywotność oznaczanych OLB utrzymywała się na podobnym poziomie  

i wynosiła około 65% (Rys. 17). 

 

A)  B)  

Rys. 17. Żywotność ogólnej liczby bakterii (OLB) w wodzie rzeki Łyna A) w poszczególnych sezonach 
badawczych B) bakterie żywe - zielone (oznaczone SYTO 9), bakterie martwe - czerwone 

(wybarwione za pomocą PI), (Fot. A. Gotkowska-Płachta) 

5.4. Analiza statystyczna  

Analiza składowych głównych (ang. principal component analysis, PCA) oparta na macierzy kore-

lacji zmiennych standaryzowanych i na podstawie testu osypiska, została przeprowadzona w celu 

zmniejszenia liczby zmiennych służących do charakterystyki mikrobiologicznej wód rzeki Łyny z za-

stosowaniem pakietu STATISTICA 12.5 (Statsoft). Wyniki analizy składowych głównych zaprezento-

wano w tabelach zawierających wartości ładunków czynnikowych oraz na wykresach rozrzutu zmien-

nych na płaszczyznę czynników. Przeprowadzono także analizę skupień metodą aglomeracji  

z zastosowaniem miary odległości euklidesowej po wyborze skalowania: 100*odl.wiązania/odl.maks. 

Analiza ta posłużyła do podziału zbioru danych na podzbiory, w których znajdowały się najbardziej 

podobne do siebie parametry i doboru zmiennych do PCA. Analizie poddano oznaczane w wodzie rzeki 

Łyny własności fizyko–chemiczne (temp., pH, ChZT, DO, TOC, DOC, TDS, NNH4
+, NNO2

-, NNO3
-, PPO4

3-

, Pog) i mikrobiologiczne identyfikowane za pomocą metod fluorescencyjnych (ogólna liczba bakterii – 

OLB; bakterie z grupy Lactobacillus/Enterococcus – LAB158; bakterie z rodziny Enterococaceae – 

ENC38i; bakterie z rodzaju Enterococcus – ENC176; Enterococcus faecalis – ENF191; Enterococcus 

faecium – ENU140;  Enterococcus gallinarum – EGAC183, bakterie z rodziny Enterobacteriaceae – 

ENTERO i Escherichia coli – ECO). Wyniki uzyskane przy użyciu sond ENTERO i ECO 

uwzględnioniono w niniejszej pracy jedynie do porównań statystycznych, natomiast szczegółowe dane 

na temat tych bakterii zostały opisane w pracy Gotkowska-Płachta i in. (2016). W analizie uwzględniono 

również bakterie stanu sanitarnego oznaczane metodami klasycznymi: bakterie mezofilne (A37), bakte-

rie z grupy coli (TC), Escherichia coli (FC), paciorkowce kałowe (E) i (EVAN). Na podstawie wykresów 
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drzewa aglomeracji zmiennych (Rys.18, 19, 20) wyznaczono najbardziej podobne do siebie parametry 

i do PCA wybrano te, które najbardziej się od siebie różniły. Na podstawie dendrogramu (Rys. 18) 

zróżnicowania parametrów fizyko-chemicznych, oznaczanych w wodzie Łyny, największe odległości 

wiązania zaobserwowano pomiędzy ChZT, a grupą wartości utworzoną przez DO-TOC-DOC oraz 

klastrem składającym się z pozostałych parametrów chemicznych: TDS, PPO4
3-, NNH4

+, NNO2
-, Pog, NNO3

- 

oraz fizycznych: temperatura i pH. Najbardziej podobne do siebie skupienia parametrów chemicznych 

z najmniejszymi odległościami wiązania obserwowano w przypadku par TDS– PPO4
3-, NNH4

+ – NNO2
- 

oraz TOC–DOC (Rys. 18). Na tej podstawie  zredukowano ilość parametrów  najbardziej podobnych w 

poszczególnych parach (TDS, NNH4
+, DOC) (pary klas miedzy, którymi odległośc jest najmniejsza łą-

czone są w jedną) a pozostawiono parametry, które pozwalają wyjaśnić większość wariancji układu 

zmiennych. W związku z tym, do analizy PCA, jako zmienne wybrano następujące parametry: ChZT, 

DO, TOC, PPO4
3-, NNO2

-, Pog, NNO3
-, oraz temperaturę i pH. Na podstawie dendrograu zróznicowania 

parametrów mikrobiologicznych oznaczanych metodą FISH (Rys. 19) wyróżniono pary zmiennych: 

ENTERO-ECO, DAPI-EUB338, ENF191-ENU140, o wzrastającym poziomie zróźnocowania między 

sobą. Należy podreślić, że największe zróźnicowanie (na poziomie 90% - znormalizowana odlęgłość 

wiązania na hierarhicznym drzewie aglomeracji) zaobserwowano pomiędzy bakteriami oznaczanymi 

sondą EGAC183, ENC176 i pozostałymi parametrami. Biorąc pod uwagę znormalizowaną odległość 

wiązania pomiędzy skupieniami tworzonymi przez parametry mikrobiologiczne oznaczone metodą 

FISH do PCA wybrano bakterie oznaczane sondami:  Eub338, Lab158, ECO, ENF191, ENU 140, 

EGAC183, oraz ENC176 (Rys. 19). W sposób analogiczny wykonano analizę aglomeracji dla bakterii 

wskaźnikowych stanu sanitarnego oznaczanych metodami klasycznymi (Rys. 20) i do dalszej analizy 

PCA wykorzystano dendogram zróżnicowania E– EVAN oraz FC, TC i A37. W przypadku analizy tej 

grupy bakterii do analizy PCA zakwalifikowano wszystkie badane drobnoustroje. 
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Rys. 18. Hierarchiczny wykres drzewa aglomeracji właściwości fizykochemicznych oznaczanych w 
wodach rzeki Łyny 
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Rys. 19. Hierarchiczny wykres drzewa aglomeracji liczebności oznacznych mikroorganizmów metodą 
in situ FISH w wodach rzeki Łyny 
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Rys. 20. Hierarchiczny wykres drzewa aglomeracji liczebności oznaczanych mikroorganizmów 

metodami hodowlanymi w wodzie rzeki Łyny 
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Wyniki analizy PCA wykonanej dla analizowanych własności fizyko-chemicznych i liczebności 

grup bakterii oznaczanych za pomocą FISH wskazują na istnienie czterech głównych składowych 

pozwalających na wyjasnienie ponad 70% zmiennosci (Tab14). Natomiast analiza PCA pomiędzy 

parametrami fizykochemicznymi a liczebnością bakterii wskaźnikowych (oznaczanych metodami 

klasycznymi) wskazala na itnienie dwóch głównych składowych pozwalajacych na wyjasnienie 40% 

zmienności (Tab15). 

Na podstawie wyników analizy PCA fizykochemia–mikrobiologia (FISH) zaobserwowano, że 

liczna grupa parametrów mikrobiologicznych (Eub338, LAB158, ENC176, ENF191, ENU140, ECO 

1167 oraz EGAC183) cechowała się silnymi dodatnimi ładunkami czynnikowymi z pierwszą składową 

główną, którą opisuje 35,29% całkowitej zmienności (Tab. 14). Ponadto, pierwszą składową główną 

budowały także parametry fizykochemiczne tj.: TOC, ChZT, NNO2
-, Pog, PPO4

3-
 i temperatura, aczkol-

wiek siła ich ładunków była nieco mniejsza. Po tej samej stronie, czyli także dodatnio skorelowane, były 

obszary zurbanizowane oraz lato, wskazując na ich największe zanieczyszczenie o tej porze roku. Na-

tomiast skorelowane ujemnie pokazały się obszary zalesione (-0,76) oraz zima (-0,41), które zlokalizo-

wano po przeciwnej stronie na diagramie rozrzutu punktów (Rys. 21). Wskazuje to na najmniejsze za-

nieczyszczenie mikrobiologiczne tych obszarów w sezonie zimowym. W składzie drugiego czynnika  

o 14,95% zmienności wyróźnić należy wiosnę, ENC176, DO, oraz TOC najsilniej skorelowane dodatnio 

natomiast ujemnie lato, ECO1167, temperaturę i pH (Tab. 14), wskazując ponownie na sezon jako 

ważny czynnik różnicujący jakość wód rzeki Łyny (Rys. 21). Czynnik trzeci wyjaśnił 11,55% zmien-

ności i zróżnicował takie parametry jak: wiosna (0,70) i zima (-0,60) oraz ChZT, Pog, PPO4
3- (skorelowane 

dodatnio) i EGAC183, DO i pH (skorelowane ujemnie), (Tab. 14). Natomiast czwarty czynnik wskazał 

na istotnie różniące się od siebie tereny użytkowane rolniczo (0,73) i obszary zurbanizowane (-0,80), 

sugerując, że ten pierwszy był bliższy wiośnie, a drugi jesieni, aczkolwiek czynnik ten wyjaśnił jedynie 

8,35% całkowitej zmienności oryginalnych danych (Tab. 14). 

Podobnych obserwacji dokonano po przeanalizowaniu wyników PCA w układzie fizykochemia–

mikrobiologia (metody klasyczne), w wyniku której wyodrębniono dwa czynniki główne (Tab. 15).  

Z macierzy czynników wynika, że pierwszą składową główną budowały w kolejności od najwyższych 

dodatnich ładunków czynnikowych: ChZT, Pog., temperatura, lato oraz mikrobiologiczne wskaźniki: 

A37, TC i FC, jednocześnie charakteryzujące się ujemnym ładunkiem czynnikowym z drugą składową 

główną. Z kolei pozostałe parametry mikrobiologiczne: E, EVAN cechowały się dodatnim ładunkiem 

czynnikowym z drugą, a także z pierwszą składową, podobnie jak parametry fizykochemiczne: TOC, 

PPO4
3-

, NNO2
- i parametr: obszary zurbanizowane, których skupisko prezentuje rzut punktów na płaszczy-

znę czynników 1 i 2 (Rys. 22). Podobnie jak wcześniej, parametr: obszary zalesione prezentuje ujemny 

i o dużej sile ładunek czynnikowy zarówno z pierwszą jak i drugą składową (Tab. 15, Tab. 14), jak 

również parametr: zima, który wykazał analogię z wcześniejszą charakterystyką położenia punktów na 

płaszczyznę czynników (Rys. 21, 22). 
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Tab. 14. Wyniki PCA dla właściwości fizykochemicznych i mikrobiologicznych oznaczanych metodą 
FISH w wodach rzeki Łyny 

 Czynnik 1 Czynnik 2 Czynnik 3 Czynnik 4 

Wartość własna 8,12 3,44 2,66 1,92 

Wyjaśniana wariancja (%) 35,29 14,95 11,55 8,35 

Skumulowany % wariancji 35,29 50,24 61,79 70,14 

Cechy Ładunki czynnikowe 

Eub338 0,87*** ‒0,14 ‒0,18 ‒0,29 

LAB158 0,78*** 0,27 ‒0,13 0,15 

ENC176 0,79*** 0,33* 0,10 0,03 

ENF191 0,86*** 0,12 ‒0,16 0,07 

ENU140 0,83*** 0,13 ‒0,40* 0,03 

EGAC183 0,63** 0,05 ‒0,31* 0,19 

ECO 0,85*** ‒0,30* ‒0,12 ‒0,30* 

TOC 0,71** 0,48* 0,09 0,10 

Temp. 0,54** ‒0,73** ‒0,07 0,23 

pH 0,17 ‒0,62** ‒0,45* 0,14 

ChZT 0,60** ‒0,29 0,43* 0,10 

DO ‒0,22 0,53** ‒0,51** 0,18 

NNO2
- 0,58** 0,29 0,25 ‒0,01 

NNO3
- ‒0,30* ‒0,17 ‒0,10 0,21 

PPO4
3- 0,47* 0,31* 0,56** 0,15 

Pog 0,60** ‒0,49* 0,37* 0,10 

Obszary zalesione ‒0,76*** ‒0,35* ‒0,22 0,18 

Obszary rolne 0,16 0,23 0,27 0,73** 

Obszary zurbanizowane 0,53** 0,11 ‒0,05 ‒0,80*** 

ZIMA ‒0,41* 0,36* 0,70** ‒0,21 

WIOSNA 0,16 0,55** ‒0,60** 0,28 

LATO 0,45* ‒0,70** 0,21 0,24 

JESIEŃ ‒0,20 ‒0,21 ‒0,31* ‒0,31* 

Ładunki pisane kursywą oznaczają wartości istotne statystycznie. *0.30–0.50 (słaby ładunek); **0.50–
0.75 (średni ładunek); ***>0.75 (silny ładunek) na podstawie Liu i in. (2003) 
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Rys. 21. Diagram rozrzutu punktów symbolizujących właściwości fizyko-chemiczne 

 i mikrobiologiczne (FISH) wód rzeki Łyny uwzględniający sezony i obszary na 
płaszczyznę czynników 1 i 2 
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Rys. 22. Diagram rozrzutu punktów symbolizujących parametry fizyko-chemiczne i mikrobiologiczne 

(metody klasyczne hodowlane) wód rzeki Łyna uwzględnia-jącysezony i obszary na 
płaszczyznę czynników 1 i 2 
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Tab. 15. Wyniki PCA dla właściwości fizykochemicznych i mikrobiologicznych (metody klasyczne 

hodowlane) wód rzeki Łyny 

 Czynnik 1 Czynnik 2 

Wartość własna 5,17 3,34 

Wyjaśniana wariancja (%) 24,64 15,93 

Skumulowany % wariancji 24,64 40,57 

Cechy Ładunki czynnikowe 

A37 0,60** ‒0,16 

E 0,45* 0,35* 

EVAN 0,36* 0,36* 

TC 0,58** ‒0,25 

FC 0,52** ‒0,17 

TOC 0,49* 0,58** 

Temp. 0,65** ‒0,64** 

pH 0,19 ‒0,68** 

ChZT 0,76*** ‒0,03 

DO -0,51** 0,26 

NNO2
- 0,52** 0,45* 

NNO3
- -0,25 -0,19 

PPO4
3- 0,50** 0,55** 

Pog 0,76*** -0,22 

Obszary zalesione -0,65** -0,58** 

Tereny użytkowane rolniczo 0,11 0,25 

Obszary zurbanizowane 0,47* 0,30* 

ZIMA -0,24 0,49* 

WIOSNA -0,20 0,23 

LATO 0,64** -0,54** 

JESIEŃ -0,20 -0,18 

Ładunki pisane kursywą oznaczają wartości istotne statystycznie.  
*0.30 – 0.50 (słaby ładunek); 
**0.50 – 0.75 (średni ładunek); 
***>0.75 (silny ładunek) na podstawie Liu i in. (2003) 

5.4.1. Analiza statystyczna zależności pomiędzy oznaczanymi grupami mikroorganizmów  
a parametrami fizyko-chemicznymi w wodzie rzeki Łyny 

Przeprowadzono również analizę korelacji Pearsona pomiędzy parametrami mikrobiologicznymi  

i fizyko-chemicznymi oznaczanymi w wodzie rzeki Łyny. Uwzględniono drobnoustroje oznaczane me-

todami klasycznymi (A22, A37, TC, FC, E, EVAN) i molekularnymi fluorescencyjnymi za pomocą DAPI 

i FISH (OLB, EUB338, LAB158, ENC38i, ENC176 ENF191, ENU140, EGAC183) oraz parametry 

fizyko-chemiczne (temp., pH, TOC, DOC, POC, ChZT, DO, TDS, NNH4
+

, NNO2
-
, NNO3

-
, PPO4

3- Pog). 
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Na podstawie analizy korelacji pomiędzy liczebnościami drobnoustrojów oznaczanych zarówno 

metodami klasycznymi jak i fluorescencyjnymi a wartościami parametrami fizyko-chemicznymi w wo-

dzie rzeki Łyny stwierdzono występowanie statystycznie istotnych (p<0,05) i wysoce istotnych (p<0,01) 

dodatnich korelacji. Wśród testowanych drobnoustrojów jedynie EVAN nie korelowały z żadnym z ba-

danych składników (Tab. 16 i 17). 

W wodzie rzeki Łyny stwierdzano również wysoce istotne (p<0,01) statystycznie dodatnie korelacje 

pomiędzy oznaczanymi grupami drobnoustrojów zarówno metodami klasycznymi oraz fluorescencyj-

nymi (DAPI, FISH). Wyjątek stanowiły bakterie E i EVAN, które nie korelowały z LAB 158, ENC38i 

oraz ENC176 (Tab. 18). 

Tab. 16. Macierz współczynników korelacji prostej (Pearsona) (r) pomiędzy bakteriami wskaźniko-
wymi (log jtk∙ml-1) a parametrami fizyko-chemicznymi oznaczonymi w rzece Łynie  

Grupy 

 bakterii 

Parametry fizyko-chemiczne 

Temp. pH TOC DOC POC ChZT DO NNH4
+ NNO2

- PPO4
3- Pog 

A22 0,37** 0,13 0,26* 0,28* 0,21 0,18 ‒0,12 0,11 0,26 0,12 0,29* 

A37 0,57** 0,26* 0,42** 0,44** 0,33* 0,42** ‒0,18 0,21 0,39** 0,32* 0,47** 

TC 0,46** 0,05 0,38** 0,44** 0,16 0,42** ‒0,30* 0,21 0,40** 0,42** 0,50** 

FC 0,32* 0,13 0,29 0,31* 0,06 0,35** ‒0,27* 0,28* 0,22 0,10 0,40** 

E 0,13 ‒0,06 0,41** 0,46** 0,07 0,19 ‒0,06 0,11 0,23 0,25 0,16 

EVAN 0,20 0,19 0,21 0,22 0,09 0,17 ‒0,04 0,00 0,14 ‒0,04 0,09 

*p<0.05 – statystycznie istotna korelacja, **p<0.01 – statystycznie wysoce istotna korelacja. 

 

Tab. 17. Macierz współczynników korelacji prostej (Pearsona) (r) pomiędzy bakteriami oznaczonymi 
metodami fluorescencyjnymi (DAPI, FISH) (log kom.∙ml-1) i parametrami fizyko-chemicz-

nymi w rzece Łynie  

Grupy bak-

terii 

Parametry fizyko‒chemiczne 

Temp. TOC  DOC  POC ChZT NNH4
+ NNO2

- NNO3
- PPO4

3- Pog 

OLB 0,51** 0,54** 0,50** 0,41** 0,51** 0,30* 0,50** ‒0,25 0,37** 0,48** 

EUB338 0,57** 0,40** 0,37** 0,30* 0,43** 0,23 0,45** ‒0,17 0,32* 0,52** 

LAB158 0,32* 0,65** 0,63** 0,57** 0,48** 0,30 0,40** ‒0,34** 0,30* 0,28* 

ENC38i 0,30* 0,66** 0,62** 0,55** 0,46** 0,36** 0,54** ‒0,33** 0,48** 0,30* 

ENC176 0,30* 0,68** 0,66** 0,49** 0,53** 0,25* 0,53** ‒0,30* 0,48** 0,29* 

ENF 191 0,41** 0,55** 0,49** 0,51** 0,43** 0,32* 0,48** ‒0,18 0,34** 0,37** 

ENU140 0,43** 0,62** 0,57** 0,52** 0,37** 0,18 0,36** ‒0,16 0,21 0,32* 

EGAC183 0,32* 0,69** 0,66** 0,46** 0,46** 0,37* 0,52** ‒0,09 0,48** 0,35** 

*p<0.05 – statystycznie istotna korelacja, **p<0.01 – statystycznie wysoce istotna korelacja. 
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5.4.2. Analiza zależności pomiędzy oznaczanymi grupami mikroorganizmów a parame-
trami fizyko-chemicznymi w analizowanych ściekach  

Przeprowadzona analiza korelacji Pearsona (wyniki badań poddano transformacji logarytmicznej) 

(N=150, braki danych usuwano przypadkami) pomiędzy parametrami mikrobiologicznymi i fizykoche-

micznymi w badanych ściekach wykazała brak statystycznie istotnej korelacji pomiędzy drobnoustro-

jami oznaczanymi metodami klasycznymi a parametrami fizyko-chemicznymi w ściekach nieoczysz-

czonych. W ściekach oczyszczonych korelacje statystycznie istotne ujemne (p>0,05) stwierdzono jedy-

nie pomiędzy liczebnością A22 a ChZT (r = - 0,91) oraz między FC a NNO2
- (r = - 0,88) i FC a NNO3

-
  

(r = - 0,11). 

5.5.  Identyfikacja ilościowa i jakościowa szczepów enterokoków izolowanych 

 z wody rzeki Łyny  

Ze wszystkich próbek wody rzeki Łyny pobranych do badań wyizolowano 955 kolonii bakterii, 

które wstępnie zakwalifikowano do rodzaju Enterococcus. Odzyskano i potwierdzono przynależność 

gatunkową 202 szczepów. Wśród nich zidentyfikowano 7 różnych gatunków: Enterococcus faecalis, 

Enterococcus faecium, Enterococcus durans, Enterococcus avium, Enterococcus hirae, Enterococcus 

gallinarum, E. casseliflavus/flavescens (Rys. 23). Najmniejszą liczebność (29 szczepów) i różnorodność 

gatunkową enterokoków (3 gatunki) stwierdzono w próbkach wody płynącej przez tereny leśne. W rzece 

płynącej przez obszary rolne zidentyfikowano 6 różnych gatunków wśród 49 izolowanych szczepów. 

Największą liczbę szczepów (124) i gatunków (7) oznaczono w wodzie pobieranej z terenów zurbani-

zowanych. E. faecalis był dominującym gatunkiem w analizowanych próbkach wody bez względu na 

miejsce ich poboru (Tab. 21). Udział procentowy tego gatunku na obszarach leśnych, rolnych i zurba-

nizowanych wynosił odpowiednio 48,3%, 24,50% i 25,0%. Drugim najczęściej izolowanym gatunkiem 

był E. faecium, którego udział procentowy w wodzie zmieniał się od 18,5 do 27,6 %, odpowiednio na 

terenach rolnych, zurbanizowanych i leśnych. Skład procentowy pozostałych izolowanych gatunków 

niezależnie od obszaru, z którego pobierano próbki rzeki do badań, był dużo niższy i nie przekraczał 

10% (Rys. 23). 
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Rys. 23. Liczba i skład procentowy poszczególnych gatunków enterokoków izolowanych z rzeki Łyny 
na obszarach leśnych, rolnych i zurbanizowanych 

Ocenę wpływu 13 parametrów fizyko-chemicznych oznaczanych równolegle podczas poboru 

próbek oraz miejsca i czasu wyznaczonego do badań na liczbę poszczególnych gatunków enterokoków 

przeprowadzono za pomocą korelacji Pearsona przy poziomie istotności p<0,05. 

Obszary badań i rozmieszczenie stanowisk badawczych korelowało w sposób statystycznie 

istotny (p<0,01) jedynie z liczebnością enterokoków określonych jako inne. W sezonach badawczych, 

bez względu na sposób użytkowania zlewni, przeważnie największe liczebności i różnorodność gatun-

kową oznaczanych drobnoustrojów stwierdzano wiosną i latem, mniejsze zimą i jesienią. Jedynie  

E. gallinarum częściej izolowano jesienią. Jednak analiza Pearsona nie wykazała statystycznie istotnego 

wpływu sezonu badawczego na skład gatunkowy i liczebność enterokoków w badanych próbkach rzeki 

za wyjątkiem E. gallinarum. Wśród 13 analizowanych parametrów fizykochemicznych 7 wpływało sta-

tystycznie istotnie (p<0,05) na liczebności oznaczanych gatunków bakterii. Statystycznie istotne kore-

lacje stwierdzono pomiędzy temperaturą i pH wody a liczebnością E. faecalis i E. faecium. Stwierdzono 

też istotne statystycznie różnice pomiędzy liczebnością E. faecium, E. durans, E. hirae, E. gallinarum  

a różnymi związkami azotu, fosforu i węgla (POC) (Tab 19). 
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Tab. 19. Statystycznie istotne wartości współczynnika korelacji Pearsona (p<0,05) między liczebno-
ściami poszczególnych gatunków enterokoków izolowanych z wody rzeki Łyny a własciwo-
ściami fizyko-chemicznymi  

 

Oznaczone współczynniki korelacji istotne z p < 0,050, N=150 (Braki danych usuwano przy-

padkami) 

 

Zmienna Enterococcus:  

 faecalis 
 

faecium 
 

durans 
 

avium 
 

hirae 
 

gallinarm 
 

casseliflavus/ 

flavescens 
inne  

enterokoki 
 

Obszar 
 

0,091 0,118 ‒0,050 0,158 0,125 0,186 0,079 0,423** 

Sezon 
 

0,032 0,075 0,007 0,073 ‒0,058 0,330* 0,223 0,209 

Stanowisko 
 

0,107 0,005 ‒0,060 0,167 0,211 0,100 0,026 0,443** 

Temp. 
 

0,393* 0,315* 0,163 0,211 0,042 0,091 0,116 0,153 

Ph 
 

0,284* 0,296* 0,091 0,097 0,060 0,071 0,017 0,014 

TDS 
 

‒0,349* ‒0,200 0,088 0,044 ‒0,007 0,051 ‒0,046 ‒0,089 

POC 
 

0,244 0,189 0,036 0,135 0,285* ‒0,051 ‒0,020 0,053 

NNH4
+ 

 

‒0,032 0,106 0,263* 0,079 0,038 0,337* 0,082 0,047 

NNO2
- 

 

0,021 0,043 0,042 0,101 0,326* 0,122 0,026 0,177 

PPO4
3- 

 

‒0,065 ‒0,096 0,254* 0,075 0,101 ‒0,088 0,085 0,034 

 *statystycznie istotne korelacje (p <0,05), **statystycznie istotne korelacje (p < 0,001) 

 

5.6.  Różnorodność gatunkowa i skład procentowy enterokoków w ściekach szpitalnych, nieo-

czyszczonych i oczyszczonych odprowadzanych do rzeki Łyny 

W latach 2009-2015 w ściekach szpitalnych oraz komunalnych (nieoczyszczonych i oczyszczo-

nych) z olsztyńskiej oczyszczalni ścieków „Łyna” wśród 378 wyizolowanych bakterii określonych jako 

potencjalne enterokoki potwierdzono przynależność gatunkową i rodzajową 250 szczepów. Wśród izo-

lowanych szczepów oznaczono 7 różnych gatunków enterokoków. Były to: Enterococcus faecalis, En-

terococcus faecium, Enterococcus durans, Enterococcus avium, Enterococcus hirae, Enterococcus gal-

linarum, E. casseliflavus/flavescens. Szczepy niezidentyfikowane do gatunku określono jako inne ente-

rokoki (Rys. 24, Tab. 21).  

W ściekach szpitalnych gdzie potwierdzono przynależność gatunkową /rodzajową 84 izolatów do-

minował E. faecium (42,9%), na drugim miejscu oznaczono E. faecalis (31,0%) i kolejno E. avium 

(8,3%). Pozostałe 4 zidentyfikowane gatunki (E. durans, E. hirae, E. gallinarum, E. casseliflavus/flave-

scens) nie przekraczały 2,5% wśród oznaczonych enterokoków. Inne enterokoki stanowiły 11,9% ozna-

czanych izolatów. W sezonach badawczych największą liczebność szczepów (32) i różnorodność ga-

tunkową (7) oznaczano jesienią. 

Ze ścieków nieoczyszczonych wyizolowano 68 szczepów enterokoków, wśród których zidentyfi-

kowano 5 gatunków. Najczęściej występował E. faecium (41,2%), następnie E. faecalis (29,4%)  

i E. avium (5,9%). W badanych ściekach E. hirae i E. gallinarum oznaczano rzadko, a ich udział pro-

centowy nie przekraczał 5,0% wśród zidentyfikowanych szczepów. Największe liczebności szczepów 

izolowanych z nieoczyszczonych ścieków oznaczano wiosną (24) i zimą (22). 
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W ściekach oczyszczonych różnorodność gatunkowa izolowanych 98 szczepów była większa niż w 

ściekach nieoczyszczonych. Wśród zidentyfikowanych gatunków E. faecium był izolowany najczęściej 

i stanowił 38,8%. Wśród oznaczanych izolatów 29,6% stanowił E. faecalis i 4,1% E. hirae. Inne ziden-

tyfikowane gatunki nie przekraczały w badanych ściekach 3,1%. Podobnie jak w ściekach nieoczysz-

czonych największą liczbę gatunków enterokoków izolowano wiosną (30 szczepów) ( Rys. 24, 25). 

 

Rys. 24. Liczba i skład procentowy poszczególnych gatunków enterokoków izolowanych ze ścieków  

 

 

Rys. 25. Liczba i różnorodność gatunkowa enterokoków izolowanych ze ścieków szpitalnych, 

surowych i oczyszczonych w poszczególnych sezonach badawczych 
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Na podstawie analizy współczynnika korelacji Pearsona (p<0,05) istotne dodatnie lub ujemne 

korelacje stwierdzono pomiędzy temperaturą a liczebnością szczepów E. gallinarum; ChZT a E. fae-

cium oraz formami węgla rozpuszczonego DOC a E. faecium.. Wysoką statystycznie istotną korelację 

(r>0,05) stwierdzono między enterokokami innymi, E. faecalis, E. durans. E. hirae a zawartością NNO2
- 

w ściekach (Tab. 20). 

 

Tab. 20. Statystycznie istotne wartości współczynnika korelacji Pearsona (p<0,05) miedzy liczebno-
ściami poszczególnych gatunków enterokoków izolowanych ze ścieków nieoczyszczonych  
i oczyszczonych a właściwościami fizyko-chemicznymi 

 

*statystycznie istotne korelacje (p < 0,05), **statystycznie istotne korelacje (p < 0,001) 

 

 Oznaczone współczynniki korelacji istotne z p < 0,05 

Zmienna Enterococcus: 

 faecalis faecium durans hirae gallinarum 
inne 

enterokoki 

ścieki 0,218 0,125 0,286 0,286 -0,099 0,383 

sezony -0,071 0,179 0,375 0,375 -0,080 -0,248 

temp. -0,151 0,444 -0,433 -0,433 -0,589* -0,222 

pH -0,251 0,382 -0,295 -0,295 -0,408 -0,152 

DO 0,173 0,244 0,253 0,253 0,032 0,435 

ChZT -0,296 -0,529* -0,171 -0,171 0,104 -0,274 

TDS -0,180 0,050 -0,149 -0,149 -0,003 -0,259 

NNH4
+ -0,151 -0,112 -0,169 -0,169 0,133 -0,450 

NNO2
- 0,581* 0,009 0,665** 0,665** 0,150 0,516* 

NNO3
- 0,279 0,402 0,393 0,393 0,015 0,367 

PPO4
3- -0,171 -0,162 -0,327 -0,327 0,027 -0,408 

Pog -0,225 -0,197 -0,332 -0,332 0,021 -0,437 

TOC  -0,345 -0,507 -0,162 -0,162 0,237 -0,454 

DOC  -0,211 -0,517* -0,105 -0,105 0,142 -0,419 

POC  

 
-0,323 -0,470 -0,147 -0,147 0,282 -0,354 
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5.7. Wyznaczanie antybiotykoopornośći bakterii enterokoków w wodzie rzeki Łyny  

W celu określenia lekowrażliwości 202 szczepów bakterii wyizolowanych z wód Łyny, zakwa-

lifikowanych do rodziny Enterococaceae, użyto 11 rodzajów antybiotyków i 2 chemioterapeutyków 

(należących do 10 różnych grup). Na tej podstawie klasyfikowano izolaty do kategorii MDR (szczepy 

wielolekooporne) i XDR (szczepy o rozszerzonej oporności). Jako szczepy wielolekooporne (MDR) 

zakwalifikowano 139 izolatów stanowiących 68,8% wszystkich zidentyfikowanych bakterii (Tab 22). 

Nie stwierdzano szczepów zaliczanych do XDR. Liczba i rodzaje antybiotyków, na które wykazywały 

oporność badane szczepy była różna (0-9 różnych antybiotyków) i zależała od oznaczonego gatunku 

oraz miejsca, z którego izolowano szczepy. Przeważnie szczepy MDR izolowane z wody płynącej przez 

obszary rolne (31 izolatów – 63,3%) i zurbanizowane (87 izolatów – 70,2%) były niewrażliwe na więk-

szą liczbę antybiotyków w porównaniu ze szczepami z terenów zalesionych (20 izolatów – 68,9%) (Tab. 

22). W wodzie rzeki Łyny zidentyfikowano 7 różnych gatunków enterokoków, wśród których najczę-

ściej zaliczane do kategorii MDR były Enterococcus faecalis (50 izolatów, – 87,7%) i Enterococcus 

faecium (33 izolaty, - 82,5%). Wśród 7 oznaczonych gatunków wielolekooporne szczepy E. faecalis 

dominowały w wodzie z obszarów zalesionych i rolnych stanowiąc 78,6 i 100% MDR. W próbkach 

rzeki pobieranej z terenów zurbanizowanych w większym procencie (91,3%) do MDR klasyfikowano 

szczepy E. faecium. Oznaczane gatunki E. durans i E. hirae, izolowane z wody płynącej przez obszary 

zalesione i zurbanizowane w 100% należały do MDR jednak ze względu na małą ich liczbę (identyfi-

kowano pojedyncze szczepy) nie mogą stanowić miarodajnej oceny przy określaniu dominujących wie-

lolekoopornych gatunków w próbkach wody rzeki. W klasie MDR pozostałe oznaczane gatunki entero-

koków (E. avium, E. gallinarum, E. ccasseliflavus/flavescens) mieściły się w przedziale od 0% (tereny 

zalesione) do 66,7% (tereny zurbanizowane). Enterokoki określone jako inne stanowiły 33,3%, 64,3% 

oraz 52,9% szczepów MDR odpowiednio w wodzie z obszarów zalesionych, rolnych i zurbanizowanych 

(Tab. 22). 

 

 

 

 

 

 

 



67 

  Wyniki badań 

 

 

Tab. 22. Liczba i procent wielolekoopornych szczepów (MDR) enterokoków w wodzie rzeki Łyny pły-
nącej przez obszary leśne, rolne i zurbanizowane 

 

  

Enterococcus: 

faecium faecalis durans  avium  hirae gallinarum 
casseliflavus/ 

flavescens 

inne  

enterokoki 

(n=40) (n=57) (n=6) (n=7) (n=1) (n=13) (n=7) (n=71) 

 obszary zalesione n=29 

szczepy 8 14 1 0 0 0 0 6 

MDR* 6 (75,0) 11 (78,6) 1 (100) 0 0 0 0 2 (33,3) 

 obszary rolne n=49 

szczepy 9 12 4 2 0 4 4 14 

MDR 6 (66,7) 12 (100) 2 (50,0) 0 0 2 (50,0) 0 9 (64,3) 

 obszary zurbanizowane n=124 

szczepy 23  31  1 5 1 9 3 51 

MDR 21 (91,3) 27 (87,0) 1 (100) 3 (60,0) 1 (100) 6 (67,7) 2 (67,7) 27 (52,9) 

 Rzeka Łyna n=202 

szczepy 40 57 6 7 1 13 7 71 

MDR 33 (82,5) 50 (87,7) 4 (66,7) 3 (42,8) 1 (100) 8 (61,5) 2 (28,6) 38 (53,5) 

 * liczba i procent (%) szczepów wielolekoopornych MDR 

Oporność izolowanych szczepów na 13 różnych środków przeciwdrobnoustrojowych była różna 

w zależności od testowanego gatunku i źródła jego pochodzenia. W próbkach wody pobieranych z ob-

szarów zalesionych najwięcej szczepów (22 i 25) było opornych na streptomycynę CTS (75,9%)  

i trimetoprim W5 (86,2%). Najniższy procent oporności badanych izolatów (0 i 3,4%) określano w sto-

sunku do doksycykliny DO i ampicyliny AMP. W rzece płynącej przez obszary użytkowane rolniczo 

najwięcej szczepów (71,4 i 61,2%) było opornych na trimetoprim W5 i streptomycynę CTS, najmniej 

na doksycyklinę DO (4,1%). Natomiast szczepy izolowane z wody pochodzącej z terenów zurbanizo-

wanych były najczęściej oporne na trimetoprim W5 (78,2%) i niskie stężenia wankomycyny VAN 

(71,7%). Najmniejszą oporność badane szczepy wykazywały na ampicylinę AMP (4,0%) i doksycyklinę 

DO (8,1%) (Rys. 26).  
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AMP = Ampicylina, IPM = Imipenem, CN = Gentamycyna, CTS = Streptomycyna, TEC = Tejkoplanina 

VAN = Wankomycyna, QD = Chinupristina, TGC = Tigecyklina, LZD = Linezolid, F100 = Nitrofurantoina 

W5 = Trimetoprim, CIP = Ciprofloksacyna, DO = Doksycyklina 

Rys. 26. Rozkład procentowy antybiotykoopornych bakterii z rodziny Enterococaceae izolowanych 

z wody rzeki Łyny płynącej przez obszary: L − leśne, R − rolne, Z − zurbanizowane.  

W sezonach badawczych największą oporność na badane środki przeciwdrobnoustrojowe wśród 

izolowanych enterokoków (od 0 do kilkudziesięciu % szczepów) oznaczano przeważnie w wodzie rzeki 

wiosną i latem. Jedynie liczba opornych szczepów E. gallinarum, była większa jesienią. Wśród szcze-

pów opornych na badane antybiotyki dominowały E. faecium (od 0 na AMP do 21 na W5) i E. faecalis 

(od 0 na AMP do 30 na W5). Najmniejszą liczbę opornych szczepów (od 0 na AMP do 10 na TEC) 

stwierdzano natomiast zimą (Tab. 23, Rys. 27, 28). 

 

AMP = Ampicylina, IPM = Imipenem, CN = Gentamycyna, CTS = Streptomycyna, TEC = Tejkoplanina 

VAN = Wankomycyna, QD = Chinupristina, TGC = Tigecyklina, LZD = Linezolid, F100 = Nitrofurantoina 

W5 = Trimetoprim, CIP = Ciprofloksacyna, DO = Doksycyklina 

Rys. 27. Procentowe występowanie antybiotykoopornych bakterii z rodziny Enterococaceae 

 izolowanych z wody rzeki Łyny w poszczególnych sezonach badawczych: Z – zima, W – 

wiosna, L- lato, J -jesień  
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Tab. 23. Profil oporności na antybiotyki gatunków enterokoków izolowanych z wody rzeki Łyny 

 płynącej przez obszary :L − leśne, R − rolne, Z – zurbanizowane 

Anty-

biotyk Strefa  

 Liczba (%) opornych Enterococcus: 

obszar 

faecium faecalis durans avium hirae gallinarum 

casseli-

flavus/ 

flavescens 

Inne 

enterokoki 

  (mm) 

L 

R 

Z 

n=8 

n=9 

n=23 

n=14 

n=12 

n=31 

n=1 

n=4 

n=1 

n=0 

n=2 

n=5 

n=0 

n=0 

n=1 

n=0 

n=4 

n=9 

n=0 

n=4 

n=3 

n=6 

n=14 

n=51 

AMP < 8 L 0,0 0,0 1 (100) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

  R 0,0 0,0 0,0 0,0 0 0,0 0,0 0,0 

  Z 1 (4,8) 0,0 0,0 0,0 0,0 1(11,1) 0,0 3 (5,9) 

IPM  18 L 1 (12,5) 2 (14,3) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

  R 2 (22,2) 2 (16,7) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

  Z 3 3 (13,0) 5 (15,2) 0,0 0,0 0,0 1 (11,1) 2 (66,7) 6 (11,8) 

CN < 8 L 0,0 2 (14,3) 1 (100) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

  R 0,0 4 (33,3) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

  Z 7 (33,3) 5 (15,2) 0,0 1 (20) 0,0 0,0 0,0 3 (5,9) 

CTS < 19 L 5 (62,5) 12 (85,7) 1 (100) 0,0 0,0 0,0 0,0 4 (66,7) 

  R 9 (100) 11 (91,7) 4 (100) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

  Z 15 

(65,2) 

24 (72,7) 0,0 3 (60) 1 (100) 0,0 2 (66,7) 9 (17,6) 

TEC < 16 L 0,0 4 (28,6) 1 (100) 0,0 0,0 0,0 0,0 1 (16,7) 

  R 3 

(33,3) 

4 (33,3) 0,0 2 

(100) 

0,0 0,0 0,0 0,0 

  Z 13 

(56,5) 

18 (54,5) 1 (100) 2 (40) 1 (100) 6 (66,7) 3 (100) 23 (45,1) 

VAN  < 12 L 3 

(37,5) 

8 (57,1) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1 (16,7) 

  R 5 

(55,5) 

7 (58,3) 0,0 2 

(100) 

0,0 4 (100) 2 (50) 9 (75) 

  Z 19 

(826) 

26 (78,8) 1 (100) 2 (40) 1 (100) 7 (77,8) 2 (66,7) 31 (60,8) 

QD < 20 L 1 (75) 6 (50,7) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 4 (66,7) 

  R 1 

(55,5) 

12 (100) 4 (100) 0,0 0,0 2 (50) 2 (50) 10 (83,3) 

  Z 16 

(69,5) 

26 (78,8) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2 (3,9) 

TGC < 15 L 2 

(12,5) 

2 (14,3) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

  R 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

  Z 5 

(23,8) 

5 (15,2) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2 (3,9) 

LZD < 19 L 0 1 (78,6) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

  R 0 2 (50) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2 (16,7) 

  Z 1(4,3) 3 (64,5) 0,0 0,0 0,0 2 (22,2) 2 (66,7) 13(25,4) 

F100 < 15 L 2 (25) 6 (42,9) 1 (100) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

  R 3 

(33,3) 

10 (83,3) 2 (50) 0,0 0,0 2 (50) 2 (50) 4 (33,3) 

  Z 8 

(38,1) 

13 (41,3) 1 (100) 2 (40) 1 (100) 5 (55,6) 2 (66,7) 5 (9,8) 

W5 < 15 L 7 

(87,5) 

13 (92,9) 1 (100) 0,0 0,0 0,0 0,0 4 (66,7) 

  R 9 

(100) 

12 (100) 0,0 0,0 0,0 2 (50) 2 (50) 10 (83,3) 

  Z 21 (10

0) 

29 (87,9) 1 (100) 3 (60) 1 (100) 6 (66,7) 3 (100) 34 (66,7) 

CIP ≤15 L 4 (50) 2 (14,3) 1 (100) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

  R 1 

(11,1) 

4 (33,3) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 4 (33,3) 

  Z 6 

(28,6) 

11 (33,3) 0,0 1 (20) 0,0 1 (11,1) 2 (33,3) 14 (27,5) 

DO ≤12 L 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

  R 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2 (16,7) 

  Z 1 (4,8) 3 (9,1) 0,0 0,0 0,0 2 (22,2) 0,0 4 (7,8) 

P = Ampicylina, IPM = Imipenem, CN = Gentamycyna, CTS = Streptomycyna, TEC = Tejkoplanina, 

VAN = Wankomycyna, QD = Chinupristina, TGC = Tigecyklina, LZD = Linezolid, F100 = Nitrofurantoina, 

W5 = Trimetoprim, CIP = Ciprofloksacyna, DO = Doksycyklina 
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AMP = Ampicylina, IPM = Imipenem, CN = Gentamycyna, CTS = Streptomycyna, TEC = Tejkoplanina 

VAN = Wankomycyna, QD = Chinupristina, TGC = Tigecyklina, LZD = Linezolid, F100 = Nitrofurantoina 

W5 = Trimetoprim, CIP = Ciprofloksacyna, DO = Doksycyklina 

Rys. 28. Liczba antybiotykoopornych szczepów enterokoków izolowanych z wody rzeki w poszczegól-
nych sezonach badawczych.  

Określono również zakres wartości minimalnego stężenia hamującego (MIC) antybiotyków gli-

kopeptydowych na zidentyfikowane enterokoki. Testowano dwa najczęściej wykorzystywane w lecz-

nictwie antybiotyki wankomycynę i tejkoplaninę. Przeważnie szczepy wykazujące oporność na większe 

stężenia obu antybiotyków oznaczano w próbkach wody pobieranych z terenów zurbanizowanych, na-

tomiast mniej ich było w wodzie z obszarów rolnych i zalesionych (Tab. 24, 25). E. avium, E. gallina-

rum. E. faecium i E. faecalis izolowane z próbek wody pobieranych z obszarów zurbanizowanych w 

wodzie rzeki Łyny były oporne na największe wartości MIC wankomycyny (4 ‒ 1024 mg·l-1). Gatunki 

E. faecium i E. faecalis wykazywały również oporność na największe stężenia tejkoplaniny  

z wartościami MIC: od 1 do 16 mg·l‒1 (szczepy z obszarów zalesionych), od 1 do 32 mg·l-1 (szczepy z 

obszarów rolniczych) i od 1 do 128 mg·l-1 (szczepy z obszarów zurbanizowanych). Wśród enterokoków, 

bez określonej przynależności gatunkowej były szczepy, dla których MIC wankomycyny wynosił 1024 

mg·l‒1 (1 szczep izolowany z wody na obszarach rolniczych i 7 szczepów izolowanych z wody na ob-

szarach zurbanizowanych). Ponadto dla tej grupy bakterii 6 szczepów enterokoków izolowanych z rzeki 

na obszarach rolnych i 8 z rzeki na obszarach zurbanizowanych wykazywało również znaczną oporność 

na tejkoplaninę z wartościami MIC (1 ‒ 256 mg·l‒1). Wśród wszystkich oznaczanych bakterii z rodziny 

Enterococaceae odpowiednio: 31,0%, 37,4% i 57,1% szczepów izolowanych z próbek wody rzeki me-

andrującej obszary zalesione, zurbanizowane i rolne wykazywało oporność na wankomycynę w grani-

cach MIC 32 mg·l-1. Największa liczba izolowanych szczepów niezależnie od miejsca ich pochodzenia 
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i przynależności gatunkowej wykazywała oporność w zakresie niskich stężeń wankomycyny z warto-

ściami MIC od 4 ‒ 6 mg·l-1 (Tab. 24).  

 Tab. 24. Liczba szczepów z określonymi wartościami MIC (mg·l-1) wankomycyny izolowanych  

z wody rzeki Łyny z obszarów leśnych, rolnych i zurbanizowanych 

 MIC (mg·l‒1) wankomycyny 

Nazwa 

Liczba  

szczepów 
4 6 8 16 32 64 128 256 512 1024 

  Obszary leśne 

E. faecium  8 4 4 3 3 3 0 0 0 0 0 

E. faecalis  14 8 7 5 5 5 0 0 0 0 0 

E. durans 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 

inne enterokoki 6 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 

suma 29 14 12 9 10 9 0 0 0 0 0 

%   48,3 41,4 31,0 34,5 31,0 0 0 0 0 0 

  Obszary rolne 

E. faecium  9 6 6 6 6 6 3 2 2 2 1 

E. faecalis  12 7 6 4 4 4 1 0 0 0 0 

E. durans 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

E. avium 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 

E. gallinarum 4 4 4 4 4 4 0 0 0 0 0 

E. casseliflavus 4 4 4 2 2 2 0 0 0 0 0 

inne enterokoki 14 10 10 10 10 10 6 6 6 6 1 

suma 49 33 32 28 28 28 12 10 10 10 4 

% 67,3 65,3 57,1 57,1 57,1 24,5 20,4 20,4 20,4 8,2 

 Obszary zurbanizowane 

E. faecium  23 21 19 16 8 5 4 3 3 3 1 

E. faecalis  31 26 21 20 14 10 6 5 5 4 2 

E. durans 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 

E. avium 5 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 

E. hirae 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 

E. gallinarum 9 7 7 5 5 5 4 3 3 3 0 

E. casseliflavus 2 3 2 2 2 2 1 1 0 0 0 

inne enterokoki 51 31 31 28 27 21 21 21 21 13 7 

suma 123 92 84 75 59 46 39 35 34 25 12 

%  75,8 68,3 61,0 48,0 37,4 31,7 28,4 27,6 20,3 9,7 
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Tab. 25. Liczba szczepów z określonymi wartościami MIC (mg·l-1) tejkoplaniny izolowanych z wody 

rzeki Łyny z obszarów leśnych, rolnych i zurbanizowanych 

 
 MIC (mg·l‒1) tejkoplaniny 

Nazwa 

Liczba 

szczepów 
1 16 32 64 128 256 

  obszary leśne 

E. faecium  8 3 0 0 0 0 0 

E. faecalis  14 9 3 0 0 0 0 

E. durans 1 0 0 0 0 0 0 

inne enterokoki 6 1 1 1 1 1 0 

suma 29 13 4 1 1 1 0 

%   44,8 13,8 3,4 3,4 3,4 0 

  obszary rolne 

E. faecium  9 5 3 1 0 0 0 

E. faecalis  12 7 4 1 0 0 0 

E. durans 4 0 0 0 0 0 0 

E. avium 2 2 2 2 2 0 0 

E. gallinarum 4 4 0 0 0 0 0 

E. casseliflavus 4 0 0 0 0 0 0 

inne enterokoki 14 10 7 7 7 6 6 

suma 49 28 16 11 9 6 6 

%   57,1 32,6 22,4 18,4 12,2 12,2 
 obszary zurbanizowane 

E. faecium  23 20 8 3 2 1 0 

E. faecalis  31 23 10 7 7 2 0 

E. durans 1 1 1 1 1 1 0 

E. avium 5 3 3 2 1 0 0 

E. hirae 1 1 1 0 0 0 0 

E. gallinarum 9 4 4 4 3 0 0 

E. casseliflavus 2 2 1 0 0 0 0 

inne enterokoki 51 24 23 22 16 11 8 

suma 123 78 51 39 30 15 8 

%  63,4 41,5 31,7 24,4 12,2 6,5 

 

5.8. Występowanie genów oporności na wankomycynę van wśród enterokoków w wodzie 

rzeki Łyny przez zastosowanie łańcuchowej reakcji polimerazy (PCR) 

Wśród oznaczonych gatunków enterokoków określano obecność genów warunkujących oporność 

na wankomycynę: van A, van B, van C1 i van C2/C3 metodą PCR. Wśród 202 oznaczonych izolatów 

należących do Enterococaceae w wodzie rzeki Łyny 91 (45,0%) posiadało badane geny van. Liczba 

opornych izolatów na niskie stężenia wankomycyny (6 mg·l-1) była większa i wynosiła 139 (68,8%) co 

wskazuje, że 48 szczepów posiadało inne determinanty oporności niż uwzględnione w obecnym bada-

niu. 

W badanych izolatach z oznaczoną fenotypową opornością na wankomycynę (bez względu na miej-

sce ich pochodzenia) dominowały geny vanB, vanC1 i vanC2/C3. Geny van B najczęściej występowały 
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wśród E. faecium (10 szczepów) i E. faecalis (12 szczepów). Stanowiły one odpowiednio 43,5 i 38,7 % 

wszystkich izolowanych szczepów z rzeki Łyny płynącej przez obszary zurbanizowane. W wodzie  

z terenów zurbanizowanych geny vanB oznaczano również u 1 szczepu E. hirae (100%), 1 szczepu  

E. gallinarum (11,7%), i 2 izolatów Enterokoków określanych jako inne (3,9%). Geny te identyfikowano 

również u 4 szczepów E. faecium (44,4%) i 6 szczepów E. faecalis (50,0%) izolowanych z wody pły-

nącej przez obszary rolnicze. Geny vanC1 oznaczano wśród E. faecium, E. faecalis i E. gallinarum 

izolowanych z próbek wody pochodzących z terenów leśnych, rolnych i zurbanizowanych. Dominację 

genów vanC1 stwierdzono głównie u gatunków E. gallinarum izolowanych z Łyny z obszarów rolni-

czych (4 szczepy ‒ 100%) i zurbanizowanych (6 szczepów � 66,7%). Geny vanC2/C3 stwierdzano 

głównie u szczepów E. casseliflavus i E. durans i izolowamych z wody na obszarach rolnych i zurbani-

zowanych gdzie stanowiły odpowiednio 50,0% i 100% wśród wyodrębnionych tam izolatów. Spośród 

genów warunkujących oporność na wankomycynę, vanA został wykryty, w 2 szczepach E. avium  

i 3 szczepach enterokoków niezidentyfikowanych do gatunku izolowanych z próbek wody płynącej 

przez obszary rolne. Szczepy te stanowiły odpowiednio 100 i 21,4% wśród wszystkich oznaczonych 

szczepów na tym obszarze. Gen vanA wykryto również w 5 (55,5%) szczepach E. gallinarum izolowa-

nych z wody płynącej przez obszary zurbanizowane (Rys. 29).  

 

Rys. 29. Udział liczbowy i procentowy enterokoków z oznaczonymi genami van izolowanymi z rzeki 

Łyny na obszarach leśnych, rolnych i zurbanizowanych 
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5.9. Identyfikacja genów kodujących czynniki wirulencji wśród enterokoków izolowanych  

z rzeki Łyny 

DNA 202 szczepów enterokoków, analizowano w celu wykrycia obecności genów kodujących 

czynniki wirulencji warunkujące ich chorobotwórczość. Geny wirulencji, determinujące 10 najważniej-

szych czynników zjadliwości obejmowały: (cylA) - cytolizynę; (hyl) - hialuronidazę; (ace) - białko po-

wierzchniowe wiążące kolagen; (efaA) – adhezyny ściany komórkowej; (gelE) – żelatynazę; (as) - sub-

stancję agregującą; esp – zewnątrzkomórkowe białko powierzchniowe oraz (cpd, cob, ccf) - feromony 

płciowe biorące udział w wymianie materiału genetycznego.  

Łącznie 107 (53,0%) izolatów posiadało badane geny wirulencji. Najwięcej izolatów 102 (50,5%) 

posiadało gen efaA (14, 22, 66 z wody płynącej odpowiednio przez obszary leśne, rolne i zurbanizo-

wane). Pozytywnych dla genu cpd były 93 (46,0%) izolaty (11, 27, 55 z wody płynącej odpowiednio 

przez obszary leśne, rolne i zurbanizowane). Suma szczepów z innymi oznaczanymi genami wirulencji 

wahała się od 57 (28,2%) w przypadku esp do 87 (43,1%) posiadających gen ccf. Najmniejszą liczbę 

szczepów posiadających geny wirulencji oznaczano w próbkach wody płynącej przez tereny leśne, na-

tomiast więcej ich izolowano z wody pobieranej z terenów rolnych i zurbanizowanych (Tab. 26). Naj-

większy procentowy udział szczepów posiadających geny hyl (44,8%) i esp (27,6%) izolowano z rzeki 

na terenach zalesionych. Procentowy udział szczepów z genami cylA (46,9%), gelE (36,7%), as 

(30,6%), esp (30,6%) i cpd (55,1%) był największy w  rzece na terenach rolnych, a geny ace (37,1%), 

efa A (53,2%), cob (38,7%) i ccf (44,4%) najczęściej oznaczano w szczepach izolowanych z rzeki pły-

nącej przez obszary zurbanizowane. Procentowy udział czynników wirulencji wśród dwóch najczęściej 

oznaczanych gatunków E. faecium i E. faecalis w wodzie rzeki Łyny kształtował się na różnym pozio-

mie w zależności od miejsca poboru badanych próbek i oznaczanego gatunku. Częściej geny wirulencji 

stwierdzano u E. faecalis (28,6 - 83%) niż u E. faecium(0 - 78,3%). E. faecium najczęściej posiadał geny 

hyl (62.5% szczepów izolowanych z wód płynących przez obszary zalesione), cpd i ccf (66,7% szcze-

pów z wód płynących przez tereny rolne) oraz efaA (78,3% szczepów izolowanych z wód płynących 

przez tereny zurbanizowane). Wśród E. faecalis izolowanych z wód płynących przez lasy 57,1% szcze-

pów miało geny ace, efaA, as, cpd i ccf, 83,3% szczepów z wód na obszarach rolnych było pozytywnych 

dla genów efaA, cob, cpd, ccf. U 83,9% izolowanych szczepów z rzeki na obszarach zurbanizowanych 

stwierdzono obecność genów EfaA i cpd. Obserwowano wpływ sposobu użytkowania zlewni na liczbę 

szczepów posiadających geny wirulencji. W rzece płynącej przez obszary zalesione udział procentowy 

E. faecium i E. faecalis zawierających geny wirulencji przeważnie nie przekraczał 60,0%, natomiast w 

wodzie z obszarów rolniczych i zurbanizowanych 90,0% (Tab. 26, Rys. 30, 31). W sezonach badaw-

czych procentowy udział enterokoków posiadających geny wirulencji, był przeważnie największy wio-

sną i latem. W rzece płynącej przez obszary zalesione liczbę izolatów z genami wirulencji częściej ozna-

czano latem (6,9 - 20,7%), natomiast w wodzie z obszarów rolnych i zurbanizowanych przeważnie wię-

cej ich było wiosną (0 - 21,8%). Najmniejsze liczebności i udział procentowy szczepów wirulentnych 

stwierdzano w sezonie zimowym (0 - 3,2%) i jedynie w wodzie z obszarów zurbanizowanych (Rys. 32). 



75 

  Wyniki badań 

 

 

 

 Tab. 26. Liczba i procent występowania genów wirulencji u bakterii z rodziny Enterococaceae  

w wodzie rzeki Łyny 

  Liczba i procent (%) izolatów z genami wirulencji: 

 Gatunki   

Liczba 

szcze-

pów 
cylA hyl ace efaA  gelE  as esp  cob  cpd  ccf  

    obszary leśne 

E. faecium  8 1(12,5) 5(62,5) 2(25,0) 4(50,0) 1(12,5) 1(12,5) 3(37,5) 4(50) 3(37,5) 3(37,5) 

E. faecalis  14 4(28,6) 6(42,9) 8(57,1) 8(57,1) 8(57,1) 7(50,0) 5(35,7) 6(42,9) 8(57,1) 8(57,1) 

E. durans 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

inne enterokoki 6 0 2(33,3) 0 2(33,3) 0 0 0 0 0 0 

         Suma (%) 29 5(17,2) 13(44,8) 10(34,5) 14(48,3) 9(31,0) 8(27,6) 8(27,6) 10(34,5) 11(37,9) 11(37,9) 

    obszary rolne 

E. faecium  9 3(33,3) 4(44,4) 5(55,6) 4(44,4) 2(22,2) 3(33,3) 0 4(44,4) 6(66,7) 6(66,7) 

E. faecalis  12 8(66,7) 8(66,7) 8(66,7) 10(83,3) 8(66,7) 4(33,3) 4(33,3) 10(83,3) 10(83,3) 10(83,3) 

E. durans 4 4 (100) 4 (100) 0 0 4(100) 4(100) 2(50,0) 0 4(100) 0 

E. avium 2 2(100) 2(100) 0 0 0 0 0 0 0 0 

E. gallinarum 4 0 0 0 0 0 0 2(50,0) 0 0 0 

E. casseliflavus 4 2(50) 2(50) 0 2(50,0) 4(100) 2(50,0) 4(100) 0 4(100) 0 

inne enterokoki 14 4(28,6) 0 1(7,1) 6(42,9) 0 2(14,3) 3(21,4) 2(14,3) 3(21,4) 5(35,7) 

         Suma (%) 49 23(46,9) 20(40,8) 14(28,6) 22(44,9) 18(36,7) 15(30,6) 15(30,6) 16(32,7) 27(55,1) 21(42,9) 

     obszary zurbanizowane 

E. faecium  23 3 (13,0) 13(56,5) 17(73,9) 18(78,3) 10(43,5) 8(34,8) 6(26,1) 14(60,9) 14(60,9) 15(65,2) 

E. faecalis  31 9(29,0) 15(48,4) 21(67,7) 26(83,9) 18 (58,1) 20(64,5) 18(58,1) 24(77,4) 26(83,9) 25(65,2) 

E. durans 1 1(100) 1(100) 1(100) 1(100) 1(100) 0 1(100) 1(100) 1(100) 1(100) 

E. avium   5 1(20,0) 0 1(20,0) 1(20,0) 3(60) 3(20) 1(20) 1(20) 1(20) 1(20) 

E. hirae   1 0 0 0 0 0 0 0 1(100) 1(100) 1(100) 

E. gallinarum 9 3(33,3) 4(44,4) 1(11,1) 4(44,4) 0 1(11,1) 1(11,1) 2(22,2) 2(22,2) 2(22,2) 

E. casseliflavus 3 1(33,3) 0 1(33,3) 2(66,7) 1(33,3) 2(66,7) 1(33,3) 0 1(33,3) 2(66,7) 

inne enterokoki 51 16(31,4) 15(29,4) 4(7,8) 14(27,5) 5(9,8) 1(2,0) 6(11,8) 5(9,8) 9(17,6) 8(15,7) 

         Suma (%) 124 34(27,4) 48(38,7) 46(37,1) 66(53,2) 38(30,6) 35(28,2) 34(27,4) 48(38,7) 55(44,4) 55(44,4) 
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Rys. 30. Liczba szczepów poszczególnych gatunków enterokoków z genami wirulencji izolowanych  
z rzeki Łyny na obszarach leśnych, rolnych i zurbanizowanych 

 

 

Rys. 31. Udział procentowy i liczba wirulentnych E. faecium i E. faecalis izolowanych z wód rzeki Łyny 
z obszarów leśnych, rolnych i zurbanizowanych 
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Rys. 32. Udział procentowy i liczba wirulentnych szczepów izolowanaych z wód rzeki Łyny z obsza-
rów leśnych, rolnych i zurbanizowanych w poszczególnych sezonach badawczych 

 

5.10. Antybiotykooporność i wirulencja bakterii z rodziny Enterococaceae w ściekach  

Szczepy wyizolowane ze ścieków szpitalnych (84), nieoczyszczonych (68) i oczyszczonych (98) 

poddano testom na antybiotykooporność uwzględniając 13 leków przeciwdrobnoustrojowych. Na tej 

podstawie klasyfikowano szczepy jako wielolekooporne MDR i o rozszerzonej oporności XDR. W ście-

kach szpitalnych zidentyfikowano 79 szczepów (94,0%) należących do MDR i 3(3,6%) do XDR. W 

ściekach nieoczyszczonych i oczyszczonych odpowiednio 66 (97,1%) i 91 (92,9%) szczepów było okre-

ślonych jako MDR oraz 1 (1,5%) i 1 (1,0%) należało do XDR. MDR E. faecium dominował w ściekach 

szpitalnych 34 (94,4%) i nieoczyszczonych 27 (96,4%). Natomiast wielolekooporne E. faecalis częściej 

izolowano ze ścieków oczyszczonych 28 (96,6%). Pozostałe oznaczone gatunki (E. durans, E. avium, 

E.hirae, E. gallinarum i E ccasseliflavus/flavescens) izolowane z badanych ścieków były w 100 % za-

liczane do MDR (Tab. 27). 
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Tab. 27. Liczba i procent wielolekoopornych (MDR) i o rozszerzonej oporności (XDR) enterokoków w 
ściekach  

 Enterococcus: 

 faecium faecalis durans avium hirae gallinarum 
casseliflavus/ 

flavescens 

inne entero-

koki 

 (n=102) (n=75) (n=4) (n=13) (n=7) (n=5) (n=1) (n=43) 

 Ścieki szpitalne (n=84) 

szczepy 36 26 1 7 2 1 1 10 

MDR* 34(94,4) 23(88,5) 1(100) 7(100) 2(100) 1(100) 1(100) 10(100) 

XDR* 2(5,6) 1(3,8) 0 0 0 0 0 1(10,0) 

 Ścieki nieoczyszczone (n=68) 

szczepy 28 20 0 4 1 3 0 13 

MDR 27(96,4) 19(95,0) 0 4(100) 1(100) 3(100)   13(100) 

XDR 1(3,6) 0 0 0 0 0 0 0 

  Ścieki oczyszczone (n=98) 

szczepy 38 29 3 2 4 1 0 21 

MDR 33(86,8) 28(96,6) 3(100) 2(100) 4(100) 1(100) 0 20(95,2) 

XDR 1(2,6) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

 * Liczba i procent (%) wielolekoopornych szczepów MDR i XDR 

Oporność izolowanych szczepów na 13 środków przeciwdrobnoustrojowych była różna w za-

leżności od testowanego gatunku i źródła jego pochodzenia. W ściekach szpitalnych 83 szczepy (98,8%) 

były oporne na streptomycynę (CTS) i 66 (86,9%) na trimetoprim (W5). Przeważnie najmniej opornych 

(3,6 i 7,1%) szczepów było na doksycyklinę (DO) i tejkoplaninę (TEC). Wśród szczepów izolowanych 

ze ścieków nieoczyszczonych i oczyszczonych obserwowano większą oporność na trimetoprim (W5) 

(81,0% i 82,7%) i qinupristinę (QD) (91,6% i 77,5%). Obserwowano również oporność na wankomy-

cynę (VAN) (25,0 50,0 i 58,2 %) szczepów izolowanych odpowiednio ze ścieków szpitalnych, nieo-

czyszczonych i oczyszczonych (Rys. 33). 
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AMP = Ampicylina, IPM = Imipenem, CN = Gentamycyna, CTS = Streptomycyna, TEC = Tejkoplanina 

VAN = Wankomycyna, QD = Chinupristina, TGC = Tigecyklina, LZD = Linezolid, F100 = Nitrofurantoina 

W5 = Trimetoprim, CIP = Ciprofloksacyna, DO = Doksycyklina 

Rys. 33. Rozkład procentowy i liczba szczepów antybiotykoopornych bakterii z rodziny Enterococa-

ceae izolwanych ze ścieków: SSZ − szpitalnych, SN −nieoczyszczonych, SO − oczyszczonych 

Identyfikowane gatunki wykazywały różnice w oporności na liczbę i rodzaj badanych antybioty-

ków w zależności od sezonu badań i źródła pochodzenia. W sezonach badawczych przeważnie najwię-

cej opornych izolatów wśród oznaczonych gatunków enterokoków identyfikowano jesienią w ściekach 

szpitalnych, natomiast zimą i wiosną w ściekach nieoczyszczonych i oczyszczonych. Wśród dwóch 

najistotniejszych klinicznie gatunków E. faecium i E. faecalis najwięcej opornych izolatów oznaczano 

w ściekach szpitalnych jesienią (średnio 28% i 17% szczepów). W ściekach nieoczyszczonych oporne 

szczepy E. faecium występowały liczniej wiosną i jesienią (średnio 14% szczepów), a w oczyszczonych 

wiosną i latem (średnio 21 i 13% szczepów). Izolaty E. faecalis niewrażliwe na większą liczbę antybio-

tyków oznaczano częściej w ściekach nieoczyszczonych i oczyszczonych zimą (średnio 10 i 17% szcze-

pów) i wiosną (średnio 23 % szczepów) (Rys. 34, 35). 

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

SSZ SN SO SSZ SN SO SSZ SN SO SSZ SN SO SSZ SN SO SSZ SN SO SSZ SN SO SSZ SN SO SSZ SN SO SSZ SN SO SSZ SN SO SSZ SN SO SSZ SN SO

AMP IPM CN CTS TEC VAN QD TGC LZD F100 W5 CIP DO

Li
cz

b
a

 s
zc

ze
p

ó
w

%
 o

p
o

rn
y

ch
 b

a
k

te
ri

i 
z 

ro
d

zi
n

y
 

E
n

t
e

r
o

c
o

c
a

c
e

a
e

  

Antybiotyki

Oporne Wrażliwe Liczba szczepów



80 

Źródła zanieczyszczeń mikrobiologicznych wód rzeki Łyny  

 

 

 
AMP = Ampicylina, IPM = Imipenem, CN = Gentamycyna, CTS = Streptomycyna, TEC = Tejkoplanina 

VAN = Wankomycyna, QD = Chinupristina, TGC = Tigecyklina, LZD = Linezolid, F100 = Nitrofurantoina 

W5 = Trimetoprim, CIP = Ciprofloksacyna, DO = Doksycyklina 

Rys. 34. Rozkład procentowy i liczba antybiotykoopornych szczepów bakterii z rodziny Enterococa-

ceae izolowanych w poszczególnych sezonach badawczych ze ścieków 
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B 

 

C 

 
AMP = Ampicylina, IPM = Imipenem, CN = Gentamycyna, CTS = Streptomycyna, TEC = Tejkoplanina 

VAN = Wankomycyna, QD = Chinupristina, TGC = Tigecyklina, LZD = Linezolid, F100 = Nitrofurantoina 

W5 = Trimetoprim, CIP = Ciprofloksacyna, DO = Doksycyklina 

Rys. 35. Rozkład procentowy antybiotykoopornych bakterii z rodziny Enterococaceae izolwanych ze 

ścieków: (A) szpitalnych, (B) nieoczyszczonych i (C) oczyszczonych w poszczególnych sezo-
nach badawczych 
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Tab. 28. Profil oporności na antybiotyki gatunków enterokoków izolowanych ze ścieków:  
szpitalnych (SSZ), nieoczyszczonych (SN) i oczysczonych (SO) 

    Liczba (%) opornych Enterococcus:  

Antybiotyk Strefa 

(mm) 

obszar 

faecium faecalis durans avium hirae gallinarum 

casseli-

flavus/ 

flavescens 

inne  

enterokoki 

 

  
SSZ n=36 n=26 n=1 n=7 n=2 n=1 n=1 n=10 

SN n=28 n=20 n=0 n=4 n=1 n=3 n=0 n=13 

SO n=38 n=29 n=3 n=2 n=4 n=1 n=0 n=21 

AMP < 8 SSZ 26(72,2) 7(26,9) 1(100) 0 1(50) 0 0,0 9(90)   
SN 6(21,4) 0(0,0) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1(8,3) 

  
SO 10(26,3) 1(3,4) 1(33,3) 0,0 1(25,0) 0,0 0,0 2(9,5) 

IPM  18 SSZ 26(72,2) 8(30,8) 1(100) 1(14,3) 1(50) 0,0 0,0 8(80) 
  

SN 7(25,0) 3(15,0) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 3(25,0) 
  

SO 10(26,3) 8(27,6) 1(33,3) 0,0 1(25,0) 0,0 0,0 2(9,5) 

CN < 8 SSZ 22(61,1) 14(53,8) 1(100) 2(28,6) 0,0 0,0 1(100) 8(80) 
  

SN 5(17,8) 3(15,0) 0,0 1(25,0) 0,0 0,0 0,0 1(8,3) 
  

SO 9(23,7) 11(37,9) 1(33,3) 1(50) 1(25,0) 0,0 0,0 1(4,8) 

CTS < 19 SSZ 36(100) 25(96,2) 1(100) 7(100) 2(100) 1(100) 1(100) 10(100) 
  

SN 22(78,6) 17(85,0) 0,0 3(75,0) 1(100) 0,0 0,0 7(58,3) 
  

SO 33(86,8) 27(93,1) 3(100) 2(100) 4(100) 1(100) 0,0 10(47,6) 

TEC < 16 SSZ 2(5,6) 2(7,7) 0,0 1(14,3) 1(50) 0,0 1(100) 0,0 
  

SN 6(21,4) 4(20,0) 0,0 1(25,0) 0,0 1(33,3) 0,0 9(75,0) 
  

SO 4(10,5) 9(31) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 11(52,4) 

VAN  < 12 SSZ 8(22,2) 9(34,6) 0,0 1(14,3) 0,0 1(100) 1(100) 1(10) 
  

SN 15(53,6) 14(70,0) 0,0 0,0 0,0 3(100) 0,0 6(50,0) 
  

SO 22(57,9) 18(62,1) 0,0 0,0 3(75,0) 1(100) 0,0 13(61,9) 

QD < 20 SSZ 23(63,9) 24(92,3) 1(100) 6(85,7) 2(100) 1(100) 1(100) 6(60) 
  

SN 20(71,4) 17(85,0) 0,0 4(100) 1(100) 1(33,3) 0,0 11(91,7) 
  

SO 27(71,1) 27(93,1) 2(66,7) 2(100) 4(100) 1(100) 0,0 13(61,9) 

TGC < 15 SSZ 16(44,4) 19(73,1) 1(100) 3(42,9) 1(50) 0,0 0,0 5(50) 
  

SN 12(42,9) 7(35,0) 0,0 2(50,0) 1(100) 0,0 0,0 4(33,3) 
  

SO 13(34,2) 12(41,4) 0,0 1(50) 1(25,0) 0,0 0,0 3(14,3) 

LZD < 19 SSZ 23(63,9) 18(69,2) 1(100) 3(42,9) 2(100) 1(100) 1(100) 5(50) 
  

SN 16(57,1) 9(45,0) 0,0 2(50,0) 1(100) 0,0 0,0 4(33,3) 
  

SO 25(65,8) 19(65,5) 2(66,7) 2(100) 2(50) 1(100) 0,0 6(28,6) 

F100 < 15 SSZ 26(72,2) 11(42,3) 1(100) 3(42,9) 2(100) 1(100) 0,0 5(50) 
  

SN 13(46,4) 9(45,0) 0,0 2(50,0) 1(100) 0,0 0,0 6(50,0) 
  

SO 24(63,2) 14(48,3) 3(100) 1(50) 3(75,0) 0,0 0,0 7(33,3) 

W5 < 15 SSZ 32(88,9) 23(88,5) 1(100) 4(57,1) 2(100) 1(100) 1(100) 9(90) 
  

SN 25(89,3) 13(65,0) 0,0 4(100)) 1(100) 0,0 0 12(100) 
  

SO 34(89,5) 23(79,3) 1(100) 1(50) 3(75,0) 1(100) 0,0 16(76,2) 

CIP ≤15 SSZ 30(83,3) 21(80,8) 1(100) 2(28,6) 2(100) 0,0 1(100) 9(90) 
  

SN 17(60,7) 8(40,0) 0,0 2(50,0) 1(100) 2(66,7) 0,0 7(58,3) 
  

SO 28(73,7) 19(65,5) 1(33,3) 1(50) 1(25,0) 0,0 0,0 15(71,4) 

DO ≤12 SSZ 0,0 3(11,5) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
  

SN 2(7,1) 1(5,0) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

    SO 14(36,8) 8(27,6) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

AMP = Ampicylina, IPM = Imipenem, CN = Gentamycyna, CTS = Streptomycyna, TEC = Tejkoplanina 

VAN = Wankomycyna, QD = Chinupristina, TGC = Tigecyklina, LZD = Linezolid, F100 = Nitrofuranto-

ina, W5 = Trimetoprim, CIP = Ciprofloksacyna, DO = Doksycyklina   
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5.10.1. Oznaczenie minimalnego stężenia hamującego (MIC) wankomycyny i tejkoplaniny 
wobec szczepów enterokoków izolowanych ze ścieków 

 Największy średni procent oporności na wysokie stężenia wankomycyny i tejkoplaniny wśród 

zidentyfikowanych gatunków oznaczono dla E faecium i E. faecalis. W ściekach szpitalnych identyfi-

kowano odpowiednio średnio 3,7% i 1,3% szczepów, których MIC wankomycyny był ≥ 256 mg·l-1. W 

ściekach nieoczyszczonych MIC ≥ 256 mg·l-1 osiągało odpowiednio 3,6 i 5,6%, a w ściekach oczysz-

czonych 5,3 i 0% oznaczanych szczepów. Największy procent szczepów opornych (22,2‒62,1%) stwier-

dzano w przypadku MIC = 4 mg·l-1. Gatunki E. faecium i E. faecalis wykazywały również oporność na 

tejkoplaninę o MIC = 1 mg·l-1. Procentowy udział szczepów tych gatunków w ściekach: szpitalnych 

wynosił 15,4 i 10,1%, nieoczyszczonych 10,7 i 10% i oczyszczonych 18,4 i 37,9%. Wyższe stężenia 

tejkoplaniny (od 16 do 256 mg·l-1 MIC) oznaczano dla szczepów enterokoków niezidentyfikowanych 

izolowanych ze ścieków nieoczyszczonych (średnio 43,3% szczepów) i oczyszczonych (średnio 40% 

szczepów) (Tab. 29). 

Tab. 29. Procentowy udział szczepów z określonymi wartościami MIC (mg·l-1) wankomycyny izolowa-

nych ze ścieków 

Gatunek 

 Minimalne stężenie hamujące (mg·l-1) 

Liczba 

szczepów 
wankomycyny tejkoplaniny 

 

MIC ≥ 4 MIC ≥6‒≥16 MIC ≥32‒≥128 MIC ≥ 256 MI C ≥1 MIC≥16‒256 
 

ścieki szpitalne 

E. faecium  36 22,2% 21,3% 13,9% 3,7% 15,4% 0,0% 

E. faecalis  26 34,6% 29,5% 12,8% 1,3% 10,7% 0,0% 

E. durans 1 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 

E. avium 7 14,3% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 

E. hirae 2 0,0%% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 

E. gallinarum 1 100% 100% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 

E. casseliflavus 1 100% 66,7% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 

inne enterokoki 10 10% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%  

ścieki nieoczyszczone 

E. faecium  28 53,6% 38,1% 9,5% 3,6% 10,7% 0,7% 

E. faecalis  20 46,7% 45,6% 16,7% 5,6% 10,0% 0,7% 

E. avium 4 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 

E. hirae 1 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 

E. gallinarum 3 100,0% 100,0% 33,3% 0,0% 100,0% 0,0% 

inne enterokoki 12 50,0% 50,0% 50,0% 38,9% 50,0% 43,3%  

ścieki oczyszczone 

E. faecium  38 57,9% 46,5% 17,5% 5,3% 18,4% 4,7% 

E. faecalis  29 62,1% 39,1% 10,3% 0,0% 37,9% 3,4% 

E. durans 3 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 

E. avium 2 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 

E. hirae 4 75,0% 58,3% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 

E. gallinarum 1 100% 66,7% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 

inne enterokoki 21 61,9% 50,8% 47,6% 36,5% 47,6% 40,0% 
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5.10.2. Wykrywanie genów oporności na wankomycynę (van) wśród oznaczonych ścieków 

szpitalnych 

Wśród 250 szczepów różnych enterokoków wyizolowanych ze ścieków szpitalnych, nieoczyszczo-

nych i oczyszczonych geny oporności na wankomycynę van wykrywano głównie u E. faecium i E. fae-

calis. W ściekach szpitalnych oznaczono dwa szczepy (5,6%) E. faecium posiadające gen vanA, 5 szcze-

pów (13,8%) z genami vanB i 4 szczepy (11,1%) z genami vanC1. W ściekach nieoczyszczonych udział 

procentowy genów vanB w oznaczanych izolatach był niższy i wynosił 10,7%, a genów vanC1 wzrósł 

do 25,0%. Największą liczbę izolatów (20) E. faecium z genami oporności na wankomycynę (vanB ‒

13,1% i vanC1 ‒ 39,5% szczepów) oznaczono w ściekach oczyszczonych. W przypadku gatunku 

E. faecalis stwierdzono większy udział genów oporności na wankomycynę w ściekach nieoczyszczo-

nych i oczyszczonych. Oznaczono głównie występowanie genów vanC1 (40,0% szczepów w ściekach 

nieoczyszczonych i 37,9% w ściekach oczyszczonych). Szczepy z oznaczonymi genami vanB u tych 

bakterii nie przekraczały 4,0% w ściekach szpitalnych i oczyszczonych oraz 14% w ściekach nieoczysz-

czonych. U wszystkich gatunków E. gallinarum i E. casseliflavus, izolowanych z badanych ścieków 

wykryto geny vanC1 i vanC2/C3 warunkujące naturalną oporność tych bakterii na wankomycynę.  

Rys. 36. Liczba genów van występujących wśród wszystkich izolowanych szczepów enterokoków fe-

notypowo wrażliwych i opornych na wankomycynę, izolowanych ze ścieków 
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5.10.3. Identyfikacja czynników wirulencji wśród izolowanych enterokoków ze ścieków  

Wśród 250 szczepów enterokoków izolowanych ze ścieków 188 (75,2%) szczepów posiadało różne 

geny wirulencji. Największy odsetek izolatów posiadał geny efaA i ccf. Geny te występowały odpo-

wiednio u 44,6 i 48,2% szczepów izolowanych ze ścieków szpitalnych, u 51,5 i 52,9% szczepów izolo-

wanych ze ścieków nieoczyszczonych oraz u 55,3 i 39,5% szczepów izolowanych ze ścieków oczysz-

czonych. Najmniej oznaczono szczepów (12,0%) pozytywnych dla genów ace w ściekach szpitalnych 

oraz esp (13,2 % i 18,4 %) w ściekach nieoczyszczonych i oczyszczonych. Obserwowano wzrost składu 

procentowego (od kilku do około 10%) niektórych genów wirulencji (hyl, ace, efaA, gelE, as, esp)  

w ściekach oczyszczonych w stosunku do ich liczby oznaczanej w ściekach szpitalnych i nieoczyszczo-

nych. Oznaczana różnorodność gatunków posiadających geny wirulencji również była największa w 

ściekach oczyszczonych (Tab. 30). Stwierdzono większą pulę genów wirulencji wśród szczepów E. fae-

calis niż u E. faecium. Procentowy udział szczepów E. faecalis z różnymi genami zjadliwości wahał się 

od 26,9% do 84,6% w ściekach szpitalnych, od 5,0 do 75,0% w ściekach nieoczyszczonych i od 41,4 

do 100% w ściekach oczyszczonych (Tab. 30). Natomiast udział procentowy szczepów wirulentnych E. 

faecium w ściekach szpitalnych, nieoczyszczonych i oczyszczonych mieścił się odpowiednio w prze-

działach: 0 ‒ 30,6%; 14,3 ‒ 57,1% i 18,4 ‒ 55,3%. Przeważnie największy odsetek (ponad 70%) szcze-

pów E. faecalis i (od 40 do 60% szczepów) E. faecium (izolowanych z badanych ścieków) posiadało 

geny efaA, cpd i ccf. Jedynie w ściekach szpitalnych najwiekszy udział procentowy (ponad 20%) miały 

szczepy E. faecium posiadające geny cylA, hyl i ace (Rys 37). Wśród gatunków E. durans, E. avium, 

 E. hirae, E.gallinarum i E. casseliflavus/favescens liczba szczepów wirulentnych i różnorodność ozna-

czonych genów wirulencji (średnio oznaczano 5 genów wirulencji) była przeważnie mniejsza niż u E. 

faecium i E. faecalis (średnio oznaczano 10 genów wirulencji) (Rys. 38).W sezonach badawczych więk-

szy procentowy udział enterokoków posiadających geny wirulencji oznaczano zimą (średnio 11,4%)  

i jesienią (średnio 7,7%) wśród szczepów pochodzących ze ścieków szpitalnych oraz zimą (średnio 12,6 

%) i wiosną (średnio 15,9%) wśród szczepów izolowanych ze ścieków nieoczyszczonych i oczyszczo-

nych. Przeważnie najmniej szczepów wirulentnych (średnio 2,8% ‒ 10,6%) oznaczano w próbkach ście-

ków latem (Rys. 39). 
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Tab. 30. Liczba i procent występowania genów wirulencji u bakterii Enterococaceae w ściekach szpi-
talnych, nieoczyszczonych i oczyszczonych odprowadzanych do rzeki Łyny 

  Liczba i procent (%) izolatów z genami wirulencji: 

Gatunki 

  
Liczba  

szczepów 

cylA hyl ace efaA  gelE  as esp  cob  cpd  ccf  

    Ścieki szpitalne (SSZ) 
E. faecium  36 9(25,0) 11(30,6) 0 9(25,0) 3(8,3) 4(11,1) 2(5,6) 0 4(11,1) 7(19,4) 

E. faecalis  26 11(42,3) 7(26,9) 8(30,8) 23(88,5) 13(50,0) 10(38,5) 9(34,6) 10(38,5) 20(76,9) 22(84,6) 

E. durans 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

E. avium 7 2(28,6) 1(14,3) 1(14,3) 4(57,1) 1(14,3) 4(57,1) 1(14,3) 5(71,4) 6(85,7) 7(100) 

E. hirae 1 0 0 0 0 0 1(100) 0 0 0 0 

E. gallinarum 1 1(100) 0 0 0 0 1(100) 1(100) 0 0 1(100) 

E. casseliflavus 1 1(100) 0 0 0 0 1(100) 0 0 0 0 

inne enterokoki 10 1(10) 0 1(10) 1(10) 1(10) 2(20) 0 3(30) 3(30) 3(30) 

                Suma 
(%) 

83 
25(30,1) 19(22,9) 10(12,0) 37(44,6) 18(21,7) 23(15,7) 13(15,7) 18(21,7) 33(39,8) 40(48,2) 

    Ścieki nieoczyszczone (SN) 
E. faecium  28 6(21,4) 7(25,0) 8(28,6) 13(46,4) 8(28,6) 4(14,3) 6(21,4) 10(35,7) 13(46,6) 16(57,1) 

E. faecalis  20 8(40,0) 5(25,0) 15(75,0) 15(75,0) 9(45,0) 6(30,0) 1(5,0) 9(45,0) 14(70) 14(70,0) 

E. avium  4 0 0 0 3(75,0) 0 0 1(25,0) 1(25,0) 1(25,0) 2(50,0) 

E. hirae 1 0 0 0 0 0 1(100) 0 0 0 0 

E. gallinarum 3 1(33,3) 0 2(66,7) 2(66,7) 0 0 0 0 1(33,3) 2(66,7) 

inne enterokoki 12 1(8,3) 2(16,7) 0 2(16,7) 0 0 1(8,3) 1(8,3) 2(16,7) 2(16,7) 

                Suma 
(%) 

68 16(23,5) 14(20,6) 25(36,8) 35(51,5) 17(25,0) 11(16,2) 9(13,2) 21(30,9) 31(45,6) 36(52,9) 

    Ścieki oczyszczone (SO) 
E. faecium  38 9(23,7) 13(34,2

) 
15(39,5) 21(55,3) 14(36,

8) 
8(21,1) 7(18,4) 10(26,3) 14(36,8) 15(39,5) 

E. faecalis  29 12(41,4) 15(51,7
) 

15(51,7) 25(86,2) 17(58,
6) 

13(44,8) 12(41,4) 24(82,8) 29(100) 29(100) 

E. durans 3 0 1(33,3) 1(33,3) 2(66,7) 2(66,7) 2(66,7) 133,3) 2(66,7) 2(66,7) 2(66,7) 

E. avium 2 1(50,0) 0 1(50,0) 2(100) 1(50,0) 2(100) 1(50,0) 1(50,0) 1(50,0) 1(50,0) 

E. hirae 4 0 0 1(25,0) 3(75,0) 0 0 0 0 1(25,0) 3(75,0) 

E. gallinarum 1 1(100) 0 0 0 0 0 0 0 0 1(100) 

inne enterokoki 21 3(14,3) 6(28,6) 1(4,8) 7(33,3) 1(4,8) 0 1(4,8) 2(9,5) 4(19,0) 3(14,3) 

                Suma 
(%) 98 9(23,7) 13(34,2) 15(39,5) 21(55,3) 14(36,8) 8(21,1) 7(18,4) 10(26,3) 14(36,8) 15(39,5) 

 

 

Rys. 37. Udział procentowy i liczba E. faecium i E. faecalis z genami wirulencji ze ścieków szpital-
nych, nieoczyszczonych i oczyszczonych odprowadzanych do rzeki Łyny 

0

5

10

15

20

25

30

35

0,0

20,0

40,0

60,0

80,0

100,0

cy
lA h
yl

a
ce

e
fa

A

g
e

lE a
s

e
sp

co
b

cp
d

cc
f

cy
lA h
yl

a
ce

e
fa

A

g
e

lE a
s

e
sp

co
b

cp
d

cc
f

cy
lA h
yl

a
ce

e
fa

A

g
e

lE a
s

e
sp

co
b

cp
d

cc
f

lic
zb

a 
sz

cz
e

p
ó

w
 

%
 s

zc
ze

p
ó

w
 

ścieki szpitalne                    ścieki nieoczyszczone              ścieki oczyszczone

E. faecium E. faecalis



87 

  Wyniki badań 

 

 

 

Rys. 38. Liczba szczepów poszczególnych gatunków enterokoków posiadających geny wirulencji 

izolowanych ze ścieków szpitalnych, nieoczyszczonych i oczyszczonych odprowadzanych 

do rzeki Łyny 

 

 

Rys. 39. Udział procentowy i liczba szczepów z genami wirulencji izolowana ze ścieków szpitalnych, 
nieoczyszczonychi oczyszczonych odprowadzanych do rzeki Łyny w poszczególnych sezo-
nach badawczych 
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5.10.4. Określenie przeżywalności ex situ antybiotykoopornego i wirulentnego szczepu Ente-

rococcus faecalis izolowanego z wód rzeki Łyny 

Ze względu na dominację szczepów E. faecalis (z potwierdzoną opornością MDR oraz genami 

wirulencji) wśród izolowanych bakterii w wodach rzeki Łyny określono jego przeżywalność. W bada-

niach uwzględniono dwie metody, klasyczną płytkową i metodę barwienia fluorescencyjnego 

LIVE/DEAD BacLight™ (BacLightTM Bacterial Viability Kit, Molecular Probes). Testowano przeży-

walność szczepu w filtrowanej i niefiltrowanej wodzie rzecznej w dwóch różnych temperaturach  

4 i 10ºC przez okres 250 dni. Obie metody uwzględniono przy ocenie przeżywalności E. faecalis w 

wodzie filtrowanej. Ze względu na mikrobiotę towarzyszącą w wodzie niefiltrowanej do określenia 

przeżywalności E. faecalis zastosowano tylko metodę hodowlaną na podłożu wybiórczym SB. 

 Bez względu na rodzaj wody i temperaturę przechowywania w pierwszych dniach inkubacji 

obserwowano wzrost liczebności E. faecalis oznaczanych zarówno metodą płytkową jak i LIVE/DEAD 

(woda filtrowana). W wodzie filtrowanej przechowywanej w 4 ºC największy wzrost liczebności  

E. faecalis obserwowano w pierwszym dniu inkubacji. Populacja E. faecalis w wodzie filtrowanej prze-

chowywanej w 4 ºC zwiększała się od 6,8 do 7,3 log jtk∙ml-1 (metoda płytkowa) i 7,8 log kom.·ml-

1(metoda LIVE/DEAD). W filtrowanej wodzie przechowywanej w 10ºC obserwowano wzrost populacji 

oznaczanych bakterii w 2 pierwszych dniach inkubacji a w niefiltrowanej ich liczba rosła do 3 dnia 

badań osiągając maksymalną wartość około 8 log kom.·ml-1. W następnych dniach przechowywania we 

wszystkich badanych próbkach liczba E. faecalis systematycznie spadała. Populacja E. faecalis osią-

gnęła około 6 log kom.·ml-1, (czyli o prawie 1 log kom.·ml-1 mniej niż dawka zaszczepiona) w wodzie 

filtrowanej przechowywanej w 4 i 10 ºC w 35 dniu badań. Jedynie w przypadku oznaczeń prowadzonych 

LIVE/DEAD spadek ten był notowany w 56 dniu inkubacji w wodzie filtrowanej przechowywanej  

w 4 ºC (Rys. 40 A, B). W wodzie niefiltrowanej przechowywanej w temp. 4 i 10 ºC spadek oznaczanych 

bakterii do poziomu 6 log kom.·ml-1 oznaczono odpowiednio po 14 i 7 dniach inkubacji. W wodzie 

niefiltrowanej przechowywanej w 4 i 10 ºC nie stwierdzano E. faecalis odpowiednio po 250 i 133 dniach 

inkubacji (Rys. 41) W wodzie filtrowanej przechowywanej w obu temperaturach inkubacji w ostatnim 

dniu inkubacji metodą płytkową oznaczono E. faecalis w ilości około log·ml‒1. Obumieranie populacji 

E. faecalis obserwowano również przy zastosowaniu metody fluorescencyjnego barwienia – 

LIVE/DEAD jednak oznaczane liczby żywych bakterii  były większe niż w przypadku tych, które udało 

się wyhodować. Pod koniec eksperymentu badana liczba E faecalis oznaczana w wodzie filtrowanej 

mieściła się pomiędzy 3 a 4 log·ml-1. Różnice w liczebnościach E. faeaclis oznaczone metodą płytkową 

a metodą LIVE/DEAD można określić jako stan niehodowalności, określany jako VBNC (ang. viable 

but nonculturable). 
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Rys. 40. Przeżywalność ex situ Enterococcus faecalis oznaczana w (A) filtrowanej i przechowywanej 

w 4 ºC i (B) filtrowanej przechowywanej w 10 ºC wodzie rzeki Łyny 
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Rys. 41. Przeżywalność ex situ Enterococcus faecalis oznaczana w niefiltrowanej wodzie rzeki Łyny 

 

5.10.5. Analiza podobieństwa występowania oporności fenotypowej i genotypowej oraz wi-
rulencji szczepów enterokoków izolowanych z wody i ścieków  

Wykonano analizę skupień metodą aglomeracji, która pozwoliła na określenie zróżnico-

wania badanych środowisk (rzeki Łyny, ścieków szpitalnych nieoczyszczonych i oczyszczo-

nych) pod względem występowania antybiotykoopornych i wirulentnych szczepów bakterii na-

leżących do rodziny Enterococaceae. Wykazano, że pod względem występowania antybioty-

koopornych i wirulentnych enterokoków utworzyły się dwa odrębne zgrupowania badanych 

środowisk (Rys. 42, 43).  

Najbardziej powiązane środowiska pod względem występowania szczepów enterokoków 

z opornością na podobne grupy antybiotyków stanowiły wody z obszarów rolnych i leśnych, 

które znalazły się w jednym klastrze. Drugą grupę utworzyły pozostałe badane środowiska,  

z silniejszym powiązaniem między ściekami oczyszczonymi a wodą rzeki pochodząca z tere-

nów zurbanizowanych (Rys. 42). 
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Rys. 42. Podobieństwo badanych środowisk: SSZ - ścieki szpitalne; SN - ścieki nieoczyszczone; SO - 
ścieki oczyszczone; OL - woda z obszarów leśnych; OR - woda z obszarów rolnych; OZ - 
woda z obszarów zurbanizowanych pod względem występowania antybiotykoopornych ente-
rokoków 

Analiza skupień dotycząca występowania genów van (oporność na wankomycynę)  

i czynników wirulencji wśród wyizolowanych szczepów enterokoków z badanych środowisk 

pokazała natomiast nieco inne rezultaty. Stwierdzono zbliżony profil genów van i czynników 

wirulencji enterokoków występujących w ściekach oczyszczonych i w wodzie rzeki Łyny  

z obszarów zurbanizowanych. Druga grupę utworzyły pozostałe badane środowiska z zazna-

czonym silniejszym powiazaniem między ściekami szpitalnymi i nieoczyszczonymi. (Rys. 43). 
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Rys. 43. Podobieństwo badanych środowisk: SSZ ‒ ścieki szpitalne; SN ‒ ścieki nieoczyszczone; SO ‒ 
ścieki oczyszczone; OL ‒ woda z obszarów leśnych; OR ‒ woda z obszarów rolnych; OZ ‒ 

woda z obszarów zurbanizowanych pod względem występowania enterokoków z genami van 

i czynnikami wirulencji
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6. Dyskusja wyników 

6.1. Charakterystyka jakości mikrobiologicznej wód rzeki Łyny 

Czułym bioindykatorem informującym o zmianach zachodzących w zbiornikach wodnych są 

bakterie. Pozwalają one w szybki i wiarygodny sposób ocenić bieżący stan sanitarny badanego środo-

wiska i dają szybką odpowiedź dotyczącą potencjalnych źródeł jego zanieczyszczenia. Do oceny stanu 

sanitarnego wód rzeki Łyny (od jej źródeł do granicy z Rosją) wykorzystano, bakterie z grupy coli (TC), 

bakterie coli typu fekalnego (FC), paciorkowce kałowe (enterokoki) (E), określane jako FIB (z ang. 

fecal indicator bacteria). Obecnie FIB są używane na całym świecie do monitorowania jakości wody 

pod względem ewentualnego zagrożenia sanitarno-epidemiologicznego. Ponadto pośrednio służą do 

oceny ryzyka związanego z występowaniem innych form patogennych, a tym samym są wskaźnikiem 

przenoszenia chorób drogą wodną (Boehm i Soller 2011, Cabral 2010, Islam i in. 2017, Olapade i Weage 

2010, WHO 2006).  

W badaniach własnych wód rzeki Łyny uwzględniono również heterotroficzne bakterie: psychro-

filne (A22) i mezofilne (A37). Bakterie psychrofilne funkcjonują w wodzie jako mikrobiota autochto-

niczna (tzw. tubylcza). Natomiast mezofile określane są jako formy allochtoniczne (tzw. obce), które 

przedostają się z zanieczyszczeniem zewnętrznym związanym ze spływami powierzchniowymi ze 

zlewni lub dopływem różnego typu ścieków. Ze względu na korelacje tych grup bakterii z zawartością 

substancji organicznej rozpuszczonej w wodzie rozpoznanie ich składu jakościowego i liczebności jest 

podstawową informacją w badaniach mikrobiologicznych wody. Wśród wielu rodzajów bakterii mezo-

filnych, szczególną rolę jako bioindykatory bezpieczeństwa epidemiologicznego środowisk wodnych 

pełnią paciorkowce kałowe. Wodę rzeki Łyny dodatkowo przebadano na obecność paciorkowców ka-

łowych (enterokoków) opornych na niskie stężenia wankomycyny EVAN. Uwzględnienie bakterii EVAN 

w badaniach było podyktowane uzyskaniem niepokojących wyników związanych z obecnością tego 

typu bakterii we wcześniejszych pilotażowych badaniach wód rzeki w strefie oddziaływania miejskiej 

oczyszczalni ścieków w Olsztynie. Badania tego typu są rzadko prowadzone w środowisku przyrodni-

czym. Na podłożu z dodatkiem wankomycyny często wyrastają enterokoki zależne od wankomycyny 

VDE (vancomycin - dependent enterococci). Debaty na temat szczepów VDE toczą się głównie na polu 

medycyny klinicznej, a według Wilksa (1997) bakterie te można wykryć tylko gdy się ich „specjalnie 

szuka”. Nie zmienia to jednak faktu, że są one obecne w środowiskach przyrodniczych i chociaż nie są 

zdolne do wzrostu bez obecności antybiotyków glikopeptydowych, istnieje niebezpieczeństwo ich po-

wrotu do formy niezależnej od wankomycyny a tym samym uzyskaniu oporności na jej wysokie stężenia 

(Cetinkaya i in. 2000, Przybylski 2007b). 

W wodzie rzeki Łyny obserwowano zróżnicowanie przestrzenne i czasowe wszystkich oznacza-

nych grup bakterii wynikające z lokalizacji stanowisk badawczych i sezonów poboru próbek wody oraz 

wpływu czynników środowiskowych i działalności antropogenicznej. Na podstawie przeprowadzonej 

analizy statystycznej stwierdzono, że oznaczone różnice pomiędzy liczebnościami badanych grup 



93 

  Dyskusja wyników 

 

 

bakterii w zależności od czasu i miejsca poboru próbek badanej wody były istotne statystycznie 

(p<0,05). Wykazano również, na podstawie korelacji Pearsona, różne zależności między liczebnościami 

oznaczanych w wodzie FIB a analizowanymi parametrami fizyko-chemicznymi. 

Średnia liczba oznaczanych bakterii psychrofilnych utrzymywała się na poziomie od 3,12 log 

jtk·ml-1 (woda z obszarów zalesionych) do 3,70 log jtk·ml-1 (woda z terenów zurbanizowanych) i we 

wszystkich próbkach wody rzeki i była przeważnie o jeden rząd wielkości większa, niż liczba bakterii 

mezofilnych. Iloraz A22 do A32 był w ponad 60% próbek wód pobieranych z obszarów rolnych i zurba-

nizowanych niższy od 10, co może świadczyć o zanieczyszczeniu Łyny materią organiczną łatwo roz-

kładalną przedostająca się do rzeki ze spływów obszarowych i punktowych. W rzekach polskich domi-

nację grupy bakterii psychrofilnych w stosunku do mezofilnych stwierdzali Bojarczuk i in. (2018) oraz 

Lenart-Boroń i in. (2016) w wodach rzeki Białki, Gołaś (2011) w wodzie rzeki Drwęcy, Donderski  

i Wilk (2002) w wodzie rzeki Wisły, czy Niewolak, Gotkowska-Płachta (1999) w wodach rzek Czarna 

Hańcza i Stara Hańcza, dopływających do jeziora Hańcza. 

W badaniach własnych oznaczana liczba drobnoustrojów FIB w wodzie rzeki Łyny kształtowała 

się w zakresie od kilkunastu jtk∙ml-1 do kilku tysięcy jtk∙ml-1. Zanieczyszczenie mikrobiologiczne bada-

nej rzeki zmieniało się w zależności od sposobu użytkowania powierzchni zlewni, przez którą rzeka 

przepływała. Łyna płynąca przez obszary leśne z ograniczonym wpływem antropopresji charakteryzo-

wała się najmniejszymi liczebnościami oznaczanych bioindykatorów stanu sanitarnego (TC, FC, E). 

Wartości tych drobnoustrojów kształtowały się na poziomie 0,001 - 1,28 log jtk∙ml-1 i były przeważnie 

kilkukrotnie mniejsze niż oznaczane w wodzie rzeki z terenów użytkowanych rolniczo i zurbanizowa-

nych, gdzie średni poziom FIB wahał się od 0,06 do 2,44 log jtk∙ml-1. Zaobserwowano również zróżni-

cowanie liczebności większości oznaczanych wskaźników w poszczególnych sezonach badawczych. 

Stwierdzano spadek liczebności TC i FC w wodzie na wszystkich wyznaczonych stanowiskach zimą, 

kiedy to temperatura wody wahała się od 2°C do 11°C i wzrost latem z temperaturą w okolicach 22°C. 

Tendencja ta nie dotyczyła paciorkowców kałowych (E) i oznaczanych w wodzie bakterii EVAN, których 

liczba utrzymywała się przeważnie na stałym poziomie w każdym z sezonów badawczych. Jedynie zimą 

(E) i jesienią (EVAN) obserwowano wzrost liczby tych bakterii do kilkunastu jtk w ml wody. Podobne 

tendencje wzrostu liczebności paciorkowców kałowych zimą stwierdził Kacar (2011) badając 5 rzek w 

zlewni Morza Egejskiego w zachodniej części Turcji. Określone różnice między liczebnościami ozna-

czanych FIB w wodzie rzeki Łyny, w zależności od miejsca i sezonu pobierania próbek, odzwierciedlają 

przestrzenną zmienność wpływu czynników środowiskowych i antropogenicznych na te drobnoustroje. 

Rosnąca liczba testowanych mikroorganizmów od źródeł rzeki, przez tereny użytkowane rolniczo do 

zurbanizowanych pokazują wpływ różnych czynników związanych z oddziaływaniem punktowych (go-

spodarka ściekowa) i obszarowych (spływy z obszarów użytkowanych rolniczo) zanieczyszczeń prze-

dostających się do tego ekosystemu głównie na skutek działalności antropogenicznej. Analiza głównych 

składowych (PCA) pozwoliła na rozróżnienie głównych czynników, wpływających na zmienność mi-

krobiologiczną FIB w wodzie rzeki Łyny. Bakterie A37, TC i FC były powiązane istotnie z zawartością 
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ChZT, Pog, oraz temperaturą wody i sezonem letnim. Natomiast E, EVAN korelowały głównie ze stęże-

niami TOC, PPO4
3-, NNO2

- i obszarem zurbanizowanym. Skorelowane ujemnie były liczebności bakterii 

oznaczanych na obszarach zalesionych głównie zimą (Rys. 22). Uzyskane wyniki wskazują, że najwięk-

sze zanieczyszczenie wody rzeki badanymi bakteriami było latem oraz na obszarach zurbanizowanych. 

Natomiast obszary zalesione szczególnie zimą były zanieczyszczone mikrobiologicznie w najmniej-

szym stopniu. Dodatnie korelacje między parametrami fizyko-chemicznymi a oznaczanymi FIB w wo-

dzie potwierdziła również korelacja Pearsona. Wysoce istotną dodatnią korelację (p<0,01) obserwo-

wano głównie między liczebnością większości oznaczanych FIB a temperaturą, koncentracjami: TOC, 

DOC, ChZT i Pog. W przypadku bakterii A37 i TC również między ich liczebnością a zawartością NNO2
-
 

i  PPO4
3-

. Podobne korelacje między rodzajem użytkowania powierzchni gruntów w zlewni a parametrami 

fizyko-chemicznymi i/lub mikrobiologicznymi w wodzie rzecznej obserwowali także Economou i in. 

(2013), Nnane i in. (2011) i Wilkes i in. (2009, 2011). Zwiększone ładunki związków azotu, fosforu, 

węgla i FIB są często stwierdzane w wodach zanieczyszczonych i mogą być traktowane jako uniwer-

salne wskaźniki takich zanieczyszczeń (Hatt i in. 2004; Tryland i in. 2002). Tendencje pokazujące za-

leżności między stopniem zanieczyszczenia badanego zbiornika a sposobem użytkowania zlewni, ro-

dzajem zanieczyszczeń, sezonem badań i wpływem czynników fizyko-chemicznych były stwierdzane 

również w innych ekosystemach lotycznych. Na przykład Bojarczuk i in. (2018) oraz Lenart-Boroń i in. 

(2016) obserwowały w wodzie rzeki Białki niskie liczebności E. coli i Enterococcus w rejonie źródeł 

rzeki i na terenie Tatrzańskiego Parku Narodowego. Liczebności tych bakterii  nie przekraczały poziomu 

kilku do kilkunastu jtk w 100 ml badanej wody z obszaru parku, rosły natomiast wraz z dopływem 

zanieczyszczeń związanych z gospodarką ściekową i ruchem turystycznym. Autorki (Bojarczuk i in. 

2018 oraz Lenart-Boroń i in. 2016) wykazały również silne powiązanie między FIB, sezonami badaw-

czymi a oznaczanymi parametrami fizyko-chemicznymi i zanieczyszczeniem wód rzeki. Servais i Pas-

serat (2009) badając 7 rzek w dziale wodnym Sekwany wskazuje, że jakość mikrobiologiczna tych wód 

zależy od rodzaju dopływających do niej zanieczyszczeń. Największe zanieczyszczenia badanych rzek 

autorzy stwierdzali w wyniku punktowych dopływów ścieków szpitalnych i komunalnych, mniejsze 

natomiast w związku ze spływami obszarowymi z terenów zalesionych i rolnych. Również badania 

Savichtcheva i Okabe (2006) wykazały wzrost liczebności bakterii wskaźnikowych (od 106 do 108 

jtk·100 ml-1) w zanieczyszczonej ściekami rzece Sekwanie we Francji.  

Podczas prowadzonych badań własnych wody rzeki Łyny najwyższe średnie wartości oznacza-

nych FIB (utrzymujące się na poziomie pomiędzy 0,1 a 3,7 log jtk·ml-1) notowano w próbkach pobiera-

nych ze stanowisk zlokalizowanych za aglomeracjami miejskimi. Wśród 5 miast przez, które przepływa 

rzeka największym ośrodkiem miejskim jest stolica województwa warmińsko-mazurskiego Olsztyn.  

W próbkach wody płynącej przez to miasto jak i bezpośrednio poza jego granicami obserwowano wzrost 

liczebności wszystkich oznaczanych grup bakterii. Średnie maksymalne liczebności TC i Escherichia 

coli (FC) (3,69 i 2,08 log jtk·ml-1) odnotowano w wodzie ze stanowiska zlokalizowanego 200 m za 

oczyszczalnią ścieków „Łyna” w Olsztynie (8Z). Enterokoki liczniej (0,4 – 0,8 log jtk∙ml-1) 
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występowały w próbkach wody pobieranych ze stanowisk usytuowanych poniżej Dobrego Miasta 

(10Z), Lidzbarka Warmińskiego (12Z) i Bartoszyc (13Z). Natomiast EVAN w największych ilościach 

identyfikowano w próbkach wody pobieranych ze stanowiska usytuowanego w centrum Olsztyna na 

terenie parku miejskiego (6Z) oraz poniżej Lidzbarka Warmińskiego (12Z). Większe liczebności EVAN 

oznaczane w wodzie pobieranej na terenie parku miejskiego w Olsztynie mogły być związane z prze-

dostawaniem się do nich odchodów zwierząt dzikich i domowych, przebywających w tym rejonie.  

W odchodach zwierząt występują duże ilości paciorkowców kałowych, w tym szczepów opornych na 

antybiotyki glikopeptydowe (Nowakiewicz i in. 2014, Torres i in. 2018). Podwyższona liczba EVAN w 

wodzie poniżej Lidzbarka Warmińskiego mogła wynikać z zanieczyszczenia tych wód przez zakład 

mleczarski zlokalizowany na terenie miasta. O fakcie tym informowały doniesienia prasowe (www4). 

Odprowadzane nielegalnie, nieoczyszczone ścieki mleczarskie mogły stymulować rozwój tych bakterii 

i/lub być ich źródłem. Występowanie bakterii wankomycynoopornych w produktach mleczarskich po-

twierdzają w swoich pracach Giraffa i in. (2000), Citak i in. (2005). Wzrost liczebności bakterii wskaź-

nikowych jest często obserwowany w wodach, do których przedostają się zanieczyszczenia z terenów 

zurbanizowanych związanych z gospodarką ściekową. Problem ten odnotowuje wielu autorów, badają-

cych różne zbiorniki wodne stanowiące odbiorniki ścieków poprodukcyjnych i komunalnych zarówno 

w Polsce (Giebułtowicz i in. 2018, Glińska-Lewczuk i in. 2016, Gołaś 2011, Gotkowska-Płachta i in. 

2016, Korzeniewska i Harnisz 2012, Lenart-Boroń i in. 2016) jak i na świecie (Almeida i in. 2007, Olds 

i in. 2018, Olapade i in. 2011, Servais i in. 2007, Kirschner i in. 2009, Passerat i in. 2011). 

W celu określenia czy ścieki komunalne odprowadzane do Łyny z miejskiej oczyszczalni ścieków 

w Olsztynie mogą stanowić zagrożenie sanitarne dla tego zbiornika badano je pod względem obecności 

FIB i antybiotykoopornych oraz wirulentnych szczepów enterokoków. W ściekach nieoczyszczonych 

liczebności bakterii wskaźnikowych osiągały wartości przeważnie o kilka rzędów wielkości większe niż 

stwierdzane w wodzie rzeki Łyny. Liczebności FIB w ściekach nieoczyszczonych mieściły się w prze-

dziale miedzy 4 a 6 log jtk∙ml-1. Mediana TC, FC i E wynosiła odpowiednio 5,64, 4,69 i 4,46  

log jtk·ml-1 Uzyskane wyniki były zbieżne z wynikami innych autorów (Budzińska i in. 2011, Filipkow-

ska 2003, Łuczkiewicz i in. 2010a, Olańczuk-Neyman i in. 2001, Walczak i Donderski, 2007), którzy 

w ściekach nieoczyszczonych szacowali liczebności paciorkowców kałowych i bakterii z rodziny Ente-

robacteriaceae odpowiednio w granicach między 4, a 8 log kom.·ml-1. Efektem sprawnie funkcjonują-

cych oczyszczalni, w procesie oczyszczania ścieków, jest usuwanie zanieczyszczeń organicznych i mi-

krobiologicznych na poziomie powyżej 90%. Wówczas liczebność wskaźników sanitarnych może spa-

dać nawet do kilku rzędów wielkości w stosunku do ich liczby w ściekach nieoczyszczonych. Według 

Walczaka i Donderskiego (2007), w procesie mechaniczno-biologicznego oczyszczania ścieków elimi-

nacja bakterii TC zachodzi na poziomie 97,28%, paciorkowców kałowych 85,97%, natomiast bakterie 

z rodziny Enterobacteriaceae usuwane są w 96,18%. Duże znaczenie w tym procesie ma rodzaj oczysz-

czanych ścieków i technologia ich oczyszczania. Szczególnie obiecujące wydaje się zastosowanie de-

zynfekcji ścieków oczyszczonych za pomocą promieniowania ultrafioletowego. Pilotażowe badania 
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prowadzone przez Olańczuk-Neyman i in. (2001), wykazały, że dawki promieniowania UV w zakresie 

od 40 do 52 mWs/cm2 spowodowały zmniejszenie liczebności Escherichia coli o 3,4 do 3,8 log i ente-

rokoków od 3,1 do 3,3 log w badanych ściekach w stosunku do ich ilości oznaczanych w ściekach 

nieoczyszczonych. Średnia liczba bakterii TC, E. coli i enterokoków w oczyszczonych ściekach, które 

poddano dezynfekcji UV nie przekraczała wartości odpowiednio 50, 15 i 30 na 100 ml badanych ście-

ków. W procesie oczyszczania ścieków komunalnych w miejskiej mechaniczno-biologicznej oczysz-

czalni ścieków „Łyna” w Olsztynie wydajnosć usuwania oznaczanych drobnoustrojów była wysoka  

i wahała się od 97,0% (TC) do 99,6 % (E). Pomimo tego w ściekach oczyszczonych odprowadzanych 

do wód rzeki Łyny bakterie wskaźnikowe FIB nadal stanowiły znaczną pulę zanieczyszczeń mikrobio-

logicznych, a ich mediana wahała się od 1,97 (E) do 3,9 (TC) log jtk·ml-1. Biorąc pod uwagę średnio-

dobowy odpływ ścieków z oczyszczalni „Łyna” wynoszący około 32 tyś m3 na dobę liczby odprowa-

dzanych FIB do wody w ciągu jednego dnia są rzędu 1012-1014 komórek. 

Należy podkreślić, że chociaż nie wszystkie bakterie należące do FIB są chorobotwórcze  

to wzrost ich liczebności koreluje z obniżeniem jakości wody i wskazuje na jej zanieczyszczenie kałowe 

pochodzące od ludzi i/lub zwierząt. W wyniku zanieczyszczenia fekaliami istnieje duże prawdopodo-

bieństwo występowania równolegle z FIB bakterii potencjalnie chorobotwórczych czy patogennych, 

takich jak: Aeromonas hydrophila, Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Pseudomonas aeruginosa, 

Campylobacter spp., Vibrio spp., i Yersinia spp. (Lipp i in. 2001, Horman i in. 2004, Korzeniewska 

2005, Fries i in. 2008, Wilkes i in. 2009, Rodrigues i in. 2011). Pomimo doniesień o zagrożeniach sani-

tarnych jakie niosą ze sobą odprowadzane do wód ścieki oczyszczone, według polskich przepisów nie 

ma obowiązku ich dezynfekcji przed wprowadzeniem do wód powierzchniowych (Rozporządzenie Mi-

nistra Środowiska w sprawie warunków, jakie należy spełnić przy wprowadzaniu ścieków do wód lub 

do ziemi, 2014). Wykorzystanie takich wód może być niebezpieczne dla zdrowia tym bardziej istotnym 

wydaje się monitorowanie ich ze względu na obecność bakteriologicznych wskaźników sanitarnych 

(FIB), które często korelują z występowaniem chorób układu pokarmowego, obecnością genów wiru-

lencji, czy oporności na różne antybiotyki (Lata i in. 2009, Sibanda i in. 2013, Griffin i in. 2003, Harnisz 

i Korzeniewska 2018). Badania tego typu mają duże znaczenie szczególnie w sytuacji gdy dostosowanie 

polskich norm prawnych do wytycznych Ramowej Dyrektywy Wodnej (2000/60/WE) spowodowało 

ograniczenie zakresu oznaczania bakterii wskaźnikowych do E. coli i paciorkowców kałowych, i tylko 

w przypadku wykorzystywania zbiorników wodnych do celów konsumpcyjnych i kąpielowych. Według 

RDW ocena wód opiera się głównie na określeniu składu ilościowego i jakościowego fitoplanktonu, 

fitobentosu, makrofitów, zoobentosu i ichtiofauny. Jednakże identyfikacja tych organizmów nie wska-

zuje bezpośrednio na zanieczyszczenie kałowe badanych zbiorników wodnych. Z tego względu moni-

toring jakości sanitarnej wód powierzchniowych na podstawie tzw. jelitowych bakterii wskaźnikowych 

(FIB) powinien być nadal podstawowym działaniem w ocenie tych ekosystemów. Rzeki płynąc przez 

rozległe obszary o różnym stopniu antropopresji stanowią nośniki zanieczyszczeń mikrobiologicznych 

i powodują wzrost zagrożenia epidemiologicznego mórz, do których wpływają. Dlatego należy 
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podkreślić, że oznaczenie FIB w środowisku stanowi pierwszy krok do pełnej oceny fluktuacji 

drobnoustrojów w aspekcie ich zmian jakościowych i ilościowych na skutek dopływu zanieczyszczeń  

z zewnątrz.  

6.2. Liczebność i aktywność metaboliczna ogólnej liczby bakterii (OLB) oraz bioróżnorodność 
bakterii z rodziny Enterococaceae w wodzie rzeki Łyny płynącej przez analizowane ob-

szary 

Ocenę bioróżnorodności bakterii z rodziny Enterococaceae w wodzie rzeki Łyny 

przeprowadzono wykorzystując oznaczenia bezpośrednie polegające na technice fluorescencyjnej hy-

brydyzacji in situ (FISH). Klasyczne metody hodowlane pozwalają na identyfikację jedynie (0,3% w 

glebie i <0,1% w wodzie) niewielkiego udziału bakterii żyjących w danym środowisku (Amann i in. 

1995, Janssen 2006; Rogers i in. 2007). Ponadto nie uwzględniają bakterii VBNC (ang. viable but not 

culturable), żywych ale niewyrastających na standardowych podłożach mikrobiologicznych. Może to 

prowadzić do niedoszacowania liczby bakterii oznaczanych w danym biotopie, a tym samym błędnej 

interpretacji wyników. Wykorzystanie znakowanych sond oligonukleotydowych komplementarnych do 

określonej sekwencji DNA w badanym materiale i mikroskopii fluorescencyjnej pozwoliły otrzymać 

rzetelne wyniki w czasie zbliżonym do rzeczywistego.  

Wyniki liczebności ogólnej liczby bakterii (OLB), Eubacteria (EUB338), bakterii Lactobacil-

lus/Enterococcus (LAB158), bakterii z rodziny Enterococaceae (ENC38), z rodzaju Enterococcus 

(ENC176), Enterococcus faecalis (ENF191), Enterococcus faecium (ENU140) i Enterococcus gallina-

rum (EGAC183) w wodzie rzeki Łyny były przeważnie kilka razy większe niż okreslone przy użyciu 

metod hodowlanych. Oznacza to, że w rzece znajduje się duża pula bakterii z rodziny Enterococaceae 

w tym pochodzenia kałowego E. faecalis i E. faecium (ENF191, ENU140), które są niehodowlane. Po-

dobne wyniki we wcześniejszych badaniach wód rzeki Łyny uzyskali Gotkowska-Płachta i in. (2016) 

oznaczając bakterie z rodziny Enterobacteriaceae i Escherichia coli sondami ENT183 i ECO1167. 

Drobnoustroje jelitowe przedostające się do wód z kałem są szczególnie narażone na zmianę warunków 

bytowania i wpływ różnych czynników środowiskowych (jak, m.in. temperatura, pH, tlen, dostępność 

składników pokarmowych, czy światło). W wyniku zmiany środowiska mogą one przestać się dzielić  

i namnażać lub utracić zdolności wzrostu na podłożu hodowlanym. Ponadto patogenne lub oportuni-

styczne szczepy tych bakterii poddane warunkom stresogennym wykazują często większą wirulencję, 

co stanowi poważny problem zdrowotny (Rowan 2004). Oznaczane w wodzie Łyny liczebności bakterii 

hybrydyzowanych za pomocą sond LAB158, ENC38i, ENC176, ENF191, ENU140, EGAC183 oraz 

OLB oznaczanej metodą DAPI zmieniały się w zakresie kilku rzędów wielkości w zależności od miejsca 

poboru próbek do badań, sezonu badawczego, rodzaju oznaczanych bakterii oraz wpływu działalności 

antropogenicznej i czynników środowiskowych. Liczebności OLB i bakterii z rodziny Enterococaceae 

były przeważnie najmniejsze w wodzie pobieranej z obszarów zalesionych i zmieniały się w zakresie 

od 103 do 106 komórek w 1 ml. Podobnie jak w przypadku oznaczanych metodami klasycznymi FIB 

liczba oznaczanych bakterii metodami fluorescencyjnymi wzrastała w próbkach wody z terenów 
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rolniczych i zurbanizowanych. Liczebności OLB wraz z biegiem rzeki i wzrostem jej zanieczyszczenia 

osiągały poziom około 10,0·106 kom.·ml-1. W innych Polskich rzekach jak Drwęca, Wisła czy Brda 

zmiany OLB oznaczane metodą DAPI mieściły się w podobnym zakresie jak w rzece Łynie. Wynosiły 

one od 105 ‒ 107 komórek w 1 ml i były zbliżone lub różniły się nieznacznie od danych dostępnych  

w literaturze światowej (Gotkowska-Płachta i in. 2016; Gołaś 2011, Velimirov i in. 2011; Tiquia 2010, 

Freese i in. 2006, Małecka i Donderski 2006, Niewolak 1998). Zmiany liczebności i różnorodności ga-

tunkowej oznaczanych OLB zawsze związane były z zanieczyszczeniem tych środowisk lotycznych,  

a tym samym zróżnicowaniem ich trofii. 

Oznaczane w badaniach własnych liczebności bakterii z rodziny Enterococaceae w wodzie rzeki 

Łyny wahały się od 2,78 (EGAC183) do 5,94 (LAB158) log kom.·ml‒1. Przeważnie wzrost liczebności 

tych bakterii notowano na terenach zurbanizowanych i dotyczyły próbek wód pobieranych ze stanowisk 

zlokalizowanych za miastami i oczyszczalniami ścieków. Jedynie gatunki Enterococcus faecalis 

(ENF191) i Enterococcus gallinarum (EGAC183) liczniej występowały w wodzie płynącej przez tereny 

użytkowane rolniczo (stanowiska 14R i 15R). Rzeka w tym rejonie płynie przez liczne łąki, pastwiska  

i pola uprawne następnie kończy bieg w granicach Polski i przepływa na stronę Rosji, gdzie łączy się  

z rzeką Pregołą uchodzącą do Zalewu Wiślanego. Wielu autorów (Devriese i in. 1992, Hwang i in. 2009, 

Torres i in. 2018) podaje ze E. faecalis jest dominującą mikrobiotą w przewodach pokarmowych bydła 

i trzody chlewnej. Natomiast Enterococcus gallinarum to gatunek, który izolowany jest przeważnie  

z przewodów pokarmowych ptaków takich, jak np. kurczaki, gęsi czy kaczki (Dolka i in. 2017). Większe 

liczebności tych gatunków w wodzie z obszarów rolniczych mogą więc wynikać z ich przedostawania 

się ze spływami z łąk i pastwisk wraz odchodami zwierząt hodowlanych. W sezonach badawczych prze-

ważnie najmniejsze średnie liczebności oznaczonych grup bakterii (OLB, EUB338, LAB158, ENC38i, 

ENC176, ENF191, ENU140, EGAC183) w wodzie Łyny stwierdzano zimą, kiedy temperatura zmie-

niała się od 2°C do 11°C. Liczby tych drobnoustrojów w analizowanym okresie utrzymywały się na 

poziomie od kilku lub kilkuset tysięcy komórek (bakterie z rodziny Enterococaceae) do kilku milionów 

komórek w 1 ml badanej wody  (OLB, i EUB338). Wiosna, gdzie średnia temperatura wody oscylowała 

w okolicach 10°C była sezonem, w którym dominowały bakterie oznaczane sondami LAB158, ENC38i, 

ENC176, EGAC183. W przypadku OLB i bakterii E. faecalis i E faecium większe ich liczebności ozna-

czono latem przy maksymalnych temp. wody do 26°C. W okresie tym obserwowano przeważnie dwu-

krotny wzrost liczebności tych drobnoustrojów w porównaniu do ich wartości notowanej zimą i jesienią. 

Statystycznie istotne różnice (p<0,05) pomiędzy procentowym udziałem wszystkich oznaczanych (me-

todą FISH) bakterii między poszczególnymi obszarami (za wyjątkiem bakterii znakowanych sondą 

EUB338 i ENF191) i sezonami (za wyjątkiem bakterii znakowanych sondą ENF191) potwierdzono przy 

użyciu analizy wariancji ANOVA. Również analiza głównych składowych (PCA) wskazała na silne 

powiązania między rodzajem użytkowania zlewni, sezonem badawczym, czynnikami fizyko-chemicz-

nymi a liczebnościami oznaczanych grup drobnoustrojów. Woda z obszarów rolnych i zurbanizowanych 

cechowała się największym zanieczyszczeniem mikrobiologicznym szczególnie w sezonie letnim. 
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Badania próbek wody pobieranych z obszarów leśnych wykazywały najmniejsze ich zanieczyszczenie 

zimą. Na podstawie korelacji Pearsona stwierdzono statystycznie istotne dodatnie powiązania (p<0,01) 

przeważnie miedzy większością oznaczanych bakterii metodami DAPI i FISH a stężeniem związków 

węgla: (TOC, DOC, POC), ChZT, NNO2
-
, PPO4

3- oraz Pog. Tego typu zależności potwierdzają wrażliwość 

oznaczanych drobnoustrojów na wszelkie zmiany zachodzące w środowisku związane z rodzajem i do-

stępnością materii organicznej. Mikrobiota środowisk lotycznych jest jednym z kluczowych uczestni-

ków cyklu biogeochemicznego w procesach przemiany materii organicznej i krążeniu składników od-

żywczych. Drobnoustroje te biorą również aktywny udział w przywracaniu i utrzymaniu stanu równo-

wagi ekologicznej w środowisku (Kent i in. 2007). Zmiany bioróżnorodności mikrobiologicznej w rze-

kach w zależności od stopnia ich czystości, potwierdzją tezę, że zarówno mikroorganizmy allochto-

niczne jak i natywne można zakwalifikować do jednych z najczulszych bioindykatorów jakości wód 

(Bacelar-Nicolau i in. 2003, Tiquia 2010, Ma i in. 2016).  

W przeprowadzonych badaniach własnych wód rzeki Łyny określono powiązania pomiędzy 

oznaczanymi drobnoustrojami a ilością i rodzajem materii organicznej. Odpowiedź uzyskano na pod-

stawie określenia korelacji wszystkich oznaczanych bakterii i różnych frakcji węgla. Stężenie zwiąków 

węgla organicznego: całkowitego (TOC ‒ Total Organic Carbon), cząsteczkowego (POC ‒ Particulate 

Organic Carbon) i rozpuszczonego (DOC ‒ Dissolved Organic Carbon) jest powiązane z zanieczysz-

czeniem wód materią łatwo i trudno rozkładalną (Mołczan i in. 2006). Pośrednio na podstawie POC 

można również wnioskować o intensywności produkcji i rozkładzie materii organicznej (Parszuto, Gła-

żewski 2004). W wodach rzeki Łyny wszystkie grupy bakterii oznaczane metodą FISH i wiekszaść FIB 

korelowały statystycznie istotnie (p<0,01) z różnymi frakcjami węgla. Najmniejsze stężenia różnych 

związków węgla notowano w wodzie z obszarów zalesionych zimą i jesienią, największe przeważnie w 

wodzie z obszarów rolnych: wiosną i latem. Jak podaje Dunalska (2009) stężenie DOC w wodach natu-

ralnych może zmieniać się od <1 do >50 mg C l-1.W wodzie Łyny wartości DOC mieściły się w zakresie 

od 2,79 mg C l-1 na obszarach zalesionych do 10,20 mg C l-1 na obszarach rolnych. Powiazania pomiędzy 

trofią zbiornika wodnego, związkami biogennymi, liczebnością, biomasą i metabolizmem oznaczanych 

bakterii heterotroficznych są istotnym elementem pętli mikrobiologicznej decydującej o jego aktualnym 

stanie troficznym i podatności na zanieczyszczenia (Chróst i Siuda 2006, Chróst i in. 2000, Meyers 

1994, Okuda i in. 2014).  

W celu potwierdzenia, czy wzrost liczebności oznaczanych drobnoustrojów był tożsamy z ich 

aktywnością metaboliczną, zastosowano metodę barwienia fluorescencyjnego LIVE/DEAD Bac-

Light™. Oznaczana żywotność, a tym samym aktywność metaboliczna OLB w wodach rzeki Łyny na 

obszarach leśnych, rolnych i zurbanizowanych była podobna i wynosiła średnio około 60%. Nie obser-

wowano statystycznie istotnych różnic (p<0,05) w przeżywalności oznaczanych bakterii w wodzie  

w zależności od miejsca poboru próbek do badań. Czynnikiem determinującym aktywność OLB w wo-

dzie rzeki Łyna był sezon badań. Największy procent 77,6% bakterii żywych oznaczano wiosną przy 

temperaturach zbliżonych do 12°C, najmniejszy zimą 35,9% kiedy średnia temperatura badanej wody 
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wynosiła 8°C. Podobnie maksymalną aktywność w sezonie wiosennym (64%) i minimalną zimą 

(19,5%) obserwowała Jankowska (2018), w wodach Morza Bałtyckiego. Według różnych autorów 

(Choi i in. 1996, Berman i in. 2001, Lew 2003, Jankowska 2018) skład procentowy oznaczanych bakterii 

aktywnych metabolicznie (tzw. „żywych”) może zmieniać się od 20% do ponad 60% w zależności od 

badanego środowiska (jeziora, wody morskie, osady) i oddziaływania różnych czynników środowisko-

wych.  

6.3. Charakterystyka lekoopornych i wirulentnych enterokoków izolowanych z rzeki Łyny  
i odprowadzanych ścieków 

W badaniach własnych poświęcono szczególną uwagę enterokokom, ze względu na potencjalne 

zagrożenie epidemiologiczne jakie stwarzają dla środowiska. Ponadto silną przesłanką do rozszerzenia 

badań związanych z ta grupą drobnoustrojów były pierwsze wyniki analiz klasycznych wskazujące na 

obecność w wodzie rzeki enterokoków opornych na niskie stężenia wankomycyny EVAN. Podjęto więc 

próbę identyfikacji gatunkowej enterokoków izolowanych z wód rzeki Łyny i z odprowadzanych do 

niej ścieków oraz określenie ich antybiotykooporności i czynników wirulencji.  

W wodzie rzeki Łyny (wśród 202 szczepów) oraz w analizowanych ściekach (wśród 250 szcze-

pów) zidentyfikowano 7 różnych gatunków enterokoków: Enterococcus faecalis, Enterococcus fae-

cium, Enterococcus durans, Enterococcus avium, Enterococcus hirae, Enterococcus gallinarum, E. cas-

seliflavus/flavescens. Oznaczono również enterokoki do rodzaju Enterococcus (nie ustalono ich przy-

należności gatunkowej), które określono jako inne enterokoki (Rys. 44). Najmniej gatunków identyfi-

kowano w próbkach wody z obszarów leśnych (3 gatunki), najwięcej z obszarów rolnych i zurbanizo-

wanych (6 i 7 gatunków). W wodzie rzeki Łyny wśród zidentyfikowanych 131 szczepów przyporząd-

kowanych do 7 gatunków dominowały E. faecalis ‒ 57 szczepów (43,5%) i E. faecium ‒ 40 szczepów 

(30,5%). Biorąc pod uwagę poszczególne obszary leśne, rolne i zurbanizowane procentowy udział obu 

gatunków wśród wszystkich zidentyfikowanych enterokoków był podobny i nie przekraczał 28%. Wy-

jątek stanowił E. faecalis oznaczany w wodzie na obszarach leśnych, którego skład procentowy był 

największy i wyniósł 48,3%. Liczba (0‒9 szczepów) i udział procentowy (0,8‒8,2%) pozostałych 5 ga-

tunków w wodzie na wszystkich badanych obszarach był znacznie mniejszy (Rys 44). E. faecalis  

i E. faecium są to dwa najbardziej rozpowszechnione gatunki w ludzkim kale i ściekach (Boehm i Sas-

soubre 2014, Leberton 2014, Ruoff i in. 1990, Manero i in. 2002). Znaczna liczba tych drobnoustrojów 

występuje też w odchodach zwierząt dzikich i hodowlanych  (Aarestrup i in. 2002, Kühn i in. 2003, 

Layton i in. 2010, Wright i in. 2009, Nowakiewicz i in. 2014). Według Wrighta i in. (2009) u zwierząt 

udomowionych (koty i psy) występuje od 104 do 108, a u dzikich ptaków (mewy, gołębie, kaczki, peli-

kany, czaple) od 103 do 105 komórek E. faecalis w 1 gramie fekaliów. Podobne liczebności tych bakterii 

stwierdza się w odchodach zwierząt dzikich i hodowlanych (Leberton i in. 2014). Stąd też możliwe jest 

przedostawanie się tych drobnoustrojów do wód płynących w rejonach o niskiej jak i wysokiej antropo-

presji. Największym źródłem enterokoków w środowisku są jednak zanieczyszczenia kałowe przenika-

jące do środowiska z dopływami punktowymi (ścieki miejskie, szpitalne, przemysłowe) oraz 
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obszarowymi (tereny użytkowane rolniczo). Potwierdzają to różne badania autorów (Ekwanzala i in. 

2017, Ferguson i in. 2013, Lata i in. 2009) wskazujące, że E. faecalis i E. faecium są najczęściej izolo-

wanymi enterokokami z wód rzecznych zanieczyszczonych kałem.  

W badaniach własnych ścieków odprowadzanych do wód rzeki Łyny największą różnorodność 

gatunków oznaczono w ściekach szpitalnych (7 gatunków wśród 84 szczepów). W ściekach nieoczysz-

czonych identyfikowano 5 (wśród 68 szczepów), a w oczyszczonych 6 (wśród 98 izolatów) gatunków. 

Podobnie jak w wodach rzeki Łyny obserwowano dominację dwóch gatunków. Jednak w ściekach  

w przeciwieństwie do wód dominował E. faecium (102 szczepy, 40,8%), a następnie E. faecalis (75 

szczepów, 30,0%). Natomiast udział procentowy pozostałych gatunków w badanych próbkach ścieków 

nie przekraczał 6% (Rys. 44). W sezonach badawczych największe liczebności i różnorodność gatun-

kową oznaczanych enterokoków stwierdzano wiosną i latem (rzeka Łyna) oraz wiosną i zimą (ścieki 

nieoczyszczone i oczyszczone). Jedynie E. gallinarum i inne gatunki liczniej oznaczano jesienią w ście-

kach szpitalnych. Nie stwierdzono jednak statystycznie istotnego wpływu sezonu (p>0,05) na liczebność 

większości oznaczanych gatunków enterokoków. Jedynie występowanie E. gallinarum było statystycz-

nie istotnie skorelowane z porą roku zarówno w wodzie rzeki jak i w badanych ściekach. E. gallinarum 

to gatunek, który głównie wystepuje w przewodach pokarmowych ptaków (Dolka i in. 2017). Dlatego 

podczas ich migracji jesienią kiedy łączą się w większe grupy, mogą przedostawać się z ich odchodami 

do wód rzeki.  

Większe liczebności i udział procentowy E. faecium w stosunku do liczebności E. faecalis  

w ściekach nieoczyszczonych jak i oczyszczonych oraz w pobliżu ich zrzutu do wód odbiorników 

stwierdzali również inni autorzy (Giebułtowicz i in. 2018, Sadowy i Łuczkiewicz 2014, Lanthier i in. 

2011, Leclercq i in. 2013). Z drugiej strony w ściekach w Szwecji najbardziej rozpowszechnionym ga-

tunkiem był E. faecalis (Kühn i in,. 2003), a E. hirae w ściekach w Portugali i USA (Bonilla i in. 2006, 

Ferreira da Silva i in. 2007).  

Uzyskane wyniki badań własnych potwierdzają doniesienia Byappanahalli i in. (2012), że skład 

ilościowy i jakościowy enterokoków determinowany jest przez różnorodne czynniki antropogeniczne  

i środowiskowe. Według Sadowy i Łuczkiewicz (2014),  dominacja E. hirae i E. faecium w rejonie 

ujścia rzeki do morza może wynikać z charakterystyki wód morskich i dopływu ścieków oczyszczonych 

z pobliskiej oczyszczalni ścieków. Lata i in. (2009) donosi natomiast, że w wodzie rzeki Ganga w In-

diach również najczęściej dominował E. faecalis, którego skład procentowy wynosił 64%, a E. faecium 

24% wśród wszystkich zidentyfikowanych enterokoków. Natomiast E. hirae (2%) izolowano tylko  

z miejsc, gdzie dopływały ścieki z oczyszczalni ścieków zanieczyszczonych metalami ciężkimi. Wystę-

powanie E. durans (8%) wiązano natomiast z obecnością zanieczyszczeń pochodzących ze ścieków 

komunalnych. 
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Rys. 44. Skład procentowy oznaczanych gatunków enterokoków w wodzie rzeki Łyny na obszarach: 
OL–leśnych, OR –rolnych i OZ – zurbanizowanych oraz w ściekach: SSZ – szpitalnych, SN 

– nieoczyszczonych, SO – oczyszczonych 

W badaniach własnych w rzece Łynie E. hirae izolowano jedynie z wody pobieranej ze stano-

wiska zlokalizowanego na terenie zurbanizowanym (13Z), gdzie dopływały ścieki komunalne z oczysz-

czalni w Bartoszycach. Dopływające do tej oczyszczalni ścieki przemysłowe pochodzą z zakładów mię-

snych „Pek‒Bart” Sp. z o.o. Chociaż trudno jednoznacznie udowodnić ich wpływ na kształtowanie 

składu gatunkowego oznaczanych enerokoków, to badania Gotkowska-Płachta i in. (2013) wykazały, 

że generowane w procesie produkcji ścieki z przemysłu mięsnego mogą mieć istotny wpływ na skład 

mikrobioty ścieków oczyszczanych i powietrza w obrębie podzespołów do ich oczyszczania. 

Ostatnio coraz więcej doniesień w literaturze światowej wskazuje na możliwość rozprzestrze-

niania się wielolekoopornych i wirulentnych szczepów enterokoków w środowisku (Giebułtowicz i in. 

2018, Ferguson i in. 2016, Sadowy i Łuczkiewicz 2014, Lata i in. 2016). Źródłem ich może być zarówno 

działalność antropogeniczna (ścieki, gospodarka rolna, turystyka) jak i oddziaływanie środowiskowe 

(dzikie ptactwo i zwierzęta).  

W badaniach własnych podjęto próbę określenia największych źródeł zanieczyszczeń rzeki 

Łyny antybiotykoopornymi i wirulętnymi szczepami enterokoków. Uzyskano profil lekooporności (202 

szczepów enterokoków izolowanych z wód Łyny i 250 ze ścieków) dla 13 leków przeciwdrobnoustro-

jowych należących do 10 różnych grup. Do badań wykorzystano leki reprezentujące: penicyliny, karba-

penemy, aminoglikozydy, glikopeptydy, streptograminy, glicylcykliny, oksazolidynony, tetracykliny, 

fluorochinolony, chemioterapeutyki. Na podstawie reakcji na działanie leków klasyfikowano badane 

szczepy jako wielolekooporne (MDR) i o rozszerzonej oporności (XDR). Wśród 202 wyizolowanych 

szczepów enterokoków w wodzie rzeki Łyny 139 (68,8%) zakwalifikowano do MDR. Większy udział 
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procentowy (70,9%) i liczbę (88) szczepów MDR stwierdzano w wodzie z obszarów zurbanizowanych. 

Obszary leśne z minimalnym wpływem antropopresji i rolne nie były wolne od szczepów MDR. Jednak 

było ich mniej i charakteryzowały się opornością na mniejszą liczbę antybiotyków niż enterokoki izo-

lowane z wody pobieranej z obszarów zurbanizowanych. Oporność na więcej niż 4 antybiotyki stwier-

dzono u 51,7, 57,1 i 67,7% szczepów odpowiednio w wodzie pochodzącej z obszarów leśnych, rolnych 

i zurbanizowanych. Dominującymi gatunkami MDR pod względem liczebności (50 i 33 szczepy)  

i udziału procentowego (87,7 i 82,5%) w wodzie rzeki Łyny bez względu na obszar izolacji były dwa 

gatunki E. faecalis i E. faecium.  

W ściekach oczyszczonych odprowadzanych do wód rzeki Łyny wśród 98 wyizolowanych 

szczepów 91 (92,8%) zaklasyfikowano do MDR. Dużą liczbę (79 i 67) i udział procentowy (94,0%  

i 98,5%) szczepów MDR oznaczano też w ściekach szpitalnych i nieoczyszczonych. Niepokój wzbudza 

fakt, że w badanych ściekach izolowano szczepy o rozszerzonej oporności XDR u dwóch najistotniej-

szych klinicznie gatunków E. faecalis i E. faecium. Największą liczbę (2) i udział procentowy (5,6%) 

szczepów XDR stwierdzono w przypadku E. faecium w ściekach szpitalnych. Jeden szczep (2,6%) tego 

gatunku o rozszerzonej oporności izolowano również ze ścieków oczyszczonych. E. faecium jest naj-

częściej odpowiedzialny za duży odsetek zakażeń szpitalnych i charakteryzuje się największą oporno-

ścią na badane antybiotyki (Szczypta i in. 2016, Byappanahalli i in. 2012). 

Oporność izolatów na środki przeciwdrobnoustrojowe różniła się w zależności od testowanego 

gatunku i źródła jego pochodzenia. W wodzie rzeki Łyny na całej jej długości badane szczepy były 

najczęściej oporne na trimetoprim (ponad 70,0% szczepów), streptomycynę i niskie stężenia wankomy-

cyny (powyżej 40% izolatów). Oznaczane enterokoki wykazywały największą wrażliwość na ampicy-

linę  (od 0 do 4%) i na doksycyklinę (od 0 do około 10%). Podwyższona liczba wyizolowanych szcze-

pów opornych na streptomycynę świadczy o rozprzestrzenianiu się oporności na antybiotyki aminogli-

kozydowe wśród enterokoków w środowisku. Wysoka oporność na aminoglikozydy jest obserwowana 

wśród tych bakterii na całym świecie (Aarestrup i in. 2002, Lata i in. 2009 ) jak i w Polsce (Sadowy  

i Łuczkiewicz 2014). Wśród enterokoków izolowanych ze ścieków szpitalnych, nieoczyszczonych  

i oczyszczonych, stwierdzano również podobną oporność na antybiotyki jak w przypadku enterokoków 

pochodzących z wody rzeki. Może to wskazywać na rozprzestrzenianie się lekoopornych enterokoków 

ze ściekami wzdłuż kontinuum rzecznego Łyny. W badanych próbkach ścieków zidentyfikowano 

szczepy oporne na niskie stężenia wankomycyny, których udział procentowy zmiemiał się od powyżej 

20,0 % (w ściekach szpitalnych) do około 60,0% (w ściekach oczyszczonych). Wśród dwóch sztanda-

rowych gatunków E. faecium i E. faecalis określono obecność szczepów VRE opornych na wysokie 

stężenia wankomycyny (MIC od ≥ 32 do ≥ 256 mg·l-1). Udział procentowy szczepów E. faecalis zali-

czanych do VRE zmieniał się od 10,3% (ścieki oczyszczone) do 16,7% (ścieki nieoczyszczone). Nato-

miast E. faecium od 9,5% (ścieki nieoczyszczone) do 17,5% (ścieki oczyszczone). Podobny skład pro-

centowy VRE (27,0%) w ściekach badanych z 4 różnych oczyszczalni w Stanach Zjednoczonych podaje 

Rosenberg Goldstein i in. (2014). Raporty na temat izolacji VRE ze ścieków w Europie pokazują że ich 
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liczebność jest zróżnicowana i waha się od 2 do 52% w zależności od użytej technologii, rodzaju ście-

ków i etapu ich oczyszczania (Rosenberg Goldstein i in. 2014, Kotzamanidis i in. 2009, Łuczkiewicz  

i in. 2010a, Morris i in. 2012). 

Duże ilości antybiotykoopornych enterokoków w odprowadzanych ściekach oczyszczonych do 

wód Łyny mogły powodować wzbogacenie środowiska rzeki w te drobnoustroje i wpływać na ich roz-

przestrzenianie się na znaczne odległości. Może świadczyć o tym fakt iż wśród szczepów izolowanych 

ze ścieków jak i z wody rzeki oznaczano oporność na podobne grupy antybiotyków. Ponadto w wodzie 

rzeki z obszarów zurbanizowanych (szczególnie w strefie zrzutu oczyszczanych ścieków) izolowano 

zaskakująco dużą liczbę enterokoków (około 70%) opornych na niskie stężenia (6 mg·l-1) wankomycyny 

oraz około 20% szczepów enterokoków opornych na wysokie stężenia tego antybiotyku (MIC ≥ 256 

mg·l-1) Może to wynikać z faktu, że wśród izolatów niewrażliwych na wankomycynę były gatunki E. 

gallinarum i E. casseliflavus/flavescens charakteryzujące się naturalną opornością na antybiotyki gliko-

peptydowe. Poza tym wśród enterokoków określonych jako inne 71 (35,1%) mogły być również szczepy 

wykazujące wrodzoną oporność na wankomycynę. Dodatkowo analizowane próbki posiewano bezpo-

średnio na podłoże SB z dodatkiem wankomycyny, co znacznie podnosi efektywność odzysku bakterii 

opornych na ten antybiotyk. W środowisku mogą występować enterokoki wankomycyno zależne (VDE 

z ang. vancomycin – dependent enterococci), których identyfikacja nie jest możliwa do wykrycia na 

podłożu bez dodatku wankomycyny. Iversen i in. (2002) podkreślają, że wysoki procent VRE (z ang. 

vancomycin resistant enterococci) w badanych próbkach wody i ścieków może wiązać się z zastosowa-

niem wzbogaconego podłoża w wankomycynę do bezpośrednich wysiewów próbek ze środowiska. 

Gambarotto i in. (2000) donosi, że 75% z 65 izolatów odzyskanych VRE z próbek kału zostałoby prze-

oczone, gdyby nie użyto wzbogaconego w wankomycynę podłoża do badań. Novais i in. (2005) ziden-

tyfikował znaczny odsetek szczepów VRE (79%) w ściekach z placówek opieki zdrowotnej i 66,6% w 

ujściu rzeki Douro w Portugalii. Autor podaje, że VRE lepiej odzyskano z płytek zawierających wan-

komycynę (21/31 izolatów, 67,7%) niż z płytek Slanetza i Bartleya bez dodatku antybiotyku (1/31, 

3,2%). Być może między innymi z tego powodu doniesienia o szczepach VRE pochodzących  

z próbek środowiskowych są raportowane rzadko (Sadowy i Łuczkiewicz 2014, Łuczkiewicz i in. 

2010b). Niedoszacowanie związane z metodami izolacji tych drobnoustrojów może wynikać również  

z faktu, że część bakterii bytujących w danym biotopie określana jest jako VBNC (ang. viable but not 

culturable) i nie wyrasta na klasycznych podłożach hodowlanych. W badaniach własnych określono 

skład bakterii z rodziny Enterococaceae in situ metodą FISH. Eksperymentalnie ex situ określano rów-

nież możliwość przeżywalności izolowanego z wody wielolekoopornego i wirulentnego szczepu E. fae-

calis metodą klasyczną i z zastosowaniem testu LIVE/DEAD BacLightTM. Uzyskane wyniki wskazują 

na znaczną pulę bakterii VBNC w badanych próbkach wody, i długi czas ich przeżywalności (około 

ośmiu miesięcy) uzależniony od temperatury i warunków przechowywania. Baudišová (1997) donosi o 

porównawczym badaniu dotyczącym przeżycia bakterii z grupy coli, z grupy coli typu kałowego i E. 

coli, w sterylnej inie sterylnej wodzie rzecznej. W jałowej wodzie wszystkie bakterie przetrwały przez 
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wiele miesięcy. Jednak w warunkach niesterylnych (bliżej prawdziwych warunków środowiskowych) 

szybkość eliminacji wszystkich bakterii była znacznie szybsza. Wpływ różnych warunków fizyko-che-

micznych (temperatura, nasłonecznienie, zasolenie) na przeżywalność bakterii kałowych potwierdzili 

również również inni autorzy (Bordalo i in. 2002, Ishii i in. 2006, Olszewska i Łaniewska-Trokenheim 

2013a, 2013b)  

W wielu krajach w Europie (Szwecja, Hiszpania, Wielka Brytania) w wodach powierzchnio-

wych stwierdzano enterokoki (7%), oporne na wyższe stężenia wankomycyny (20 mg·l-1). Obecność 

tych bakterii oznaczano również w ściekach nieoczyszczonych (71,0%) i oczyszczonych (36,0%) Opor-

ność ta była zidentyfikowana głównie wśród bakterii E. faecalis, które posiadały geny vanA (Kühn i in. 

2005). 

Wśród oznaczanych szczepów izolowanych z wody rzeki Łyny oraz ścieków szpitalnych, nie-

oczyszczonych i oczyszczonych oznaczono przede wszystkim typy oporności vanB i vanC, (vanC1  

i vanC2/C3). Występowały one przeważnie (45% oznaczanych izolatów) u szczepów charakteryzują-

cych się fenotypową opornością na wankomycynę (MIC ≥ od 32 mg·l-1). Jednak liczba izolatów opor-

nych na niskie stężenia wankomycyny była większa i wynosiła 68,8%, co wskazuje, że część szczepów 

miała inne determinanty oporności niż uwzględnione w niniejszym badaniu. Przeważnie najwięcej 

szczepów i różnych gatunków posiadających badane geny van izolowano z wody na terenach zurbani-

zowanych i ze ścieków. Oporność vanC1 i vanC2/3 najczęściej oznaczano wśród E. gallinarum,  

i E. casseliflavus, charakterystyczną dla tych gatunków bakterii. Natomiast gen vanA wykryto jedynie 

u 2 szczepów E. avium, w 5 szczepach enterokoków określonych jako inne w wodzie rzeki Łyny oraz  

u 2 szczepów E. faecium izolowanych ze ścieków szpitalnych. Najwięcej izolatów posiadających geny 

van (od kilku do kilkunastu szczepów) oznaczano wśród E. faecalis i E. faecium. Zaskakująca była 

obecność genów vanC1 u tych szczepów. Do niedawna uważano, że typ oporności VanC jest kodowany 

chromosomalnie i nie ulega transferowi horyzontalnemu. Jednak coraz częściej gen ten wykrywany jest 

wśród E. faecium i E. faecalis, co sugeruje, że może zostać nabyty od E. gallinarum i E. casseliflavus 

w wyniku poziomego transferu (Moura i in. 2013). Uzyskane wyniki badań własnych potwierdzają do-

niesienia o konieczności zachowania ostrożności przy stosowaniu genów vanC1 i vanC2/3 jako marke-

rów specyficznych do wykrywania E. gallinarum i E. casseliflavus. Z roku na rok epidemiolodzy biją 

na alarm w związku z szybkim wzrostem liczebności i rozprzestrzenianiem się enterokoków wieloleko-

opornych i VRE w różnych środowiskach zarówno szpitalnych jak i przyrodniczych. Źródła pochodze-

nia tych bakterii mogą być różne i nadal nie są do końca wyjaśnione. Kolejnym problemem terapeu-

tycznym jest występowanie wśród enterokoków szczepów posiadających czynniki wirulencji, które  

są powiązane z ludzkimi infekcjami i coraz częściej proliferują środowisko (Ferguson i in. 2016, Han-

cock i in. 2014).  

W badaniach własnych wśród 202 wyizolowanych szczepów enterokoków z rzeki Łyny 107 

(53,0%) było zjadliwych. Większą wirulencją cechowały się szczepy izolowane z badanych ścieków 

wśród 250 szczepów 188 (75,2%) miało różne czynniki wirulencji. Zarówno w wodzie jak i w ściekach 
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najwięcej izolatów (bez względu na miejsce ich pochodzenia) posiadało czynnik wirulencji określany 

jako adhezyna ściany komórkowej ‒ efaA (czynnik odpowiedzialny za zapalenie wsierdzia), oraz fero-

mony płciowe ‒ cob, cpd i ccf  biorące czynny udział w procesie wymiany materiału genetycznego,  

a tym samym indukowaniu wirulencji. Znaczny procent izolowanych szczepów (około 40,0%) z wody 

rzeki posiadało również hialuronidazę ‒ hyl. Natomiast w ściekach dodatkowo dosyć licznie występo-

wały szczepy posiadające cytolizynę ‒ cylA (30,1%) (ścieki szpitalne), białko wiążące kolagen ace 

(36,8%) (ścieki nieoczyszczone) i żelatynazę ‒ gelE (36,8%) (ścieki oczyszczone). Wśród zidentyfiko-

wanych gatunków E. faecalis charakteryzował się większą liczbą szczepów posiadających różne czyn-

niki wirulencji niż E. faecium. Podobne wyniki dotyczące rodzaju i częstości występowania czynników 

wirulencji wśród szczepów szpitalnych w Bułgarii uzyskała Strateva i in. (2016). Stwierdzono, że naj-

większym rezerwuarem zjadliwych enterokoków były głównie ścieki nieoczyszczone i oczyszczone od-

prowadzane do Łyny oraz woda rzeki z obszarów zurbanizowanych. Podobne cechy wirulencji wśród 

enterokoków izolowanych z rzeki Ganges w Indiach oznaczała również Lata i in. (2009). Geny wiru-

lencji asa (substancja agregująca) i cylA (toksyna cytolityczna) dominują wśród różnych szczepów en-

terokoków izolowanych ze środowiska szpitalnego, naturalnego, zwierząt, czy ścieków (Creti i in. 2004, 

Ferguson i in. 2016). Obecnie obserwuje się szybkie rozprzestrzenianie markerów wirulencji, antybio-

tykoopornych bakterii (ARB – antibiotic resistant bacteria ) i genów oporności na antybiotyki (ARGs – 

antibiotic resista nce genes) w środowisku. Źródłem tych zagrożeń mikrobiologicznych są punktowe  

i nie punktowe zanieczyszczenia z terenów miejskich użytkowanych rolniczo, szpitali i ścieków. Wzrost 

puli ARB i ARG i w ściekach oczyszczonych i wodach, do których są odprowadzane związany jest  

z gromadzeniem i rozprzestrzenianiem genów oporności i wirulencji na skutek ich horyzontalnego trans-

feru pomiędzy różnymi bakteriami co powoduje zagrożenie dla zdrowia publicznego (Korzeniewska  

i Harnisz 2018, Lekunberri i in. 2017, Niestępski i in. 2019, Osińska i in. 2017, Ziembińska–Buczyńska 

i in. 2015). Zagrożenie związane z rozprzestrzenianiem się wielolekoopornych i wirulentnych gatunków 

enterokoków w środowisku jest tym bardziej realne że nie ma idealnych metod do oszacowania całko-

witej puli tych drobnoustrojów. Dopiero połączenie metod klasycznych i różnych metod molekularnych 

pozwala na bardziej pełną i wiarygodną ocenę oraz rozpoznanie rzeczywistej puli tych drobnoustrojów 

w badanym biotopie.  

Rozpatrując wpływ sposobu użytkowania zlewni, własności fizykochemicznych, sezonu badań 

na liczebność i skład jakościowy oznaczanych drobnoustrojów oraz ich wzajemne zależności uwzględ-

niono różne analizy statystyczne (PCA, analiza skupień WARDA, dwuczynnikowa ANOVA, korelacje 

Pearsona). Na ich, podstawie stwierdzono, że wszystkie te czynniki przeważnie statystycznie istotne 

(<0,05) korelują z oznaczanymi bakteriami. Na podstawie analizy PCA wykazano, że liczebności ozna-

czanych bakterii metodą klasyczną i FISH oraz wartości określanych parametrów fizyko-chemicznych 

były największe wiosną i latem przede wszystkim na terenach zurbanizowanych, najniższe natomiast w 

wodzie na obszarach leśnych głównie zimą. Analiza skupień pozwoliła na określenie najbardziej po-

wiązanych środowisk w aspekcie występowania antybiotykoopornych i wirulentnych enterokoków. 
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Najbardziej podobne pod względem profili antybiotykooporności oznaczanych enterokoków okazały 

się wody rzeki z terenów rolnych i leśnych. Drugą grupę stanowiły pozostałe środowiska (analizowane 

ścieki szpitalne, nieoczyszczone i oczyszczone oraz wody z terenów zurbanizowanych) z silniejszym 

powiazaniem ich występowania w wodzie z obszarów zurbanizowanych i w ściekach oczyszczonych. 

W przypadku identyfikowanych różnych genów wirulencji i oporności na wankomycynę (van) analiza 

skupień pozwoliła na wyodrębnienie również dwóch klastrów. Jeden łączył wodę z obszarów zurbani-

zowanych i ścieki oczyszczone, a drugi pozostałe badane środowiska z silniejszym powiazaniem miedzy 

występowaniem enterokoków z podobnymi genami wirulencji i van w ściekach nieoczyszczonych  

i szpitalnych. 
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7. Podsumowanie i wnioski 

W pracy przedstawiono wyniki analiz mikrobiologicznych i fizyko-chemicznych wód rzeki Łyny 

prowadzonych na ponad 190 kilometrowym odcinku (od źródeł do granicy kraju), na stanowiskach usy-

tuowanych na obszarach leśnych, rolniczych i zurbanizowanych. W celu określenia jaki wpływ na ja-

kość mikrobiologiczną wód rzeki Łyny mają punktowe zrzuty zanieczyszczeń, w badaniach uwzględ-

niono ścieki szpitalne i komunalne wytwarzane na terenie miasta Olsztyn i odprowadzane z miejskiej 

oczyszczalni ścieków „Łyna” do rzeki. Przeanalizowano liczebność, skład jakościowy, aktwność meta-

boliczną oraz zmiennośc sezonową wybranych wskaźników mikrobiologicznych. Ocenę jakości wód 

rzeki prowadzono metodami klasycznymi i molekularnymi. Szczególną uwagę zwrócono na enterokoki, 

które są bioindykatorami zanieczyszczeń fekalnych w ekosystemach wodnych. Bakterie te w związku  

z ich narastającą wielolekoopornością i wirulencją oraz rozprzestrzenianiem w środowiskach przyrod-

niczych mogą stanowić poważne zagrożenie epidemiologiczne. 

Na podstawie przeprowadzonych analiz stwierdzono zróżnicowanie przestrzenne i czasowe 

wszystkich grup bakterii (oznaczanych zarówno metodami klasycznymi jak i molekularnymi), wynika-

jące z lokalizacji stanowisk badawczych i sezonów poboru próbek wody oraz wpływu czynników śro-

dowiskowych i działalności antropogenicznej. Analiza wariancji ANOVA potwierdziła, że różnice po-

między oznaczanymi liczebnościami grup bakterii w zależności od czasu i miejsca poboru próbek ba-

danej wody były istotne statystycznie (p<0,05).  

Wody rzeki Łyny były zróżnicowane pod względem własności fizyko-chemicznych w zależności 

od sezonu i miejsca poboru próbek do badań. Różnice te dla większości określanych właściwości były 

istotne statystycznie (p<0,05). Na podstawie wartości oznaczonych parametrów zaklasyfikowano wody 

rzeki Łyny jako wody I i II klasy czystości. Na obszarach rolnych zimą i latem oraz zurbanizowanych 

latem głównie w pobliżu zrzutu ścieków oczyszczonych stwierdzano również wartości tych wskaźników 

na poziomie właściwym dla wód pozaklasowych. 

Stwierdzono statystycznie istotne dodatnie zależności (p<0,01) między liczebnością większości 

oznaczanych grup bakterii a stężeniem związków węgla (TOC, DOC, POC), azotu (NNO2
-), fosforu 

(PPO4
3- oraz Pog) oraz ChZT. Tego typu zależności potwierdzają wrażliwość analizowanych drobnou-

strojów na wszelkie zmiany zachodzące w środowisku związane z rodzajem i dostępnością materii or-

ganicznej. Wskazują również, że oznaczane wskaźniki mikrobiologiczne są czułym bioindykatorem za-

nieczyszczeń wód rzeki Łyny.  

Uzyskane wyniki badań potwierdziły iż największe wartości parametrów fizyko-chemicznych oraz 

liczebności bakterii oznaczonych metodami molekularnymi (FISH) i klasycznymi występują na tere-

nach zurbanizowanych, wiosną i latem, a najmniejsze na obszarach zalesionych przeważnie zimą.  

Liczby oznaczanych bakterii w wodzie Łyny za pomocą fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ 

(FISH) były kilka tysięcy razy większe niż oznaczane metodami klasycznymi. Świadczy to o obecności 

w wodzie dużych liczebności bakterii VBNC (ang. viable but not culturable) żywych, ale niewyrastają-

cych na standardowych podłożach mikrobiologicznych. Stwierdzono również (przy użyciu metody 
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LIVE/DEAD BacLightTM) dużą żywotność a tym samym aktywność metaboliczną ogólnej liczby bak-

terii (OLB), która wynosiła średnio około 60%. W sezonach badawczych najmniejszą liczbę żywych 

OLB odnotowano zimą 35,9%, a największą wiosną 77,6%.  

Analizowana ex situ przeżywalność izolowanego z wody wielolekoopornego i wirulentnego 

szczepu E. faecalis metodą klasyczną i z zastosowaniem testu LIVE/DEAD BacLightTM była zróżni-

cowana. Uzyskane wyniki wskazują na znaczną pulę bakterii VBNC w badanych próbkach wody i długi 

czas ich przeżywalności (około ośmiu miesięcy) uzależniony od temperatury i warunków przechowy-

wania.  

W analizowanych ściekach komunalnych liczebności oznaczanych bakterii wskaźnikowych (FIB) 

były zwykle kilka rzędów wielkości większe niż oznaczane w wodzie rzeki Łyny. W procesie oczysz-

czania ścieków w miejskiej oczyszczalni ścieków „Łyna” liczba tych bakterii ulegała obniżeniu o 96‒

98%. Jednakże, pomimo wysokiej skuteczności procesu oczyszczania, w ściekach oczyszczonych drob-

noustroje te utrzymywały się na poziomie od poniżej 1log jtk∙ml-1 (zimą, wiosną i latem) do około 3,5 

log jtk∙ml-1 (jesienią). 

W wodzie rzeki Łyny (wśród 202 szczepów) oraz w ściekach (szpitalne, oczyszczone i nieoczysz-

czone) (wśród 250 szczepów) zidentyfikowano 7 różnych gatunków enterokoków: Enterococcus faeca-

lis, E. faecium, E. durans, E. avium, E. hirae, E. gallinarum, E. casseliflavus/flavescens. Najmniejszą 

liczebność (29 szczepów) i różnorodność gatunkową enterokoków (3 gatunki) izolowano z próbek wody 

płynącej przez tereny leśne. Z wody na terenie obszarów rolnych wyizolowano i zidentyfikowano  

6 gatunków spośród 49 izolowanych szczepów. Największą liczbę szczepów (124) i gatunków (7) 

stwierdzono w wodzie pobieranej z terenów zurbanizowanych. W ściekach nieoczyszczonych zidenty-

fikowano 5 (wśród 68 szczepów), a w oczyszczonych odprowadzanych do wód Łyny 6 (wśród 98 szcze-

pów) gatunków. Największą różnorodność gatunków oznaczono w ściekach szpitalnych (7 gatunków 

wśród 84 szczepów). W wodzie rzeki Łyny bez względu na miejsce poboru próbek wody dominował  

E. faecalis, natomiast w ściekach E. faecium. 

Izolowane z wody rzeki Łyny enterokoki charakteryzowały się wielolekoopornością (MDR). Spo-

śród 202 wyizolowanych szczepów do MDR zakwalifikowano 139 (stanowiły one 68,8%). Spośród 

szczepów wyizolowanych ze ścieków oczyszczonych odprowadzanych do rzeki Łyny 92,9% było 

szczepami wielolekoopornymi. Analizowane izolaty pochodzące z wody rzeki (bez względu na miejsce 

izolacji) były najczęściej oporne na trimetoprim (ponad 70,0% szczepów), streptomycynę i niskie stę-

żenia wankomycyny (powyżej 40% izolatów). Największą wrażliwość (od 0 do około 10%) wykazy-

wały natomiast na doksycyklinę i ampicylinę (0 – 4%). Enterokoki izolowane ze ścieków szpitalnych, 

nieoczyszczonych i oczyszczonych miały podobną oporność na antybiotyki jak enterokoki izolowane  

z wody rzeki. Może to wskazywać na rozprzestrzenianie się lekoopornych enterokoków wraz ze ście-

kami wzdłuż kontinuum rzecznego. 

Wśród Enterococcus faecium i E. faecalis stwierdzano obecność szczepów VRE opornych na wy-

sokie stężenia wankomycyny (MIC od ≥ 32 do ≥ 1024 mg·l-1). Więcej tych szczepów izolowano  
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z wody rzeki Łyny z obszarów użytkowanych rolniczo i zurbanizowanych. Wśród izolatów pozyska-

nych z wody płynącej przez obszary zalesione oznaczany MIC wankomycyny nie przekraczał  

32 mg·l-1. W badanych ściekach udział procentowy szczepów E. faecalis zaliczanych do VRE wahał się 

od 10,3% (ścieki oczyszczone) do 16,7% (ścieki nieoczyszczone). Natomiast udział E. faecium wahał 

się od 9,5% (ścieki nieoczyszczone) do 17,5% (ścieki oczyszczone).  

Wśród 202 szczepów enterokoków wyizolowanych z wody rzeki Łyny 91 (45,0%) posiadało geny 

oporności na wankomycynę van B, van C1 i van C2/C3. Jednak liczba izolatów opornych na niskie 

stężenia wankomycyny (6 mg·l-1) była większa i wynosiła 139 (68,8%), co wskazuje że 48 szczepów 

miało inne geny van niż uwzględnione w obecnym badaniu.  

Geny van B najczęściej występowały wśród E. faecium i E. faecalis stanowiły one odpowiednio 

43,5 i 38,7 % oraz 44,4 i 50,0% wszystkich izolowanych szczepów z rzeki Łyny płynącej przez obszary 

zurbanizowane oraz rolnicze. Geny te stwierdzano  również u 1 szczepu E. hirae (100%), 1 szczepu E. 

gallinarum (11%)  i 2 enterokoków określanych jako inne (4%) w wodzie z terenów zurbanizowanych.  

Dominację genów van C1 stwierdzono przede wszystkim u gatunków E. gallinarum izolowanych 

z rzeki Łyny z obszarów rolniczych ( 4 szczepy - 100%) i zurbanizowanych (6 szczepów – 67%). Ozna-

czano je również wśród E. faecium, E. faecalis i E. gallinarum izolowanych z próbek wody pochodzą-

cych z terenów leśnych, rolnych i zurbanizowanych. Geny van C2/C3 stwierdzano głównie u szczepów 

E. durans i E. casseliflavus izolowanych z wody na obszarach rolnych i zurbanizowanych, gdzie stano-

wiły 100% wśród wyodrębnionych izolatów. 

Wśród 202 wyizolowanych szczepów enterokoków z rzeki Łyny 107 (53%) miało różne czynniki 

wirulencji (cylA, hyl, ace, ffaA, as, gelE, as, esp, cob, cpd, ccf). Dużą zjadliwością charakteryzowały się 

też szczepy izolowane ze ścieków, spośród 250 szczepów 188 (75,2%) było zjadliwych. Zarówno w 

wodzie jak i w ściekach najwięcej izolatów (bez względu na miejsce ich pochodzenia) posiadało adhe-

zynę ściany komórkowej - efaA, oraz feromony płciowe - cob, cpd i ccf biorące czynny udział w proce-

sie wymiany materiału genetycznego, a tym samym indukowaniu wirulencji. Znaczny procent izolowa-

nych szczepów (około 40%) z wody rzeki posiadało również hialuronidazę - hyl. Natomiast w ściekach 

dosyć licznie występowały szczepy posiadające cytolizynę - cylA (30%) (ścieki szpitalne), białko wią-

żące kolagen ace (36%) (ścieki nieoczyszczone) i żelatynazę - gelE (36%) (ścieki oczyszczone). Wśród 

zidentyfikowanych gatunków większy procent szczepów posiadających geny wirulencji stwierdzano  

u E. faecalis (28,6 - 83%) niż u E. faecium (0 - 78,3%).  

Uzyskane wyniki pozwoliły na wyjaśnienie postawionych w pracy hipotez badawczych i sformu-

łowanie następujących wniosków:  

1. Sposób użytkowania zlewni jest jednym z głównych czynników wpływających na kształtowanie 

zmienności składu jakościowego i liczebności oznaczanych mikroorganizmów w wodzie rzeki. 

Najmniejsze liczebności oznaczanych bakterii stwierdzano w wodzie Łyny płynącej przez ob-

szary leśne z ograniczonym wpływem antropopresji. W rzece przepływającej przez obszary 
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użytkowane rolniczo i zurbanizowane liczba oznaczanych bakterii wzrastała kilkukrotnie w za-

leżności od sezonu i miejsca poboru próbek do badań oraz rodzaju oznaczanych drobnoustrojów. 

2. Oznaczane wskaźniki mikrobiologiczne (FIB, EVAN, bakterie oznaczane metodami fluorescencyj-

nymi) są czułym bioindykatorem zanieczyszczeń wód rzeki Łyny płynącej przez obszary o róż-

nym sposobie użytkowania zlewni. Zależności między stopniem i rodzajem zanieczyszczenia mi-

krobiologicznego badanej rzeki, a sposobem użytkowania zlewni, sezonem badań i wpływem 

czynników fizyko-chemicznych mogą stanowić uniwersalny wskaźnik w ocenie jakości tych eko-

systemów. 

3. Wyniki liczebności bakterii uzyskane metodami fluorescencyjnymi były przeważnie kilka razy 

większe niż przy użyciu metod hodowlanych. Oznacza to, że w rzece może znajdować się duża 

pula bakterii pochodzenia kałowego E. faecalis i E. faecium (ENF191, ENU140), które są zali-

czane do bakterii VBNC, żyjących ale nie wyrastających na klasycznych podłożach hodowla-

nych. Uwzględnienie tylko metod klasycznych do ich identyfikacji może prowadzić do niedosza-

cowania liczebności tych bakterii w danym biotopie, a tym samym błędnej interpretacji wyników, 

co jest szczególnie niebezpieczne w przypadku form wielolekopornych i wirulentnych. 

4. Stwierdzono wpływ sposobu użytkowania zlewni na liczebność szczepów posiadających geny 

wirulencji. W rzece płynącej przez obszary zalesione udział procentowy E. faecium i E. faecalis 

zawierających geny wirulencji zazwyczaj nie przekraczał 60%, natomiast w wodzie z obszarów 

rolniczych i zurbanizowanych często wynosił około 90%.  

5. Stwierdzone w wodach Łyny wirulentne i wielolekooporne szczepy enterokoków (w tym szczepy 

oporne na wankomycynę VRE) stanowią zagrożenie epidemiologiczne dla środowiska przyrod-

niczego i jego użytkowników. Enterokoki mogą przekazywać geny oporności na antybiotyki do 

zasiedlających te środowisko bakterii natywnych, przez co wzbogacają wody w bakterie wielole-

kooporne i geny wankomycynooporności.  

6. Przeprowadzone badania pozwoliły na określenie zróżnicowania anlizowaych środowisk (rzeka 

Łyna oraz ścieki szpitalne, nieoczyszczone i oczyszczone) ze względu na występowanie antybio-

tykoopornych i wirulentnych enterokoków. Stwierdzono zbliżony profil genów oporności van 

oraz czynników wirulencji w ściekach oczyszczonych i wodach rzeki Łyny z obszarów zurbani-

zowanych. Pozostałe badane środowiska z zaznaczonym silniejszym powiązaniem między ście-

kami szpitalnymi, ściekami nieoczyszczonymi i wodami pochodzącymi z terenów rolniczych, 

stanowiły odrębną grupę powiązanych ze sobą środowisk. W przypadku fenotypowej oporności 

oznaczanych izolatów na antybiotyki powiązane ze sobą były wody z obszarów rolnych i leśnych 

stanowiące jeden klaster, natomiast pozostałe badane środowiska (wody z obszarów zurbanizo-

wanych oraz ścieki nieoczyszczone, oczyszczone i szpitalne), utworzyły odrębny klaster.  

7. Uzyskane wyniki wskazują, że ścieki komunalne są jednym z głównych źródeł zanieczyszczeń 

rzeki Łyny wirulentnymi i wielolekoopornymi enterokokami. Bakterie te wraz ze ściekami od-

prowadzanymi do Łyny rozprzestrzeniają się wzdłuż kontinuum rzecznego na znaczne 
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odległości. Na obszarach leśnych i rolnych drobnoustroje te mogą również pochodzić z innych 

źródeł. Należy jednak podkreślić, że nie ma idealnych metod do oszacowania całkowitej liczeb-

ności wielolekoopornych i wirulentnych gatunków enterokoków w środowisku. Jednak połącze-

nie metod klasycznych i molekularnych pozwala na bardziej pełną i wiarygodną ocenę rzeczywi-

stej puli tych drobnoustrojów w badanym biotopie. 
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 Celem naukowym niniejszej pracy było określenie wpływu źródeł środowiskowych i antropo-

genicznych na mikrobiologiczną jakość wód rzeki Łyny, ze szczególnym uwzględnieniem występowa-

nia antybiotykoopornych i wirulentnych enterokoków. Badania mikrobiologiczne i chemiczne prowa-

dzono na ponad 190 kilometrowym odcinku rzeki Łyny płynącej przez północno-wschodnie tereny Pol-

ski. Próbki wód pobierano w nurcie rzeki z 15 stanowisk podzielonych na trzy grupy (leśne, rolne  

i zurbanizowane) zgodnie z dominującym charakterem użytkowania obszaru zlewni, przez który prze-

pływa rzeka. Badania miały na celu określenie wpływu na jakość mikrobiologiczną wód rzeki Łyny 

punktowego zrzutu zanieczyszczeń. W związku z tym do badań wytypowano również ścieki (szpitalne, 

nieoczyszczone i oczyszczone) powstające na terenie miasta Olsztyn i odprowadzane z miejskiej 

oczyszczalni ścieków „Łyna”do wód rzeki. 

Na podstawie określonych właściwości fizyko-chemicznych wody, rzeki Łyny zaliczono  

do I i II klasy czystości. Wody pozaklasowe zaś stwierdzano na obszarach rolnych zimą i latem, oraz na 

terenach zurbanizowanych w pobliżu zrzutu ścieków oczyszczonych. Zmienność składu jakościowego 

i liczebności oznaczanych mikroorganizmów wskaźnikowych (FIB), ogólnej liczby bakterii (OLB)  

i bakterii z rodziny Enterococaceae w wodzie rzeki Łyny wiązała się ze sposobem użytkowania zlewni. 

Najmniejsze liczebności oznaczanych bakterii stwierdzano w wodzie płynącej przez obszary leśne  

z ograniczonym wpływem antropopresji, większe natomiast w wodzie z terenów rolnych i zurbanizo-

wanych. Przeżywalność in situ ogólnej liczby bakterii (OLB) oznaczana metodą LIVE/DEAD Bac-

Light™ w wodach rzeki na obszarach leśnych, rolnych i zurbanizowanych była zbliżona i wynosiła 

średnio około 60%. Liczba oznaczanych enterokoków w wodzie Łyny za pomocą fluorescencyjnej hy-

brydyzacji in situ (FISH) była kilka tysięcy razy większa niż oznaczana metodami klasycznymi. W ba-

danych ściekach (szpitalnych, nieoczyszczonych i oczyszczonych) liczebności oznaczanych bakterii 

wskaźnikowych (FIB) były z reguły kilka rzędów wielkości większe niż oznaczane w wodzie rzeki.  

W wodzie rzeki Łyny (wśród 202 szczepów) oraz w ściekach (szpitalnych, oczyszczonych i nieoczysz-

czonych) (wśród 250 szczepów) zidentyfikowano 7 różnych gatunków enterokoków: Enterococcus 
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faecalis, E. faecium, E. durans, E. avium, E. hirae, E. gallinarum, E. casseliflavus/flavescens. W wodzie 

bez względu na miejsce izolacji dominował E. faecalis, natomiast w ściekach E. faecium. Izolowane  

z wody rzeki Łyny enterokoki charakteryzowały się wielolekoopornością (MDR). Enterokoki izolowane 

ze ścieków szpitalnych, nieoczyszczonych i oczyszczonych, miały podobne wzory oporności na anty-

biotyki jak enterokoki izolowane z wody rzeki. Może to wskazywać na rozprzestrzenianie się lekoopor-

nych enterokoków ze ściekami wzdłuż kontinuum rzecznego. Wśród Enterococcus faecium i E. faecalis 

określono obecność szczepów VRE opornych na wysokie stężenia wankomycyny (MIC od ≥ 32 do  

≥ 1024 mg·l-1). Więcej tych izolatów oznaczano w wodzie rzeki Łyny z obszarów użytkowanych rolni-

czo dla E. faecium, i w wodzie z obszarów zurbanizowanych dla E. faecalis. W analizowanych ściekach 

udział procentowy szczepów E. faecalis zaliczanych do VRE wahał się od 10,3% (ścieki oczyszczone) 

do 16,7% (ścieki nieoczyszczone). Natomiast udział E. faecium zaliczanych do VRE zmieniał się od 

9,5% (ścieki nieoczyszczone) do 17,5% (ścieki oczyszczone). 

Wśród 202 szczepów enterokoków wyizolowanych z wody rzeki Łyny 91 (45,0%) posiadało geny 

oporności na wankomycynę van A, van B, van C1 i van C2/C3. Wśród 202 wyizolowanych szczepów 

enterokoków z rzeki Łyny 107 (53%) miało różne czynniki wirulencji (cylA, hyl, ace, ffaA, gelE, as, 

esp, cob, cpd, ccf). Dużą zjadliwością charakteryzowały się też szczepy izolowane ze ścieków, ponieważ 

spośród 250 szczepów u 188 (75,2%) oznaczono geny wirulencji. Stwierdzano również wpływ sposobu 

użytkowania zlewni na rodzaj szczepów posiadających geny wirulencji. W rzece płynącej przez obszary 

zalesione udział procentowy E. faecium i E. faecalis posiadających geny wirulencji z reguły nie prze-

kraczał 60%, natomiast w wodzie z obszarów rolniczych i zurbanizowanych wynosił on około 90%. 

Uzyskane wyniki wskazują iż ścieki komunalne są jednym z głównych źródeł zanieczyszczeń rzeki 

Łyny wirulentnymi i antybiotykoopornymi enterokokami. Na obszarach leśnych i rolnych bakterie  

te mogą również pochodzić z innych źródeł. Należy także podkreślić, że nie ma idealnych metod do 

oszacowania całkowitej puli wielolekoopornych i wirulentnych gatunków enterokoków w środowisku. 

Połączenie metod klasycznych i metod molekularnych pozwala na bardziej pełną i wiarygodną ocenę 

rzeczywistej puli tych drobnoustrojów w badanym biotopie. 
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