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Wstep

Powietrze jest jednym z podstawowych komponentéw srodowiska, ota-
cza cztowieka zewszad i przez cale zycie. W ciaggu doby czlowiek wy-
konuje ok. 20-22 tysiecy oddechéw, podczas ktérych pobiera do ptuc
okoto 10-12 tys. litrow, czyli 12-14 kg powietrza (Cabral 2010; Chmiel
i wsp. 2015). Jest to bez poréwnania wigcej niz wypija w tym czasie
wody i spozywa zywnosci. Dlatego jako$¢ powietrza, ktéorym oddycha
czlowiek, ma znaczacy wplyw na jego zdrowie. Dowodzi to istotnosci
tego $rodowiska i koniecznosci jego ochrony przed coraz wigkszym za-
nieczyszczeniem (Liang i wsp. 2012; Stern i wsp. 2014).

Zrédta zanieczyszczen powietrza s bardzo réznorodne. W powie-
trzu atmosferycznym, obok réznego typu szkodliwych dla zdrowia py-
tow, gazéw i par, wystepuja takze liczne mikroorganizmy. W zwiazku
z tym sltuszne jest stwierdzenie, ze juz od pierwszego oddechu zyje-
my w oceanie drobnoustrojéw. Powietrze jest srodowiskiem niesprzy-
jajacym przezyciu mikroorganizmoéw, bo nie moga one w nim rosna¢
i dzieli¢ sig, ale jest osrodkiem ich czasowego przebywania i umozliwia
im przemieszczanie si¢ nawet na duze odleglosci (Otake i wsp. 2010;
Després i wsp. 2012; Polymenakou 2012).

Obecnie coraz bardziej popularne sg metody leczenia wykorzystu-
jace walory srodowiska naturalnego. Kontakt z przyroda, a takze bodzce
klimatyczne sprzyjaja uruchomieniu naturalnych mechanizmoéw rege-
neracyjnych i odpornosciowych organizmu (Helbin, Kotlarczyk 2005).
Warunkiem przydatnosci danego obszaru do leczenia uzdrowiskowe-
go s3 m.in. jego walory krajobrazowe, naturalne czynniki lecznicze,
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w tym odpowiednie warunki bioklimatyczne. Wtasciwa jakos¢ powie-
trza, rowniez pod wzgledem mikrobiologicznym, powinna by¢ jednym
z podstawowych kryteridw rozwazania funkcji leczniczych i profilak-
tycznych uzdrowiska. Niestety nawet w uzdrowiskach, w ktorych leczy
sie choroby drog oddechowych, stosunkowo rzadko przeprowadza sie
badania mikrobiologicznych zanieczyszczen powietrza.

Niezaprzeczalnie biologiczne zanieczyszczenia powietrza wywie-
rajg ogromny wplyw na zdrowie oséb, ktore juz cierpig na przewlekte
choroby uktadu oddechowego i z tego powodu korzystaja z lecznictwa
uzdrowiskowego (Prunk i wsp. 2008; Krupa 2009). W zwigzku z po-
wyzszym w niniejszej pracy dokonano oceny wptywu aerozolu solan-
kowego emitowanego przez t¢znie, coraz czesciej budowane w polskich
uzdrowiskach, na mikrobiologiczng jako$¢ powietrza.



Przeglad literatury

2.1. Mikrobiologiczne zanieczyszczenie powietrza

Atmosfera jest najbardziej zewnetrzng powloka otaczajaca Ziemie. Ta
stosunkowo cienka warstwa mieszaniny gazéw pozbawionych zapachu
i smaku czgsto nazywana jest zamiennie ,,powietrzem atmosferycznym”.
Zawarto$¢ poszczegdlnych skladnikéw atmosfery zalezy od réznych
czynnikéw, m.in. od polozenia geograficznego, aktywnosci wulkandw,
intensywnosci procesu fotosyntezy, stopnia antropopresji badz tez dzia-
talnosci organizméw zywych. W wyniku rozwoju przemystu i powsta-
wania obszaréw silnie zurbanizowanych do powietrza atmosferycznego
wprowadza si¢ coraz wiecej roznorodnych zanieczyszczen, wplywaja-
cych na powstawanie zagrozen dla zdrowia ludzi (Stern i wsp. 2014).

Poza zanieczyszczeniami pytowymi i gazowymi powietrze zawsze
zawiera pewng ilo$¢ zanieczyszczen mikrobiologicznych. Szacuje sie,
ze ponad jedng czwartg calkowitej ilo$ci czastek stalych zawieszonych
w powietrzu mogg stanowic czastki biologiczne (Matthais-Maser i wsp.
2000; Jones, Harrison 2004). Zaliczamy do nich wirusy, bakterie, grzy-
by i ich zarodniki, a takze pytki i wszelkie fragmenty roélin i zwierzat
wystepujace w powietrzu w postaci aerozoli (Fuzzi i wsp. 2006; Després
i wsp. 2012; Polymenakou 2012).

Biologiczne zanieczyszczenia w powietrzu budzity zainteresowanie
od poczatku badan naukowych aerozoli atmosferycznych. Pod koniec
XIX wieku badaniem bioaerozoli zajmowal si¢ m.in. Ludwik Pasteur,
natomiast Pierre Miguel wykazal, ze $miertelnos¢ ludzi w Paryzu zale-
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zy od stezenia bakterii w powietrzu. Od tego czasu aerobiologia, czyli
nauka badajaca czastki biologiczne w powietrzu stala si¢ uznang wie-
lodyscyplinarna dziedzing badan naukowych, ktéra wspoétdziata z sze-
regiem nauk fizycznych, biologicznych i medycznych (Xu i wsp. 2011;
Després i wsp. 2012).

Obecnie zanieczyszczeniom mikrobiologicznym powietrza po-
$wieca sig¢ coraz wigcej uwagi. Wynika to przede wszystkim z negatyw-
nego wplywu drobnoustrojéw na stan zdrowia ludzi, zwierzat czy roélin
(Rossi i wsp. 2005; Dalziel i wsp. 2013; Stern i wsp. 2014). Przenoszo-
ne droga powietrzng mikroorganizmy powoduja tez korozje i rozktad
materialéw budowlanych (Mohammadi, Krumbein 2008), psucie zyw-
nosci i niszczenie materialéw archiwalnych (Aira i wsp. 2007). Nalezy
przy tym podkresli¢, ze rozprzestrzenianie zanieczyszczen mikrobiolo-
gicznych nastepuje najszybciej wlasnie droga powietrzng (Griffin i wsp.
2007; Polymenakou 2012). Ilo$¢ drobnoustrojéw wprowadzanych kaz-
dego roku do atmosfery w skali globalnej szacuje si¢ na 10** (Burrows
i wsp. 2009b).

Zanieczyszczenia biologiczne w atmosferze wystepuja w postaci
bioaerozoli (tab. 1). Aerozol biologiczny to swoisty uktad koloidalny
2- lub 3-sktadnikowy, zbudowany z fazy rozpraszajacej (dyspersyjnej),
czyli powietrza, oraz z fazy rozproszonej w formie statej badz tez cie-
klej. W skiad fazy rozproszonej bioaerozoli wchodzg niewielkie czgstki
wody, zwigzki organiczne pochodzace od ludzi i zwierzat, a takze czast-
ki stale, takie jak: zarodniki grzybow, komoérki bakterii, pytki roslin
i czasteczki kurzu (Libudzisz i wsp. 2007; Liang i wsp. 2012).

Tabela 1. Podzial bioaerozoli (Krzysztofik 1992)

Kategoria podzialu Podziat Charakterystyka
naturalne podnoszenie pylu glebowego, pylki
7rédlo roslin, zarodniki grzybow
zanieczyszczenia antropogeniczne rolnic.two, przemyst, aktywno$¢ bytowa
czlowieka

oczyszczalnia $ciekéw, kompostownia,
kurnik

obszarowe faka, pole uprawne

punktowe

Charakter zrédta

liniowe droga, ciag komunikacyjny
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Tabela 1. Podzial bioaerozoli (Krzysztofik 1992) cd.

saprofityczne mikroorganizmy saprofityczne
Szkodliwo$¢ dla patogenne mikroorganizmy chorobotworcze
zdrowia . mikroorganizmy saprofityczne

mieszane . .

i chorobotworcze

faza gruboziarnista & > 100 pm

faza drobnoziarnista & 50-100 um
Wielkos¢ czastek fa.lza kropelkowo- @ 1-50 um

-jadrowa

faza pylu

bakteryjnego ©0,2-50 pm

Rozmiar czastek bioaerozolu zalezy przede wszystkim od rodza-
ju materiatu, ktéry go tworzy. Pylki rodlin wiatropylnych maja zwykle
$rednice 17-58 pm, zarodniki grzybéw mieszczg si¢ zazwyczaj w gra-
nicach 1-30 um, bakterie majg rozmiar 0,25-8 um, a $rednica wiru-
soéw jest zwykle mniejsza niz 0,3 um (Jones, Harrison 2004). Bakterie
w powietrzu moga wystepowac jako aglomeraty komorek, moga tez
by¢ transportowane na fragmentach roslinnych lub zwierzecych, a tak-
ze na czastkach gleby lub pytkach. Z kolei wirusy najczesciej sg trans-
portowane w wigkszych kropelkach ptynéw i wydzielin wytwarzanych
przez zwierzeta i ludzi (Jones, Harrison 2004). Ze wzgledu na pocho-
dzenie bioaerozole dzieli si¢ na naturalne i antropogeniczne (Krzyszto-
fik 1992). Bioaerozole naturalne powstajg najczesciej podczas wietrz-
nej pogody, kiedy do atmosfery wprowadzane sg czastki gleby, szczatki
rodlin i aerozole wodne. Natomiast bioaerozole generowane w wyniku
dzialalno$ci cztowieka powstajg m.in. podczas zabiegdéw agrotechnicz-
nych, w zaktadach gospodarki komunalnej (przede wszystkim w kom-
postowniach, w sortowniach i na skladowiskach odpaddéw, a takze
w oczyszczalniach $ciekéw) oraz w trakcie hodowli zwierzat na duzych
fermach (Lighthart, Mohr 2012; Gotkowska-Plachta i wsp. 2013; Kal-
wasinska i wsp. 2014). Waznym zrédlem bioaerozoli antropogenicz-
nych jest transport samochodowy. Ponadto sam czlowiek i jego co-
dzienna aktywnos¢ zyciowa (oddychanie, kaszel, kichanie, rozmowa,
czynnosci higieniczne) wprowadzaja do powietrza atmosferycznego
liczne drobnoustroje (Libudzisz i wsp. 2007; Lighthart, Mohr 2012).
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Uwolnienie drobnoustrojéw z podioza i wprowadzenie ich do at-
mosfery jest uzaleznione zaréwno od parametréw mikroklimatycznych
(temperatury, wilgotnosci, sily wiatru), jak i od sposobu wykorzysta-
nia i pokrycia szatg rodlinng danego terenu (tereny miejskie, wiejskie,
zbiorniki wodne). Mechanizmy biorace udzial w tych procesach, mimo
licznych badan, z powodu duzej zlozonosci nadal pozostaja nie do
konica poznane. Nawet pojedyncze czynniki nie zawsze dzialaja jedno-
znacznie, a zachodzace pomiedzy nimi interakcje dodatkowo utrud-
niajg wyjasnienie ztozonych proceséw decydujacych o obecnosci mi-
kroorganizméw w powietrzu atmosferycznym.

Rozprzestrzenianie czgstek aerozoli biologicznych odbywa sie
gléwnie przez przenoszenie ich za pomocg konwekcyjnych pradéw po-
wietrza. Szczegolnie czastki o $rednicy aerodynamicznej 3-10 um moga
pozostawac zawieszone w powietrzu przez dluzszy czas, co umozliwia
ich transport na znaczne odleglosci, siegajace tysiecy kilometréw. Na
przyklad mikroorganizmy osadzone na czastkach saharyjskiego pylu
mogg by¢ transportowane przez Atlantyk. Ich obecno$¢ stwierdzano
m.in. w pétnocno-wschodniej Amazonii i na Florydzie (Griffin i wsp.
2001; Prospero i wsp. 2005).

Czas pozostawania kazdej czastki w atmosferze zalezy od wielu
czynnikéw (ryc. 1). Na tempo jej sedymentacji oraz predkosci trans-
portu wplywaja m.in. gestos$¢ oraz ksztalt. Przezywalno$¢ czastki biolo-
gicznej w powietrzu atmosferycznym zalezy rowniez od jej wielkosci -
mniejsze czastki sg bardziej podatne na uszkodzenia powodowane
przez czynniki srodowiskowe (Jones, Harrison 2004).

Dostepnos¢ wody i temperatura wplywaja przede wszystkim
na intensywno$¢ rozwoju grzybéw plesniowych i bakterii wchodza-
cych w sktad bioaerozoli, czyli decyduja o ilosci obecnego w sro-
dowisku ,,materialu Zrédlowego” Ponadto $cisle okreslone warun-
ki meteorologiczne moga by¢ konieczne do uwolnienia czastek
biologicznych do atmosfery, np. niektéorym grzybom obecnos¢ wody
w postaci deszczu lub rosy jest niezbedna do aktywnego uwalniania
zarodnikéw. Z drugiej jednak strony duza wilgotno$¢ lub wystepo-
wanie opadéw czesto utrudnia wprowadzanie mikroorganizméw do
powietrza, poniewaz w przypadku bioaerozoli uwalnianych z po-
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wierzchni gleby material, z ktérego sa podnoszone, powinien by¢ suchy
(Stout 2001).

3 = e
C Rowstawanie Jader «_ brak skiadnikéw
v kondensacji pary wodnej odzywcezych
g e UV niska
promieniowanie % 7 temperatura é
wysychanie — <= utleniacze
[#)
v
&= usuwanie bioaerozoli
z atmosfery
/,5 k \.k suche  mokre
wprowadzanie bioaerozoli
do atmosfery d

Ryc. 1. Schemat cyklu zyciowego mikroorganizméw w atmosferze z uwzglednie-
niem czynnikow limitujacych ich przezywalnos$¢ (na podst. Amato 2006
oraz Delort i wsp. 2010)

Trzeba rowniez wzia¢ pod uwage, ze przy odpowiednio wysokiej
wilgotnosci czastki stale zawieszone w powietrzu, w tym czastki bioaero-
zoli, moga pelni¢ funkeje jader kondensacji pary wodnej i przyczynia¢
sie do powstawania opadéw atmosferycznych (Delort i wsp. 2010; Joly
i wsp. 2013). Dzi¢ki opadom deszczu, $niegu lub gradu troposfera jest
szybko oczyszczana zaréwno z pyldw i gazéw, jak i z mikroorganizmow
wchodzacych w sklad bioaerozoli. W ten sposéb obecno$¢ niektorych
typOw zanieczyszczen przyczynia sie do oczyszczania atmosfery.

Réwniez wplyw wiatru na obecno$¢ bioaerozoli w powietrzu nie
jest jednoznaczny. Jednym z gléwnych mechanizméw wprowadza-
jacych mikroorganizmy do atmosfery jest podnoszenie czastek gle-
bowych wlasnie przez wiatr (Lighthart i wsp. 2009; Lighthart, Mohr
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2012). Paradoksalnie rowniez brak wiatru, ograniczajac mieszanie mas
powietrza, moze w konsekwencji powodowac wyzsze stezenia bioaero-
zoli (Jones, Harrison 2004; Delort i wsp. 2010).

2.1.1. Powietrze jako $rodowisko wystepowania drobnoustrojéw

Ze wzgledu na niesprzyjajace warunki srodowiskowe atmosfera jest
miejscem jedynie czasowego bytowania mikroorganizméw. Burrows
i wsp. (2009a) oszacowali, ze $redni czas przebywania komorki bakte-
ryjnej w powietrzu atmosferycznym moze wynosi¢ 3-25 dni, w zalez-
noséci od zrédla emisji i warunkéw meteorologicznych. Wiele badan
wskazuje, Ze drobnoustroje moga nie tylko przetrwa¢, ale i zachowa¢
pelng zywotnos¢ w tym srodowisku. Metabolicznie aktywne mikroor-
ganizmy byly wykrywane w atmosferze na wysokosci 20-70 km (Wo-
mack i wsp. 2010; Bowers i wsp. 2012; Maki i wsp. 2013). Bakterie obec-
ne w probkach powietrza pobieranych z chmur byly aktywne i zdolne
do rozmnazania nawet podczas inkubacji w warunkach przechlodzo-
nych, ale ich czas generacji miescit sie pomiedzy 3,6 a 19,5 doby (Sattler
i wsp. 2001; Amato i wsp. 2007a; Amato i wsp. 2015).

Przezywalno$¢ drobnoustrojéw w powietrzu zalezna jest od od-
pornosci wlasciwej dla danego mikroorganizmu (Delort i wsp. 2010)
oraz od warunkéw srodowiskowych (Tang 2009). Zdecydowanie lepiej
do przezycia w powietrzu przystosowane sg formy przetrwalne mikro-
organizmow, np. spory bakterii z rodzaju Bacillus. Wysoka zawartos¢
kwasu dwupikolinowego (do 10% s.m.), zapewniajaca odporno$¢ na
wysychanie i szkodliwe dziatanie promieniowania UV, umozliwia im
przezycie w warunkach abiotycznych przez dlugi, praktycznie nie-
ograniczony czas (Setlow 2001). Takze inne formy przetrwalne drob-
noustrojéw, m.in. konidia promieniowcdéw i zarodniki grzybéw, moga
w powietrzu przezy¢ zdecydowanie dtuzej niz formy wegetatywne.

Waznym mechanizmem decydujacym o przezyciu komodrek wege-
tatywnych mikroorganizméw w powietrzu jest wytwarzanie barwni-
kow karotenoidowych. Pelnig one funkcje przeciwutleniaczy i chronia
przed fotooksydacja pod wplywem promieniowania UV (Gonzalez-
-Toril i wsp. 2009).
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Gléwnymi czynnikami fizycznymi majacymi wplyw na przezy-
walno$¢ drobnoustrojow w atmosferze sg: promieniowanie stoneczne,
wilgotnoé¢ i temperatura. Swiatlo widzialne, wchodzace w sktad pro-
mieniowania stonecznego, moze mie¢ stabe dzialanie bakteriobojcze,
oparte gléwnie na wywolywaniu efektu fotodynamicznego (Maish
2006). Promieniowanie ultrafioletowe (250-400 nm) jest bardziej szko-
dliwe dla mikroorganizméw (Chen i wsp. 2009; Garrido-Pereira i wsp.
2013). Stosunkowo maly rozmiar czastek bioaerozolu, a takze duze na-
tezenie UV w promieniowaniu stonecznym i jednoczesne zubozenie
warstwy ozonowej w stratosferze, zwlaszcza na duzych wysokosciach,
powoduja letalne uszkodzenia materialu genetycznego drobnoustro-
jow. W konsekwencji nastepuje eliminacja najbardziej wrazliwych
gatunkow drobnoustrojéw i zmiana skladu gatunkowego bioaerozoli
(Amato i wsp. 2007¢).

Bakterie mogg pochlania¢ z powietrza znaczne (w odniesieniu do
ich suchej masy) ilosci wody (Pecciaiwsp. 2001; Chaudhry i wsp. 2013).
Mimo to przemieszczanie si¢ drobnoustrojéw w postaci bioaerozoli
jest nierozerwalnie zwigzane ze stresem $rodowiskowym powodowa-
nym wysuszeniem komorki. Zmiany zachodzace podczas wysychania
najprawdopodobniej prowadza do reakgji sieciowania czasteczek bial-
kowych, co powoduje utrate ich funkcji biologicznych. Dodatkowo
odwodnione komorki bakteryjne mogg by¢ bardziej wrazliwe na inne
czynniki $srodowiskowe, np. promieniowanie UV, poniewaz zmiana
struktury biatek enzymatycznych wplywa na skuteczno$¢ systemow
naprawy DNA (Peccia i wsp. 2001). W zwiazku z tym mikroorgani-
zmy mogg lepiej przetrwa¢ w $rodowisku o duzej wilgotnosci wzgled-
nej (Wang i wsp. 2001). Funkcje ochronng przed wysychaniem pelnia
m.in. otoczki, wystepujace np. u bakterii z rodzaju Klebsiella, lub duza
zawarto$¢ lipidow w $cianie komorkowej u Mycobacterium tuberculosis.

Podwyzszenie temperatury, szczegélnie przy niskiej wilgotnosci
powietrza, zwykle prowadzi do wysuszania komdrek bakterii. Nato-
miast obnizenie temperatury ponizej 0°C moze prowadzi¢ do powsta-
wania krysztatkéw lodu, ktére uszkadzajg struktury wewnatrzkomor-
kowe i blone cytoplazmatyczng. Dlatego do ekstremalnych warunkéw
temperaturowych czesto panujacych w atmosferze zdecydowanie lepiej
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niz formy wegetatywne przystosowane sa formy przetrwalne. Stabil-
nos$¢ aerozolu ztozonego z zarodnikéw Bacillus subtilis obserwowano
w zakresie temperatur -29-49°C (Ehrlich i wsp. 1970).

Oprocz warunkéw meteorologicznych waznym czynnikiem wply-
wajacym na przezywalno$¢ drobnoustrojéw w powietrzu atmosferycz-
nym s3 pylowe i gazowe zanieczyszczenia powietrza. Wysoka zawartos¢
w powietrzu nietoksycznych aerozoli niebiologicznych (pyly, mgly)
powoduje rozpraszanie i pochlanianie promieniowania stonecznego,
zwiekszajac szanse na przezycie mikroorganizmow (Hara, Zhang 2012;
Cao i wsp. 2014). Natomiast niektdre zanieczyszczenia chemiczne (we-
glowodory, tlenki azotu, tlenek wegla) pod wpltywem promieniowania
UV tworzg silnie reaktywne utleniacze fotochemiczne, ktére oddziatuja
toksycznie na wszelkie organizmy Zywe bytujace w powietrzu (Bartosz
2008).

2.1.2. Bioaerozol miejski

Bioaerozole réznych miast r6znia si¢ pod wzgledem sktadu gatunko-
wego i liczebno$ci bakterii, dlatego nie mozna stworzy¢ jednego opisu
typowego bioearozolu miejskiego (Brodie i wsp. 2007; Barberan i wsp.
2015). Wigkszos¢ przeprowadzonych dotychczas analiz i poréwnan
bioaerozoli miejskich oraz innych $rodowisk koncentrowata si¢ raczej
na porownaniu liczebnosci bakterii niz ich biordznorodnosci (tab. 2).

Tabela 2. Liczebnosci drobnoustrojéw w bioaerozolu miejskim

. . Metoda poboru
. . Liczebno$¢ .
. , Liczebno$¢ ) prob/metoda .
Miejsce badan y grzybow ple- . Zrédto
bakterii ¢niowveh oznaczania
WY liczebnosci
Sztokholm, 100-4000 impakcyjna/ Bovallius i wsp.
Szwecja jtk-m? hodowlana 1978
Ilz/larsy.ha’ 80-2800 jtkem®  6-556 jtkem®  mpakeyjna/ 1orglo 1 Wep
rancja hodowlana 1996
Corvallis, 450-1000 impakcyjna/ Shaffer,
Oregon, USA jtk-m? hodowlana Lighthart 1997
Goérny Slask, . 5 . ,  impakcyjna/ Pastuszka i wsp.
Polska 13-4344 jtlem? - 4-4121 jtkem hodowlana 2000




2.1. Mikrobiologiczne zanieczyszczenie powietrza 19

Tabela 2. Liczebnosci drobnoustrojéw w bioaerozolu miejskim cd.

1,2-10-1,0-10°  1,7-10°-6,2-10° filtracyjna/ Durand i wsp.

Oregon, USA jtkem™ jtkem™ hodowlana 2002
filtracyjna/

;eg?lz’iscl)’j; sa 6,3-10*-1,1-10° bezposrednie Maron i wsp.

Fra IJI cia Y% komérek-m liczenie na 2005

) filtrach

filtracyjna/

Birmingham,  900-36 000 bezposrednie ~ Harrison i wsp.

Wielka Brytania komoérek-m™ liczenie na 2005
filtrach

. . 71-22 100 impakcyjna/ Fang i wsp.

Pekin, Chiny jtkem? hodowlana 2007

filtracyjna/ Fahlgren i wsp.

. _ 1
Kalmar, Szwecja  30-4700 jtk-m hodowlana 2010

Liczebnos¢ bakterii w powietrzu w $rodowisku miejskim zalezna
jest przede wszystkim od dzialalno$ci czlowieka (Fang i wsp. 2007).
W miastach bioaerozole s3 emitowane gléwnie ze zZrédel punktowych,
dlatego liczebnos¢ bakterii bioaerozoli miejskich wykazuje bardzo duza
zmienno$¢ przestrzenng. Szczegolnie na obszarach o duzym natezeniu
ruchu pojazdéw obserwuje sie wyzsze stezenia drobnoustrojow w po-
wietrzu w poréwnaniu do bardziej naturalnych obszaréw, takich jak
parki miejskie lub tereny przedmies¢.

Bioaerozole miejskie podlegaja zmianom ilosciowym w cyklu
dziennym i tygodniowym oraz sezonowym. Maron i wsp. (2006) suge-
ruj3, ze za zmiennos$¢ dobowa oraz w cyklach tygodniowych odpowia-
dajg przede wszystkim zrédla antropogeniczne. W badaniach dobowej
zmienno$ci maksymalne liczebnosci bakterii zwykle obserwowano
w powietrzu rano i wieczorem (Fang i wsp. 2007). Na obszarach silnie
zurbanizowanych sezonowy cykl zmian zanieczyszczen w powietrzu
czesto jest stabo zaznaczony, ale jezeli jest obserwowany, to najwyzsze
liczebnosci drobnoustrojéw w powietrzu miejskim stwierdza sie w le-
cie i jesienia (Fang i wsp. 2007; Kaarakainen i wsp. 2008).

Zaréwno w miastach, jak i na obszarach naturalnych liczebnosci
bakterii w powietrzu sg bardzo zréznicowane, a réznorodno$¢ gatun-
kowa jest bardziej zlozona niz wczeséniej przypuszczano. Mimo ze li-
czebno$¢ bakterii jest czgsto wyzsza w powietrzu miejskim niz wiejskim
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(Fang i wsp. 2007; Fahlgren i wsp. 2010), to réznorodnos$¢ bioaerozoli
obszaréw wiejskich jest na ogot wigksza (Després i wsp. 2007; Després
i wsp. 2012; Barberan i wsp. 2015).

Przy zastosowaniu metod hodowlanych na ogét w bioaerozo-
lach notuje si¢ wigcej bakterii Gram-dodatnich (Kellogg, Griffin
2006; Amato i wsp. 2007b; Fang i wsp. 2007; Fahlgren i wsp. 2010),
podczas gdy zastosowanie technik niehodowlanych prowadzi do
stwierdzenia dominacji bakterii Gram-ujemnych (Maron i wsp. 2005;
Brodie i wsp. 2007; Després i wsp. 2007; Fierer i wsp. 2008; Fahlgren
iwsp. 2011).

W powietrzu miejskim najczesciej obserwowane sg takie grupy
filogenetyczne jak Firmicutes, Actinobacteria, Bacteroidetes (tab. 3).
Sposréd bakterii nalezacych do klasy Proteobacteria w powietrzu
miejskim regularnie odnotowywano y- i f-proteobacteria, ale a-, 6-
i e-proteobacteria réwniez byly obserwowane. Dodatkowo w niektd-
rych badaniach wykryto obecnos¢ bakterii z gromad Verrucomicrobia,
Cyanobacteria, Acidobacteria, Planctomycetes i Chloroflexi (Harrison
i wsp. 2005; Fang i wsp. 2007; Després i wsp. 2012). Ogoélny trend wyta-
niajacy sie z dostepnych badan jest taki, ze w powietrzu miast dominujg
bakterie nalezace do grup, ktdre s3 obecne réwniez w glebie (Després
i wsp. 2012; Cao i wsp. 2014).

Tabela 3. Identyfikacja bakterii w bioaerozolu miejskim

Miejsce badan Metodla);ﬁte;tgﬁkaq ! Dominujgce grupy Zrodlo
B ’s M 1 of i
creeys Vanuatol - Micrococcus, Mancinelli, Shulls
Colorado, USA Determinative Staphylococcus, 1978
Bacteriology Aerococcus, Bacillus

Corvallis, Oregon,
USA

Biolog Microstation
System

Bacillus,
Curtobacterium,
Pseudomonas,
Xanthomonas

Shaffer, Lighthart
1997

Salt Lake City, Utah,
USA

sekwencjonowanie
16s rDNA

Gram-dodatnie,
bakterie o wysokiej
zawartosci

G+C, Bacillus,
Lactobacillus
Streptococcus,
Proteobacteria

Radosevich i wsp.
2002
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Tabela 3. Identyfikacja bakterii w bioaerozolu miejskim cd.

sekwencjonowanie Proteobacteria,
Paryz, Francja 16s rDNJA Firmicutes, Maron i wsp. 2005
Actinobacteria
Bacillus,
Birmingham, sekwencjonowanie  Pseudomonas, Harrison i wsp.
Wielka Brytania 16s rDNA Staphylococcus, 2005
Stenotrophomonas
mikromacierze Proteobacteria,
[Ajgim’ San Antonio, klonowanie, PCR ggcr?elrc(;li?z;es Brodie i wsp. 2007
i sekwencjonowanie . N
Actinobacteria
Micrococcus,
. . . Staphylococcus,
Pekin, Chiny ?“s’l;iM‘“"Stat“’n Bacillus, Fang i wsp. 2007
Y Corynebacterium,
Pseudomonas

Monachium,
Niemcy

T-RFLP

y-proteobacteria,
B-proteobacteria,
Actinobacteria,

a-proteobacteria

Després i wsp. 2007

Boulder, Colorado,
USA

sekwencjonowanie
16s rDNA

Bacteroides,
Proteobacteria,
Firmicutes

Fierer i wsp. 2008

Kalmar, Szwecja

sekwencjonowanie
16s rDNA

a-, B-,
y-proteobacteria,
Actinobacteria,
Bacteroidetes,
Firmicutes

Fahlgren i wsp. 2010

Pekin, Chiny

sekwencjonowanie
16s rDNA

Actinobacteria,
Proteobacteria,
Chloroflexi,
Firmicutes,
Bacteroidetes

Cao i wsp. 2014

Wazng grupg mikroorganizméw w powietrzu miast sg takze za-
rodniki i fragmenty grzybni grzybéw plesniowych (Elbert i wsp.
2007; Bauer i wsp. 2008). Pod wzgledem ilosciowym w bioaerozolu
miejskim zwykle dominujg zarodniki grzybéw z rodzajéow Alterna-
ria, Cladosporium, Aspergillus, Penicillium, a takze Epicoccum. Cze-
sto stwierdza si¢ tez obecno$¢ roznych drozdzy, patogenéw rodlin-
nych (np. $niedzi i rdzy), a takze zarodniki podstawczakow (Elbert

i wsp. 2007).
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2.1.3. Znaczenie bioaerozoli dla zdrowia cztowieka

Wsréd drobnoustrojow wymienianych jako skladniki bioaerozoli miej-
skich zdecydowanie dominujg mikroorganizmy saprofityczne, gtéwnie
z rodzajow Bacillus, Micrococcus, Sarcina, Staphylococcus (Fang i wsp.
2007; Després i wsp. 2012; Burkowska i wsp. 2012).

Nawet jesli bioaerozole nie zawierajg mikroorganizméw pato-
gennych, nie zawsze sa w pelni bezpieczne dla cztowieka (tab. 4).
Najbardziej istotne ze zdrowotnego punktu widzenia s3 mate czastki
biologiczne, o rozmiarach < 7 um, stanowigce tak zwang frakcje respi-
rabilng. Z wdychanym powietrzem wnikaja one do gérnych i dolnych
drog oddechowych - czastki o $rednicy aerodynamicznej 4,7-7 pm
osadzajg si¢ w gardle, o wielkosci 3,3-4,7 um dostaja si¢ do tchawicy
i oskrzeli pierwszorzedowych, czastki o wielkosci 1,1-3,3 um docierajg
do oskrzeli drugorzedowych i konicowych, a mniejsze niz 1,1 pm moga
wnikac az do oskrzelikéw ptucnych (Gérny 2004).

Inhalacja mikroorganizméw i ich elementéw (fragmenty $cian ko-
morkowych, rzeski), a takze licznych metabolitéw (endotoksyny, my-
kotoksyny, peptydoglikany, 3 (1->3) glukany) moze powodowac reakcje
alergiczne oraz niealergiczne choroby ukladu oddechowego (Xu i wsp.
2011; Gladysz i wsp. 2010). Ocenia sig, ze wzrost czgstotliwosci atakéw
astmy oraz hiperaktywno$¢ oskrzeli s3 zwigzane ze zwigkszong iloscia
bioaerozolu w powietrzu (Eduard i wsp. 2012; Kim i wsp. 2013). Szcze-
gélnie zarodniki grzybow plesniowych moga stanowi¢ bezposrednia
przyczyne wielu choréb alergicznych (Knutsen i wsp. 2012).

Zdecydowanie bardziej niebezpieczne dla czlowieka sg bioaerozo-
le patogenne (tab. 4). Liczne chorobotwércze mikroorganizmy (m.in.
Staphylococcus aureus, Neisseria meningitidis, Ralstonia paucula, My-
cobacterium tuberculosis) w sprzyjajacych warunkach dlugo utrzymuja
sie przy zyciu w stanie wysuszenia, stanowigc potencjalne zagrozenia
dla zdrowia (Polymenakou 2012; Tshilombo i wsp. 2015). Giéwnym
ich zZrédlem sa oddzialy zakazne szpitali, ale takze inne duze skupiska
ludzi. W odpowiednich warunkach moze dochodzi¢ do zakazenia kro-
pelkowego drobnoustrojami wystepujacymi w postaci bioaerozolu (Po-
lymenakou 2012, Jie i wsp. 2011). Stopien zagrozenia chorobg zalezy
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Tabela 4. Choroby wywolywane przez czynniki etiologiczne przenoszone droga
powietrzna

Typ schorzenia Choroby Czynniki etiologiczne
ospa wietrzna, potpasiec wirus Varicella Zoster
(VZV)
odra wirus odry (MV)
grypa wirusy grypy FLUAV,
FLUBYV, FLUCYV,
mononukleoza wirus Epstein-Barr (EBV)
rézyczka wirus rézyczki (RUBV)
wirusowe $winka (nagminne wirus $winki (MuV)
zapalenie
przyusznic)
polio Poliovirus
zapalenie gardla, krtani, adenowirusy, rinowirusy,
oskrzeli i ptuc koronawirusy, wirusy para-
grypy, RSV
niezyt nosa rinowirusy
Infekeyjne zapalenie oskrzeli i ptuc Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae
gruzlica pluc Mycobacterium tuberculosis
blonica Corynebacterium
bakteryjne diphtheriae
krztusiec Bordetella pertussis
plonica, Streptococcus pyogenes
promienica pluc Actinomyces israelii,
A. meyeri
aspergiloza pluc Aspergillus fumigatus,
A. niger, A. flavus
. mukormykoza ptuc rzyby z rodzajéw Cun-
grzybicze y : %in}g,thell, Rh)izopus, Mu-
cor, Rhizomucor i Absidia
kryptokokoza ptuc Cryptococcus neoformans
astma niealergiczna, grzyby, bakterie,
niealergiczny niezyt nosa,  Actinomycetes,
podraznienie blony §luzo-  endotoksyny, p (1->3)
niealergiczne  wej nosa, przewlekle za- glukany, mykotoksyny,
palenie oskrzeli, syndrom  inne niezidentyfikowane
toksyczny wywolany pytem skfadniki roslinne
organicznym i niemikrobiologiczne
Nieinfekcyjne astma alergiczna, katar grzyby, bakterie, enzymy,
alergiczny, biatka roslinne, pytki
zapalenie ptuc roslin,
. z nadwrazliwosci, bialka zwierzat kregowych
alergiczne alergiczne (gryzonie, koty, krowy itp.),
zewnatrzpochodne biatka bezkregowcow

zapalenie pecherzykow
plucnych, ptuco farmera

(pajaki, roztocza, ¢my itp.)
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od infekcyjnosci i zywotnosci wdychanych mikroorganizméw. Skutki
zdrowotne z powodu wdychania bioaerozoli zalezg takze od liczby zy-
wych czastek, jednak dawki infekcyjne dla poszczegdlnych patogendw
nie sg dokladnie ustalone, poniewaz zalezg zaréwno od warunkéw sro-
dowiskowych, jak i od indywidualnej odpornosci cztowieka (Rengasa-
my i wsp. 2004).

2.2. Miejscowosci uzdrowiskowe

Naturalne metody leczenia wykorzystujace walory srodowiska sa co-
raz bardziej popularne. Wspomagaja one medycyne konwencjonalna,
a nawet czesto z nig konkuruja, znajdujac zastosowanie szczegdlnie
w profilaktyce, leczeniu i rehabilitacji choréb przewlektych, stanowia-
cych najwigkszy problem spoteczny wspdtczesnej medycyny. W Polsce
obecnie z leczenia w 44 uzdrowiskach korzysta rocznie ok. 350 000
0sob (Helbin, Kotlarczyk 2005).

Podstawowym dokumentem prawnym regulujacym kwestie
uzdrowisk i gmin uzdrowiskowych w Polsce jest ustawa z dnia 28 lip-
ca 2005 r. o lecznictwie uzdrowiskowym, uzdrowiskach i obszarach
ochrony uzdrowiskowej oraz o gminach uzdrowiskowych (Dz.U. 2005,
Nr 167, poz. 1399) z p6zniejszymi zmianami (Dz.U. 2011, Nr 73, poz.
390). W rozumieniu tej ustawy uzdrowiskiem jest obszar, na terenie
ktorego prowadzone jest lecznictwo uzdrowiskowe, wydzielony w celu
wykorzystania i ochrony znajdujacych si¢ na jego obszarze natural-
nych surowcéw leczniczych. Natomiast definicja Polskiego Komite-
tu Normalizacyjnego, oparta na normie zatytulowanej ,Uzdrowiska.
Terminologia, klasyfikacja i wymagania ogdlne” (PN-2001/Z-11000),
uznaje za uzdrowisko obszar majgcy zloza naturalnych surowcow lecz-
niczych, dostep do wody morskiej i klimat o wlasciwos$ciach leczni-
czych (albo jeden z tych czynnikéw) oraz zaklady i urzadzenia lecznic-
twa uzdrowiskowego, jak réwniez sprzyjajace warunki srodowiskowe
i sanitarne, w ktorym prowadzone jest metodyczne leczenie okreslo-
nych choréb oraz moze by¢ prowadzona dziatalnos¢ wypoczynkowo-
-turystyczna.
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Polskie obszary i gminy uzdrowiskowe, aby uzyskac status uzdro-
wiska, muszg posiada¢ (Solan 2012):

— klimat lokalny o walorach leczniczych,

- unikalne, naturalne zfoza surowcéw uzdrowiskowych,

- zaklady opieki zdrowotnej udzielajace §wiadczen z zakresu lecz-
nictwa uzdrowiskowego przez wysoko wykwalifikowane kadry
medyczne,

- obiekty szpitalne i sanatoryjne z pelnym zapleczem, o wysokim
standardzie,

- urzadzenia przeznaczone do korzystania z uzdrowiskowych za-
sobow naturalnych,

- wymagania okreslone w przepisach prawa o ochronie i ksztalto-
waniu $rodowiska,

- odpowiedni obszar pozwalajacy na wyodrebnienie stref ochrony

uzdrowiskowej,

pelng infrastrukture techniczng,

znaczenie ponadlokalne.

Zwykle w leczeniu uzdrowiskowym stosuje si¢ programy lecznicze

uwzgledniajace kilka metod, m.in. balneoterapie, klimatoterapie i hy-
droterapi¢. Metody leczenia uzdrowiskowego sa skuteczne, przyjemne
dla pacjenta i zwykle nie majg skutkéw ubocznych, a wyniki leczenia
w chorobach przewlektych czesto utrzymuja si¢ dluzej niz po zastoso-
waniu leczenia konwencjonalnego (Helbin, Kotlarczyk 2005; Ponikow-
ska 2012).

Jednym z najwazniejszych dzialéw lecznictwa stosowanym w kaz-
dym uzdrowisku jest balneoterapia. Wykorzystuje si¢ w niej wlasciwo-
$ci naturalnych surowcéw leczniczych. Miedzy innymi do kapieli, ku-
racji pitnych i inhalacji stosuje si¢ wody lecznicze (chlorkowo-sodowe,
siarczkowo-siarkowodorowe, szczawy, termalne, radonowe). W balneo-
terapii znalazly tez zastosowanie torfy lecznicze (peloidy) zwane bo-
rowinami oraz gazy lecznicze (dwutlenek wegla, siarkowodoér, radon,
tlen, mieszanka ozonowo-tlenowa) (Helbin, Kotlarczyk 2006; Solan
2012). Wodg o réznym cis$nieniu i temperaturze wykorzystuje si¢ row-
niez w zabiegach hydroterapii - do natryskéw, masazy podwodnych
oraz kapieli wirowych i peretkowych (Helbin, Kotlarczyk 2006).
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Istotng role w leczeniu uzdrowiskowym odgrywaja réwniez czyn-
niki srodowiskowe, przede wszystkim klimat i mikroklimat uzdrowi-
ska, a takze warunki krajobrazowe. Korzystne warunki $srodowiskowe
i przyrodnicze uzdrowiska powinny zapewnia¢ nie tylko spokoj i re-
laks, ale takze wypoczynek. Klimatoterapia wykorzystuje dla celéw
leczniczych, a takze profilaktycznych zalety srodowiska przyrodnicze-
go. Ta forma terapii uzdrowiskowej obejmuje wszelkie zabiegi zwigzane
z ruchem na $§wiezym powietrzu: zabiegi ruchowe, kapiele powietrzne
oraz stoneczne, a takze inhalacje. Aerozoloterapia jest coraz czesciej
stosowang metodg leczenia uzdrowiskowego, poniewaz droga wziewna
stanowi szybki i dogodny sposob wprowadzenia substancji leczniczych
do organizmu (Helbin, Kotlarczyk 2006).

2.2.1. Stan badan jakosci powietrza w uzdrowiskach w Polsce

W latach 1961-1981 opublikowano wiele opracowan monograficz-
nych, a takze dotyczacych poszczegélnych elementéw meteorologicz-
nych i wskaznikéw bioklimatycznych wielu polskich uzdrowisk. Na
przyklad dla Ciechocinka powstato 36, a dla Inowroctawia 17 opraco-
wan na temat klimatu i bioklimatu. Jednak w wiekszosci sg to prace,
ktére powstaly w latach 60. i 70. XX wieku, a czgsto nawet wczesniej
(Koztowska-Szczesna 2000).

Niestety nieliczne z nich dotycza analizy powietrza w strefie okoto-
tezniowej (Borowicz i wsp. 1967; Borowicz i wsp. 1969). Tylko w jednym
dotychczasowym opracowaniu (Burkacka-Laukajtys, Zwolska 1973) po-
ruszono problematyke wplywu bioaerozolu w strefie okolot¢zniowej na
bakteriologiczng czysto$¢ powietrza. Zdecydowanie zauwazy¢ mozna
brak nowych opracowan, uwzgledniajacych chociazby zanieczyszczenia
powietrza, zaréwno pytowe, chemiczne, jak i mikrobiologiczne.

W pozostatych uzdrowiskach, w ktdérych leczy sie choroby drog od-
dechowych, réwniez stosunkowo rzadko bada si¢ mikrobiologiczne za-
nieczyszczenie powietrza. Biologiczne zanieczyszczenia powietrza wy-
wierajg niewatpliwie ogromny wplyw na zdrowie oséb, ktdre korzystaja
z lecznictwa uzdrowiskowego z powodu przewlektych choréb ukladu
oddechowego (Prunk i wsp. 2008; Krupa 2009). W miarg liczne sg jedy-
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nie prace podejmujace problematyke zanieczyszczen chemicznych i py-
fowych w uzdrowiskach. Oceny takiej dokonano m.in. dla uzdrowisk
sudeckich (Zalupska i wsp. 1996; Wéjcik 2011), uzdrowisk aglomeracji
krakowskiej (Lewinska, Wodzen 1989) i Buska (Bogacki i wsp. 1992).

Wojewddzki Inspektorat Ochrony Srodowiska w Bydgoszczy wy-
znaczyl na terenie uzdrowisk wojewodztwa kujawsko-pomorskiego
dwie stafe stacje pomiarowe, monitorujace zanieczyszczenia chemicz-
ne i pylowe w powietrzu tych miast. Jednak w rocznych ocenach jako-
$ci powietrza atmosferycznego w wojewodztwie kujawsko-pomorskim
wyniki badan z terendéw uzdrowisk sg uwzgledniane acznie dla calej
strefy kujawsko-pomorskiej, a nie s3 oceniane oddzielnie dla obszaréw
uzdrowiskowych (Jutrowska i wsp. 2014).

Stosunkowo dobrze poznany zostal jedynie bioaerozol w komo-
rach sanatoryjnych stuzacych do subterraneoterapii, zlokalizowanych
w kopalniach soli w Wieliczce i Bochni (Dolezal i wsp. 1983; Olechno-
wicz-Bobrowska i wsp. 2000; Bis i wsp. 2004; Grzyb i wsp. 2008; Fra-
czek i wsp. 2013).

2.2.2. Mikroklimat strefy okototezniowej

Bodzcem do wybudowania w Ciechocinku t¢zni i warzelni byta pro-
dukcja soli. Jednak eksploatacja solanki do celéw leczniczych, a po
kilkudziesigciu latach takze dzialalno$¢ uzdrowiskowa zdominowaly
produkcje przemystowa. Obecnie produkcja warzelniana jest podtrzy-
mywana tylko w celu pozyskiwania produktéw leczniczych, m.in. szla-
mu i fugu leczniczego, ktore sa stosowane do kapieli i inhalacji.

Teznie pelnia przede wszystkim funkcje wielkich otwartych inha-
latoriéw, wokot ktérych panujg specyficzne warunki mikroklimatycz-
ne. W poréwnaniu z pozostalym terenem uzdrowiska w okolicy tezni
panuje nizsza temperatura powietrza, szczegélnie podczas upalnych
dni, kiedy straty ciepta na odparowywanie wody z solanki splywajacej
po tarninie s3 najwieksze. Parowanie solanki zapewnia tez wyzsza wil-
gotnos$¢ wzgledng powietrza. Teznie stanowig takze specyficzng oslone,
zmniejszajaca predko$¢ wiatru pomiedzy nimi (Ponikowska, Marci-
niak 1988).
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Najwazniejsza z punktu widzenia terapii i jednoczes$nie najbardziej
specyficzng cechg mikroklimatu panujacego wokot tezni jest obecno$¢
w powietrzu aerozolu powstajacego podczas splywu solanki po kon-
strukcji tezni. Sptywajac po galazkach tarniny, solanka ulega rozdrob-
nieniu na niewielkie czastki — kropelki i krysztatki, ktérych znaczna
cze$¢ jest rozprowadzana w otaczajagcym powietrzu przez wiatr. Pod
tym wzgledem teznie dziataja podobnie jak bryza morska, z tym ze so-
lanka tezniowa zawiera znacznie mniej zanieczyszczen niz woda mor-
ska (Gawel, Kuczaj 2012).

Czastki bioaerozolu rozproszonego wokot tezni zawierajg chlorek
sodu, zwiazki bromu, jodu i zelaza, dlatego wykazuja dziatanie leczni-
cze. Przebywanie w strefie okolot¢zniowej umozliwia inhalacje w natu-
ralnych warunkach (Ponikowska, Marciniak 1988; Czajka i wsp. 2006).
Spacerujac woko! tezni, kuracjusze wdychajg zawarte w solance mine-
raly i przez blony §luzowe drég oddechowych oraz skére uzupelniaja
niedobory mikroelementéw (Gawel, Kuczaj 2012). Szczegdlnie sku-
teczne wydaje si¢ uzupelnianie tym sposobem niedoboréw jodu (Czaj-
ka i wsp. 2006), o czym $wiadcza pozytywne wyniki leczenia chorych
z zaburzeniami czynnosci tarczycy (Ponikowska i wsp. 1979).

Jednoczesnie ocenia si¢, ze bakteriobdjcze dziatanie skladnikow
solanki, gléwnie jodkow, ale takze chlorku sodu, moze przyczyniac sie
do eliminacji drobnoustrojéw w powietrzu strefy okototezniowej (Bur-
kowska-But i wsp. 2014). Jod i jodki wykazujg dzialanie bakteriobdj-
cze zardwno na formy wegetatywne bakterii, jak tez ich spory, a takze
dzialaja biobdjczo w stosunku do grzybéw, pierwotniakéw oraz eli-
minuja z powietrza wirusy (McDonnell, Russell 1999; Rozalski 2007).
Dzialanie jodu jest niespecyficzne i obejmuje niewybidrcze wigzanie
sie z blonami komdrkowymi, denaturacje biatka i hamowanie aktyw-
noéci enzymow oddechowych mikroorganizméw. W zwiazku z tym
jod wchodzacy w skiad aerozolu tezniowego jest naturalnym srodkiem
odkazajacym powietrze, bez ujemnego wplywu na zdrowie czltowieka.
Zawarto$c¢ jondw I w strefie okolotezniowej w Ciechocinku wynosi od
0,083 do 3,74 g-m~ powietrza, czyli koncentracja jodu jest podobna jak
w powietrzu rejonu nadmorskiego (Czajka i wsp. 2006). Burkacka-Lau-
kajtys i Zwolska (1973) stwierdzity, ze powietrze strefy okolotezniowej
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w Ciechocinku charakteryzuje si¢ duzym stopniem czystosci bakterio-
logicznej, a ogdlna liczebnos¢ bakterii pozostaje w korelacji ze steze-
niem jodu w powietrzu. Dodatkowo krople bioaerozolu, réwniez dzieki
przyspieszeniu sedymentacji, usuwaja w strefie tezni zanieczyszczenia
stale i gazowe (Ponikowska, Marciniak 1988).

Ilos¢, kierunek i zasieg rozprzestrzeniania si¢ aerozolu tezniowe-
go s3 zalezne od warunkéw meteorologicznych, przede wszystkim od
nastonecznienia, kierunku i sity wiatru oraz opadéw atmosferycznych.
Silny wiatr powoduje nadmierne rozpraszanie czastek aerozolu solan-
kowego w powietrzu, dlatego najwiecej aerozolu wokét tezni znajduje
sie w stoneczny dzien, przy umiarkowanym wietrze. Réwniez odlegto$¢
od tezni znaczaco wplywa na zawarto$¢ czastek solanki w powietrzu —
np. zawarto$¢ jodu w odleglosci 15 m od tezni jest ponad 3-krotnie
wyzsza niz w odlegloéci 150 m (Ponikowska, Marciniak 1988).

Do wytwarzania aerozolu solankowego wykorzystywana jest tak-
ze fontanna ,,Grzyb”, ktéra stanowi réwniez naturalne inhalatorium.
W fontannie tej wykorzystywana jest solanka ze zrédla nr 11, o ste-
zeniu NaCl ok. 5%, z zawartoscig bromu, jodu i zelaza. Zrédlo to jest
eksploatowane od 1932 roku tylko w celu zasilania fontanny ,,Grzyb”
i tezni (Ponikowska, Marciniak 1988).

Na terenach uzdrowiskowych Inowroctawia budowe tezni rozpo-
czeto w latach 90. XX stulecia, a zostala ona oddana do uzytku w roku
2001. Inowroctawska teznia ma ksztalt dwdch polaczonych ze sobg
wielobokéw, mierzy 9 m wysokosci i 300 m dtugosci. Solanka poda-
wana na tezni¢ w Inowroclawiu zawiera mniej jodkéw niz solanka
ciechocinska, dlatego nie stwierdza si¢ tu obecnosci jonéw I" w strefie
okolotezniowej. Natomiast sprzyjajacy kumulacji aerozolu ksztalt tezni
powoduje, ze stezenie NaCl w powietrzu moze tu okresowo by¢ wyzsze
niz w Ciechocinku (Czajka i wsp. 2006).

2.3. Charakterystyka solanek leczniczych

Zgodnie z kryterium hydrogeologicznym do solanek zalicza si¢ wody
o mineralizacji ogoélnej réwnej co najmniej 35 g-dm?, a ich gléwnymi
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sktadnikami, odpowiadajacymi za wysoka mineralizacje, sg jony chlor-
kowe, sodowe i wapniowe. Z kolei w balneologii jako solanki definiuje
sie wody chlorkowo-sodowe, zawierajace co najmniej 15 g-dm sktad-
nikéw rozpuszczonych (Krawiec, Walczak 2012). Dodatkowe wymaga-
nia fizyko-chemiczne, chemiczne i mikrobiologiczne dla wod leczni-
czych w Polsce okreslone sg przez Rozporzadzenie Ministra Zdrowia
z dnia 13 kwietnia 2006 r. (Dz.U. 2006, Nr 80, poz. 565). Solanki wyste-
puja powszechnie niemal na calym terytorium Polski. Najwigksze zaso-
by tych wdd znajduja si¢ na obszarze Nizu Polskiego i s3 powszechnie
wykorzystywane w balneologii w wiekszosci uzdrowisk na tym terenie.
Solanki wykorzystywane do celéw leczniczych na terenie Nizu Polskie-
go najczesciej wystepuja w strefach utrudnionej wymiany wod, w tym
w strukturach zamknietych, odizolowanych od powierzchni przez
utwory nadlegte, i w zwiazku z tym sg dobrze izolowane od zanieczysz-
czen zewnetrznych, ale tez zwykle stabo odnawialne. Ze skladnikow
specyficznych o znaczeniu farmakodynamicznym wystepuja w nich
gownie jony jodkowe, czasem zelazo (Krawiec, Walczak 2012). Aktu-
alnie solanki s3 wykorzystywane przede wszystkim do balneoterapii,
jako surowiec stosowany do zabiegdéw oraz jako produkty lecznicze
(sole, tugi, szlamy lecznicze oraz solanki) w 12 miejscowosciach: Bu-
sku-Zdroju, Ciechocinku, Debowcu, Goczatkowicach-Zdroju, Koto-
brzegu, Konstancinie-Jeziornej, Lapczycy, Polczynie-Zdroju, Sopocie,
Swinoujéciu, Ustroniu i Zabtociu (mineralne.pgi.gov.pl).

2.3.1. Solanki lecznicze Ciechocinka

W rejonie Ciechocinka warunki hydrogeologiczne s3 $cisle powiaza-
ne z budowg geologiczng i geomorfologia tego rejonu. Mozna tu wy-
dzieli¢ dwa pietra wodonos$ne: czwartorzedowe i jurajskie (Krawiec
2005). Czwartorzedowe pigtro wodonosne zwigzane jest z aluwialnym
kompleksem piaszczysto-zwirowym o swobodnym zwierciadle wod,
ktére w zaleznosci od morfologii terenu znajduje si¢ na glebokosci
od 1 do 5 m. Wody te sg zasolone - na znacznym obszarze zawartos¢
jonu ClI' w wodach pigtra czwartorzedowego przekracza 250 mg-dm?,
a w centrum Ciechocinka dochodzi do kilku tysiecy mg-dm™. W stre-
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fach bezposredniego kontaktu osadéw czwartorzedowych i jurajskich
(rejon centrum Ciechocinka) wody z tych dwoch pigter moga ulegac
mieszaniu, poniewaz wody pietra jurajskiego znajduja si¢ pod znacz-
nym ci$nieniem i mogg zasila¢ pigtro czwartorzedowe przez ascenzje
(Krawiec 1999). Wody jurajskiego pietra wodonosnego to gtéwnie
wody szczelinowe, solanki chlorkowo-sodowe, fluorkowe, bromkowe,
jodkowe, borowe oraz wody stabo zmineralizowane chlorkowo-sodo-
we, wystepujace w spekanych i uszczelinionych seriach piaskowcéw
oraz wapieni.

Tabela 5. Czynne ujecia wod leczniczych Ciechocinka (Krawiec 1999; 2005)

Numer Rok Glebokos¢  Wiek MlneFah— Cl SO Br J

diecia wykonania otworu  warstw wo- zacja

At [m] donosnych  [gdm’]  [g.dm™] [mg-dm]
11 450

» 1911 45,2 26,5 730 89,6 3,5

»Grzyb (414) J
14 1932 760 (1305) ], 45,8 27,3 80 91,6 3,4
16 1952 1378 1, 52,6 31,6 168 83,6 54
19a
»Krystynka” 1978 36 I 3,3 1,6 61 69 0,5

W Uzdrowisku Ciechocinek obecnie eksploatowane s3 nastepu-
jace ujecia: nr 11 (,Grzyb”), nr 14 (Terma I), nr 16 (Terma II) oraz
nr 19a (,Krystynka”) (tab. 5). Nieczynne s3 otwory nr 18 (Terma III)
oraz ujecia 17, 17a i 17b. Otwory eksploatujace wode z warstw jury,
oprocz otworu nr 11, maja samowyplywy. Z otworu nr 11 solanke po-
biera si¢ za pomocg pompy, co powoduje depresj¢ i moze by¢ przy-
czyng lokalnego doptywu wéd miodych z plytszych warstw. Wedlug
Poprawskiego i wsp. (1998) diugotrwata eksploatacja solanki z otworu
nr 11 powoduje wystodzenie wody na skutek mieszania si¢ wod wysoko
zmineralizowanych z infiltrujacymi od powierzchni wodami o nizszej
mineralizacji. Dlatego w przypadku solanki z otworu nr 11 obserwu-
je sie stopniowy powolny spadek mineralizacji oraz stezenia chlorkow
z 31 g-dm”w roku 1974 do 26,0 g-dm™ obecnie (Krawiec 2005).

Ujecie nr 11 (,Grzyb”) pobiera wode z piaskowcoéw doggeru z gle-
bokosci 302-405 m (Krawiec 2005). Nastepnie solanka ta przepom-
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powywana jest na teznie, gdzie sptywajac po galazkach tarniny, ulega
odparowaniu i zatezeniu do okoto 27%, po czym przesytana jest ruro-
ciaggiem do warzelni soli.

2.3.2. Solanki lecznicze w Inowroctawiu

Na terenie Inowroctawia do zabiegéw przyrodoleczniczych stosowa-
na jest woda chlorkowo-sodowa, siarczkowa, termalna o mineralizacji
13,1 g-dm™. Jest ona wydobywana z otworu IL-1 o glebokosci 507 m
i ma na wyplywie temperature okoto 23°C. Drugi z odwiertéw — Zrédto
Krélowej Jadwigi (studnia nr 3) o glebokosci 70 m - ujmuje warstwe
wodono$ng jury gornej, z ktdrej pobierana jest woda chlorkowo-sodo-
wo-wapniowa o mineralizacji okoto 2,9 g-dm™. Woda ta stosowana jest
do kuragcji pitnych. Na terenie miasta butelkowana jest takze woda mi-
neralna ,,Inowroclawianka’, ktéra eksploatowana jest z warstw czwar-
torzedu, ze studni o glebokosci 48 m. Jest to woda chlorkowo-wodo-
roweglanowo-sodowo-wapniowa o mineralizacji 1,7 g-dm™ (atlas.
kujawsko-pomorskie.pl).

2.3.3. Solanki jako $rodowisko zycia drobnoustrojow

W przeciwienstwie do woéd powierzchniowych zasiedlonych przez
ogromne ilo$ci drobnoustrojow, ktére maja dostep do pierwiastkow bio-
gennych oraz fatwo przyswajalnej materii organicznej, wody podziemne
z powodu malej ilosci biogenéw moga by¢ uznane za srodowiska eks-
tremalne. Dodatkowo wody infiltrujace krystaliczne podloza skalne sg
czesto zasolone (suma substancji rozpuszczonych w zakresie 10-250
g-dm”) i panuja w nich warunki beztlenowe (Itdvaara i wsp. 2011).
Mimo to wszystkie wody glebinowe sg zasiedlone przez mikroorgani-
zmy. W wodach glebinowych notuje si¢ bakterie w ilosci 10°~10°komo-
rek-cm” (Kotowski, Burkowska 2011; Roudnewi wsp. 2012), a w solan-
kach podziemnych stwierdzano ogdlng liczebnos¢ bakterii w zakresie
od 10° do 10° komdrek-cm™ (Itdvaara i wsp. 2011; Walczak, Krawiec
2014). Ponadto badania zywotno$ci komérek bakteryjnych wykazaly,
ze 13-100% obecnych w solankach bakterii to komdrki zywe (Walczak,
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Krawiec 2014). W zwigzku z tym glebokie solankowe poziomy wodono-
$ne mozna uznac za srodowiska, w ktorych potencjalnie wystepuja zywe
i aktywne mikroorganizmy. Nawet w wyjatkowo zasolonych (ponad
30% NaCl) $rodowiskach spotyka si¢ halofilne archeony oraz bakterie
(Anton i wsp. 2000; Maturrano i wsp. 2006; Pappa i wsp. 2010).

W celu okreslenia zaleznosci mikroorganizméw od obecnosci
i stezenia NaCl wprowadzono roézne systemy klasyfikacji. Najpow-
szechniej uzywany system klasyfikacji przedstawiony w tabeli 6 zostal
sformulowany przez Kushnera (1978). Wyré6znia on bakterie o réznym
stopniu halofilnodci, a takze mikroorganizmy halotolerancyjne, ktore
nie wymagaja do wzrostu wysokiego zasolenia, ale s3 w stanie rozwijac
sie przy wysokim stezeniu NaCl i innych soli. Bakterie z rodzaju Sta-
phylococcus s3 dobrym przykladem tej kategorii, poniewaz rosng za-
réwno przy braku soli, jak i przy stezeniu NaCl w granicach 10-15%,
a nawet wyzszym (Oren 2008). Ogoélnie réznorodnos¢ filogenetyczna
mikroorganizméw podlega istotnym zmianom wraz ze zmieniajacych
sie stezeniem soli (Oren 2006).

Tabela 6. Podzial mikroorganizméw halofilnych wedtug Kushnera (1978)

Stezenie soli wymagane

Kategoria do wzrostu Przyklady
[mol-dm?]
Stabo halofilne 0,2-0,5 wiekszo$¢ bakterii morskich
Umiarkowanie halofilne 0,5-2,5 Salinivibrio costicola
Granicznie ekstremalnie . ;
halofilne 1,5-4,0 Halorhodospira halophila
Ekstremalnie halofilne 2,5-5,2 Halobacterium salinarum
nie wymagaja soli do

Halotolerancyjne wzrostu, ale toleruja jej  Staphylococcus aureus

wysokie stezenie

Podstawowym fizjologicznym problemem wszystkich mikroorga-
nizmow halofilnych jest to, ze ich cytoplazma musi by¢ co najmniej izo-
toniczna wzgledem otaczajacego $rodowiska. Blona cytoplazmatycz-
na jest przepuszczalna dla wody, a zalezny od energii transport wody
w celu skompensowania jej utraty w procesach osmotycznych nie jest
energetycznie mozliwy.
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Mikroorganizmy halofilne wyksztalcity wiec dwie zasadniczo roz-
ne strategie stosowane w celu osmotycznego zréwnowazenia ich cyto-
plazmy ze srodowiskiem.

Pierwsza (strategia salt-in) polega na gromadzeniu w cytoplazmie
wysokich stezen niektérych jonéw. Cytoplazmatyczna zawarto$¢ jondéw
chloru jest zwykle podobna do obecnej w $rodowisku. Zawarto$¢ jo-
néw sodu w cytoplazmie moze by¢ nizsza niz w srodowisku, natomiast
jony potasu moga wystepowac w wiekszych stezeniach w poréwnaniu
do $rodowiska zewnetrznego komorki (Sochocka, Boratynski 2011). Ta
strategia wymaga adaptacji uktadu enzymatycznego - biatka powinny
zachowa¢ prawidlowa konformacje i aktywnos¢ w prawie nasyconych
roztworach soli. Proteom takich mikroorganizmdw jest bardzo kwasny,
biatka maja specyficzny skltad aminokwasowy — niektdére z aminokwa-
sow, takie jak kwas asparaginowy, wystepuja w znacznej ilosci, podczas
gdy inne, takie jak lizyna, sg praktycznie nieobecne (DasSarma, Das-
Sarma 2012). Wigkszo$¢ biatek ulega denaturacji po zawieszeniu w roz-
tworach o malej zawartodci soli, dlatego mikroorganizmy stosujace
strategie salt-in na ogoét nie mogg przetrwaé w srodowiskach o niskich
stezeniach soli. Strategie t¢ wykorzystuje niewielka liczba mikroorga-
nizmoéw ograniczonych do rzadkich nisz ekologicznych, na przykltad
wysoce wyspecjalizowane mikroorganizmy zdolne do zycia w niemal
nasyconych solankach: halofilne archeony (Halobacteriaceae), niektére
tlenowe i beztlenowe halofilne bakterie (Salinibacter ruber) (Detkova,
Boltyanskaya 2007; Oren 2008).

Wigkszos¢ mikroorganizmdéw stosuje druga strategie, okreslana
jako salt-out, ktéra polega na utrzymywaniu w cytoplazmie stalego,
niskiego stezenia jondw nieorganicznych. Niski potencjal osmotycz-
ny wody mimo obecnosci wysokich pozakomodrkowych stezen soli
jest osiagany dzigki gromadzeniu czasteczek osmoregulacyjnych. Sa to
male, rozpuszczalne w wodzie czasteczki organiczne, ktore nie wptywa-
ja na centralny metabolizm komorki, nawet jesli s3 gromadzone w du-
zych stezeniach, m.in. aminokwasy (prolina, betaina, glutamina i glu-
taminiany), krotkie peptydy, cukry (sacharoza, trehaloza) czy alkohole
wielowodorotlenowe (glukozyglicerol) (Empadinhas, da Costa 2008;
Sochocka, Boratynski 2011). Ponadto u mikroorganizméw stosujacych
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strategie salt-out wazng role odgrywaja mechanizmy utrzymujace na
stalym poziomie stosunek jonéw Na*/K* w cytoplazmie (Shabala i wsp.
2009).

2.4, Formowanie biofilmu jako strategia przetrwania bakterii w niekorzystnych
warunkach

Przez wiele lat bakterie byly postrzegane jako swobodnie Zyjace or-
ganizmy zywe. Tymczasem drobnoustroje w $rodowisku naturalnym
rzadko wystepuja w postaci pojedynczych rozproszonych komdrek
(Mnichowska-Polanowska i wsp. 2009; Vu i wsp. 2009). Najczesciej ob-
serwowanym zjawiskiem jest tworzenie formacji zwanych biofilmem
(Vuiwsp. 2009).

Biofilm jest to wielokomoérkowy twér zfozony z drobnoustrojow
jednego lub wielu gatunkéw czy rodzajow. Struktura ta przylega do
powierzchni stalych lub powierzchni komoérek innych organizméw
(Li, Logan 2004; Czaczyk, Myszka 2007). Zdolno$¢ do tworzenia biofilmu
maja mikroorganizmy autotroficzne, jak i heterotroficzne, w tym drob-
noustroje patogenne (Kotwzan 2011). Kolonizacje réznych powierzchni
przez mikroorganizmy umozliwiaja ich wlasciwosci adhezyjne, a struktu-
ra powstatego biofilmu jest stabilizowana przez substancje polimeryczne
wydzielane pozakomdrkowo, tzw. EPS (extracellular polymeric substan-
ces) (Flemming 2009; Kotwzan 2011). EPS sklada si¢ gléwnie z polisa-
charydéw i jest podstawowym materiatem macierzy (matrix) biofilmu,
stanowiac 50% do 90% calosci organicznego wegla biofilmu (Donlan
2002). Oprocz polisacharydéw substancja ta zawiera takze bialka, kwasy
nukleinowe, surfaktanty, lipidy oraz wode. Zdolnos¢ polimeréw macierzy
do cyklicznego gromadzenia i oddawania wody nadaje jej cechy hydroze-
lu o wlasciwosciach wysoko elastycznych. Dodatkowo hydrozelowa ma-
cierz chroni komorki biofilmu przed wysuszeniem, zmianami warunkéw
fizycznych otoczenia, szkodliwym dziataniem promieniowania UV, wa-
haniami temperatury i pH (Furowicz i wsp. 2010).

Tworzenie biofilmu czesto jest uruchamiane jako strategia przezy-
cia w niesprzyjajacych warunkach, np. przy ograniczonym dostepie tle-
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nu, deficycie jonoéw Fe, przy subletalnych stezeniach antybiotykéw lub
w innych sytuacjach stresowych, do ktorych nalezy tez silne zasolenie
(Gotz 2002; Lim i wsp. 2004).

Proces formowania biofilmu rozpoczyna si¢ od wstepnego przy-
twierdzenia do powierzchni pojedynczych komoérek (ryc. 2). Wazng
role w procesie adhezji odgrywaja wytwarzane przez mikroorganizmy
biofilmu polimery zewnatrzkomdrkowe, lipopolisacharydy i biatka
$ciany komoérkowej. Duzg role w tym procesie maja takze struktury ze-
wnatrzkomoérkowe takie jak fimbrie i rzeski. Na kolonizacje ma wpltyw
réwniez struktura zasiedlanej powierzchni, przede wszystkim wszelkie
jej uszkodzenia i chropowatosci (Kotwzan 2011).

w
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Ryc. 2. Etapy powstawania biofilmu (na podst. eng-sc.syr.edu)

W kolejnych etapach bakterie przekazuja sygnaly stymulujace
przylaczone mikroorganizmy do rozmnazania i tworzenia mikroko-
lonii oraz dojrzewania biofilmu. W dojrzewajacym biofilmie powstaje
EPS, a gradienty chemiczne umozliwiaja wspdtistnienie drobnoustro-
jow réznych gatunkéw oraz znajdujacych si¢ w roéznych stadiach meta-
bolicznych na zasadzie syntropii (Kolter, Watnick 2000). W komoérkach
bakterii dochodzi do aktywacji lub hamowania ekspresji niektoérych



2.4. Formowanie biofilmu jako strategia przetrwania bakterii w niekorzystnych warunkach 37

genow, co prowadzi do zanikania niepotrzebnych juz bakteriom struk-
tur (np. rzesek). Bakterie z wnetrza biofilmu sg narazone na ograni-
czenie dostepu tlenu, w zwigzku z czym zmienia si¢ ich metabolizm -
wzrasta aktywno$¢ beztlenowych szlakéw metabolicznych (desul-
furykacji, denitryfikacji i fermentacji), zahamowaniu ulega synteza
niektorych enzymoéw (np. proteaz, fosfolipazy C) oraz toksyn. Dzieki
tym zjawiskom komorki bakterii wchodzace w sklad biofilmu wyka-
zuja odmienne cechy niz komorki Zyjace w postaci wolnej (Vu i wsp.
2009; Furowicz i wsp. 2010; Kolwzan 2011). Kiedy biofilm osiaga tzw.
krytyczng grubos¢, stopniowo przestaje utrzymywac istniejacg forme
(ryc. 2). Komorki z peryferyjnych czesci dojrzalego biofilmu opusz-
czajg strukture w celu utworzenia nowych skupisk przez kolonizacje
innych powierzchni (Baranowska, Rodziewicz 2008). Przypuszcza sie,
ze w procesie oderwania komoérek dochodzi do degradacji polimerowej
matrycy, aktywacji aparatéw ruchowych i zmian fizjologicznych w ko-
morkach, umozliwiajacych ich egzystencje poza biofilmem. Przyczyna
tego zjawiska moze by¢ takze wyczerpanie sktadnikéw pokarmowych
lub problemy z ich przeptywem w obrebie biofilmu (Kotwzan 2011).

Prawidlowe funkcjonowanie wytworzonej blony biologicznej jest
zapewnione przez mi¢dzykomoérkows sygnalizacje oparta na wytwa-
rzaniu czasteczek sygnalowych — quorum sensing (QS). Mozliwo$¢ ,,po-
rozumiewania si¢” komoérek sprawia, ze biofilm moze funkcjonowac
W sposob przypominajacy prymitywny organizm wielokomdrkowy
(Kotwzan 2011).

Bakterie tworzace biofilm, w tym bakterie patogenne, sg wielokrot-
nie mniej wrazliwe na czynniki Srodowiskowe, co ulatwia ich przezywa-
nie nawet w skrajnie niesprzyjajacych warunkach (Moscoso i wsp. 2006;
Palmer i wsp. 2007; Tamayo i wsp. 2010; Xu i wsp. 2011). Biofilm jako
forma bytowania drobnoustrojéw stwarza im mozliwos¢ tatwiejszego
dostepu do sktadnikéw odzywcezych, a takze chroni komorki przed nie-
korzystnym wplywem szkodliwych czynnikéw fizycznych i chemicz-
nych (Singh i wsp. 2006; Czaczyk, Myszka 2007; Vu i wsp. 2009). Dlatego
tez biofilm moze funkcjonowaé w warunkach, w ktorych przetrwanie
pojedynczych komorek jest trudne, a w wielu przypadkach nawet nie-
mozliwe (Leid 2009; Vu i wsp. 2009; Furowicz i wsp. 2010).
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W zwigzku z tym w solankach tezniowych teoretycznie mozliwy
jest rozwoj bakterii w postaci biofilmu. Mikroorganizmy, w tym pa-
togeny ukladu oddechowego sa w stanie przezy¢ przez dluzszy czas
nawet w bardzo niesprzyjajacych warunkach $rodowiskowych, réw-
niez przy duzym zasoleniu $rodowiska (Kilvington, Price 1990; Ohno
iwsp. 2003). Szczegdlnie dobrze w takim srodowisku przezywaja gron-
kowce (Asperger, Zangerl 2002; Oren 2008). Potencjalnie, wraz z ae-
rozolem tezniowym, mikroorganizmy tworzace biofilm w solankach
mogtyby by¢ rozprowadzane w otoczeniu otwartych inhalatoriéw.



Zatozenia i cel pracy

Aerozol tezniowy ma niewatpliwy udzial w ksztaltowaniu si¢ zaréw-
no ilos$ciowego, jak i jakosciowego skltadu drobnoustrojéw w powie-
trzu w otoczeniu otwartych inhalatoriéw. Z jednej strony aerozol taki
moze powodowac obnizenie liczebno$ci drobnoustrojow w powietrzu
ze wzgledu na mechaniczne oczyszczanie powietrza przez krople aero-
zolu solankowego, a takze zawarty w solance chlorek sodu oraz zwigzki
jodu. Z drugiej strony aerozol tezniowy moze stanowi¢ dodatkowe zro-
dlo zanieczyszczen - do atmosfery w takim wypadku moga by¢ wpro-
wadzane drobnoustroje obecne w solance (zaré6wno autochtoniczne,
jak i wprowadzone ze $rodowiska zewnetrznego) oraz wyplukiwane
z powierzchni galazek tarniny. Diugoterminowe badania mikrobiolo-
gicznej jakosci powietrza w uzdrowiskach posiadajacych otwarte inha-
latoria solankowe nie byly dotychczas prowadzone.

Gléwnym celem naukowym niniejszej pracy byto okreslenie wpty-
wu aerozolu solankowego emitowanego przez teznie na mikrobiolo-
giczng jakos$¢ powietrza atmosferycznego w uzdrowisku, szczegolnie
w otoczeniu otwartych inhalatoriow.

Do zrealizowania gtéwnego celu badan wyznaczono nastepujace

szczegolowe cele badawcze:

1. Dokonanie diugoterminowej, ilosciowej i jakosciowej, analizy
bioaerozoli bakteryjnych i grzybowych na terenach miejskich,
uzdrowiskowych i w otoczeniu otwartych inhalatoriéw uzdro-
wiska Ciechocinek.
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3. Zatozeniai cel pracy

. Przeprowadzenie, na podstawie uzyskanych wynikéw, oceny

mikrobiologicznego zanieczyszczenia powietrza atmosferycz-
nego na terenie uzdrowiska.

. Przeanalizowanie wplywu czynnikéw mikroklimatycznych,

zmienno$ci sezonowej i polozenia punktéw pomiarowych
w uzdrowisku na mikrobiologiczng jako$¢ powietrza.

. Poréwnanie mikrobiologicznej jakosci powietrza na terenach

miejskich, uzdrowiskowych i w otoczeniu otwartych inhala-
toriow w Ciechocinku i Inowroclawiu - dwéch uzdrowiskach
dysponujacych tezniami solankowymi i jednocze$nie charakte-
ryzujacych sie odmienng struktura urbanistyczna.

. Oznaczenie biorédznorodnosci drobnoustrojéw wystepujacych

w solankach tezniowych Ciechocinka oraz ocena ich wplywu
na sklad bioaerozoli w otoczeniu inhalatoriéw.

. Ocena mozliwosci przezywania szczepow bakterii potencjalnie

patogennych w solankach w roznych warunkach troficznych
i temperaturowych, z uwzglednieniem tworzenia biofilmu jako
mechanizmu umozliwiajgcego przetrwanie drobnoustrojow
w niekorzystnych warunkach.



Materiaty i metody

4.1. Charakterystyka badanych obiektow

4.1.1. Uzdrowisko Ciechocinek

Ciechocinek potozony jest na Kujawach, na lewym brzegu Wisty, w od-
legtosci 25 kilometréw od Torunia (52°52'N, 18°47'E). Jest najwiekszym
w Polsce uzdrowiskiem nizinnym, ktérego leczniczymi bogactwami sa
obfite zfoza solanek oraz korzystne warunki klimatyczne.

Powstanie i rozwdj uzdrowiska Ciechocinek sg $cidle zwigzane
z obecnymi na tym terenie wodami mineralnymi o charakterze sola-
nek. Za poczatek funkcjonowania uzdrowiska przyjmuje si¢ rok 1836.
Woéwczas w miejscowym zajezdzie zainstalowano 4 miedziane wanny,
w ktorych do leczenia wykorzystywano naturalne zasoby wéd solan-
kowych. Poczatkowo lecznictwo w uzdrowisku Ciechocinek opierato
sie wylacznie na wykorzystywaniu solanek do kapieli leczniczych w tak
zwanych Lazienkach (obecnie Zaklady Przyrodolecznicze). Teznie
solankowe wybudowano w latach 1824-1833 i 1859, lecz pierwotnie
byly one instalacjg przemystowa stuzaca do zageszczania solanki przed
procesem warzenia soli. Jednakze po kilkudziesigciu latach produkcja
przemystowa soli zostala zdominowana przez dzialalnoé¢ uzdrowisko-
wa (Ponikowska, Marciniak 1988).

W potowie XIX wieku w Ciechocinku leczylto sie ok. 1100 oséb
rocznie, gtéwnie w okresie od maja do wrze$nia. Podczas I wojny $wia-
towej uzdrowisko zostalo przejete przez wojska niemieckie, a z za-



42 4. Materiaty i metody

ktadéw kapielowych korzystalo przecigtnie 5000 kuracjuszy rocznie.
Rozwdj uzdrowiska nastapil wkrétce po odzyskaniu przez Polske nie-
podleglosci i podporzadkowaniu lecznictwa uzdrowiskowego Mini-
sterstwu Zdrowia. W tym czasie urzadzono m.in. Park Zdrowia z ba-
senem termosolankowym oraz rozbudowano i unowocze$niono baze
balneologiczng. Podczas II wojny $wiatowej miasto, ktérego nazwe
zmieniono na Hermannsbad, pelnilo funkcje szpitala wojskowego dla
Niemcow oraz uzdrowiska wylacznie dla obywateli niemieckich. Spe-
cjalisci niemieccy bardzo wysoko ocenili jako$¢ ciechocinskich zrédet
solankowych w poréwnaniu ze Zrédlami na terenie Niemiec, a zZrédlo
termalne nr 14 nazwali wrecz ,,cudem natury”.

Wojna nie dokonata wielkiego spustoszenia w uzdrowisku, a najwaz-
niejsze dla prowadzenia dziatalnosci leczniczej obiekty ocalaty. Od roku
1949 Ciechocinek funkcjonuje jako uzdrowisko caloroczne, a w roku
1967 zostal wpisany na liste uzdrowisk statutowych (Kozlowska-Szcze-
sna 2000; Malecka, Marcinkowski 2007). Obecnie Ciechocinek jest
jednym z najwigkszych i jednocze$nie najbardziej znanych uzdrowisk
w Polsce. Obszar uzdrowiska Ciechocinek ma catkowitg powierzchnie
1534 ha. W zakresie lecznictwa uzdrowiskowego w Ciechocinku dziala
5 szpitali uzdrowiskowych oraz 16 sanatoriow. Opierajac si¢ na udoku-
mentowanych wilasciwosciach leczniczych solanek i leczniczym klima-
cie, ustalono dla uzdrowiska profil leczniczy. U oséb dorostych leczy sie
w Ciechocinku choroby: ortopedyczno-urazowe, ukladu nerwowego,
reumatologiczne, kardiologiczne i nadci$nienie naczyn obwodowych,
gornych drég oddechowych, otylos¢, osteoporoze oraz choroby kobiece.
U dzieci rekomendowane jest leczenie w uzdrowisku Ciechocinek cho-
réb ortopedyczno-urazowych, ukltadu nerwowego, reumatologicznych
oraz gornych drég oddechowych (Statut Uzdrowiska Ciechocinek 2008).
Z punktu widzenia badan przeprowadzonych w niniejszej pracy szcze-
golnie wazny jest profil leczniczy uzdrowiska zwigzany z leczeniem cho-
réb uktadu oddechowego zaréwno u dzieci, jak i u dorostych. Jak podaje
Kubiak (2001), w Ciechocinku leczy si¢ przede wszystkim:

- niezyty oskrzeli,

- przewlekle niezyty gardta,

- przewlekle niezyty krtani i tchawicy,
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- przewlekle zapalenie trabki stuchowej,

- przewlekly stan zapalny blony §luzowej nosa i gardla,

- przewlekle zapalenie blony $luzowej krtani,

- stan zapalny zatok przynosowych,

- stany pooperacyjne w obrebie gérnych drog oddechowych,

- pylice pluc z objawami niezytowymi.

W roku 2012 w Ciechocinku dostepnych byto ok. 4330 miejsc dla
pacjentow (Koreleska, Stefanski 2013). Nalezy jednak pamietaé, ze
obok kuracjuszy Ciechocinek licznie odwiedzaja turysci. Szacuje sie, ze
rocznie odwiedza Ciechocinek ponad 70 tysiecy kuracjuszy i turystow.

4.1.2. Uzdrowisko Inowroctaw

W celu okreslenia wplywu charakteru miasta uzdrowiskowego (wiel-
kos¢, obecnos¢ obiektow przemystowych, udziat strefy uzdrowiskowej
w obszarze calego miasta) na mikrobiologiczne zanieczyszczenia po-
wietrza w strefie otwartych inhalatoriéw przeprowadzono badania po-
réwnawcze w uzdrowisku Inowroctaw.

Inowroctaw, polozony na Pojezierzu Wielkopolsko-Kujawskim
(52°47'N, 18°15'E), jest jednym z najwigkszych miast wojewddztwa ku-
jawsko-pomorskiego (okofo 77,6 tys. mieszkancow). Obecnie miasto
pelni dwie funkcje — o$rodka gospodarczego oraz o$rodka uzdrowisko-
wego (Koztowska-Szczgsna 2000).

Inowroclaw jest jednym z wazniejszych osrodkéw gospodarczych
wojewodztwa z rozwinietym przemystem chemicznym, maszynowym,
szklarskim, poligraficznym. Wigkszos¢ zaktadow przemystowych sku-
pia si¢ jednak w potudniowej czesci miasta i jest dobrze izolowana od
dzielnicy uzdrowiskowej. Dzigki temu zanieczyszczenie powietrza at-
mosferycznego w czesci uzdrowiskowej Inowroclawia nie przekracza
norm dla obszaréw ochrony uzdrowiskowej (Sziwa 1999).

Obszar, na ktéorym usytuowane jest miasto, znany jest przede
wszystkim z wystepowania bogatych poktadéw soli kamiennej. Na te-
renie Inowroctawia istniala prawdopodobnie najstarsza warzelnia soli,
jaka do tej pory odkryto na ziemiach polskich, réwniez dzisiaj inowro-
ctawskie kopalnie soli s3 wazna galezia przemystu (Gawlak 1999).
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W 1875 roku z inicjatywy dr. Zygmunta Wilkowskiego powstato
uzdrowisko zwane ,Solanki Inowroctawskie” Najwiekszym uzdro-
wiskowym bogactwem Inowroctawia sg solanki gorzkie (chlorkowo-
-sodowo-magnezowe), zaliczane do najsilniej stezonych w Europie.
Litr solanki inowroctawskiej zawiera ogétem ponad 313 g skfadnikéw
mineralnych przy gestosci 1,1956 g-cm® w temperaturze 18°C. Ino-
wroclawskie solanki wykorzystywane s3 m.in. do kapieli mineralnych
w wannach, inhalacji oraz do kuracji pitnych po uprzednim zagesz-
czeniu, a nastepnie rozcienczeniu. Obecnie Inowroctaw jest drugim po
Ciechocinku najwiekszym uzdrowiskiem nizinnym w Polsce. Kierunki
lecznicze tego uzdrowiska obejmuja choroby reumatyczne, ortopedycz-
no-urazowe, kardiologiczne, naczyn obwodowych, kobiece, ukladu tra-
wienia, drég oddechowych i skory (Gawlak 1999; Ponikowska 2012).

4.1.3.Teznie

Teznie wykorzystywane w Ciechocinku jako otwarte inhalatoria sg uni-
kalnymi obiektami nie tylko w skali Polski, ale i Europy. Z dokumentéw
historycznych wynika, ze pierwsze t¢znie solankowe budowano okoto
XIV wieku w Lombardii (péinocne Wlochy). Niewiele pozniej, okoto
1580 roku, zaczeto budowac teznie na terenie srodkowej Europy. Nie-
stety z licznych dawniej tezni obecnie w Europie pozostalo niewiele
tego typu obiektow. Do dzi$ istniejg i zatezaja solanke, gtéwnie w ce-
lach zdrowotnych i rekreacyjnych, t¢znie m.in. w: Bad Diirrenberg,
Bad Kreuznacher, Bad Rothenfelde, Bad Sassendorf oraz Bad Kissingen
(Gawel, Kuczaj 2012).

W Polsce prawdopodobnie juz w VII-VIII wieku prezny osrodek
warzenia soli dziatal w Kotobrzegu. Pézniej, wlatach 1710-1794, wybu-
dowano tam 6 tezni solankowych o dtugosci okoto 285 m kazda. Po Iroz-
biorze Polski, kiedy podkrakowskie kopalnie soli znalazly si¢ w zaborze
austriackim, w Polsce centralnej zaistniala koniecznos¢ poszukiwania
zrdédet solanki czy innych zt6z solnych, co przyczynito si¢ do rozwoju
Ciechocinka jako osrodka solowarskiego. Poczatkowo, w latach 1827-
-1829, wybudowano dwie teznie: Teznig 1 o dlugosci 651,5 m (ryc. 3)
oraz Teznig 2 o dlugosci 723,8 m. Zaprojektowal je profesor Akademii
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Gorniczej w Kielcach Jakub Graft. Sg one usytuowane réwnolegle w od-
legtosciok. 300 m od siebie, ale prostopadle do przewazajacych w tym ob-
szarze wiatréw. W roku 1859 wybudowano Teznie 3 o dlugosci 366,2 m.
Dzigki temu powstal jeden z najwigkszych komplekséw tezniowych
w Europie o tacznej dlugos¢ tezni réwnej 1741,5 m (Ponikowska, Mar-
ciniak 1988; Gawel, Kuczaj 2012).

Ryc. 3. Teznia 1 w Ciechocinku (fot. A. Burkowska-But)

Podstawe tezni stanowi okolo 7000 wbitych w ziemi¢ dgbowych
pali, na ktérych umieszczono §wierkowo-sosnowa konstrukeje wypel-
niong galazkami tarniny (Prunus spinosa), po ktoérych splywa solanka
(ryc. 4).

Solanka do t¢zni pompowana jest ze zrédla nr 11 (znajdujacego
sie pod fontanng ,,Grzyb’- ryc. 5) i wtlaczana na goére do korytek za-
instalowanych na ich szczycie. Stad splywa kroplami po $cianach tezni
i pod wplywem wiatru oraz promieni stonecznych intensywnie paruje,



korytka z solankg

wypetnienie z
gatazek tarniny

drewniana
konstrukcja

Ryc. 4. Schemat tezni solankowej (na podst. Korzeniewski 2001)

Ryc. 5. Fontanna ,Grzyb” (fot. A. Burkowska-But)
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co powoduje zwigkszanie stezenia soli. Najmniejsze stezenie ma solan-
ka po splynieciu z Tezni 1 (9%), na Tezni 3 zateza sie do 16%, a po
procesie odparowywania na Tezni 2 konicowe stezenie soli wynosi 27%
(tab. 7). Stad solanka rurociggami kierowana jest do warzelni soli (trze-
ci etap produkc;ji soli).

Podobnie jak w Ciechocinku, jednym z najbardziej charaktery-
stycznych elementéw wspoltworzacych mikroklimat uzdrowiska Ino-
wroclaw jest teznia solankowa. Istniejaca od 2001 roku konstrukcja ma
ksztalt dwoch polaczonych wielobokdw i jest druga co do wielkosci
w Polsce (ryc. 6). Stezenie NaCl w solance kierowanej na teznie w Ino-
wroclawiu jest nizsze niz w Ciechocinku i wynosi 3% (tab. 7).

Caly teren przylegajacy do inowroctawskiej tezni izolowany jest od
strefy miejskiej ponadstuletnim Parkiem Solankowym o powierzchni
55 ha. Jak podaje Gawlak (1999), dobér réznorodnych gatunkéw drzew
i krzewéw wydzielajacych fitoncydyny dodatkowo zwieksza znaczenie
,»Solanek” dla usuwania mikrobiologicznych zanieczyszczen z powie-
trza w uzdrowisku.

Ryc. 6. Teznia w Inowroctawiu (fot. A. Burkowska-But)
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Tabela 7. Charakterystyka otwartych inhalatoriéw

Stezenie
. Dlugo$¢ Szerokos¢ Wysoko$¢ Objetos¢  NaCl Tlo$¢ kuracjuszy
Obiekt 5 . .
[m] [m] [m] [m?]  wsolance w otoczeniu obiektu
[%]

Ciechocinek
Fontanna 5 N
Grzyb” (érednica) 3 38 5 bardzo liczni
Teznia 1 648 9 14 5800 9 bardzo liczni
Teznia 2 719 9 16 6300 27 nieliczni
Teznia 3 333 9 12 2900 16 liczni

Inowroctaw
Teznia 300 6 9 3 bardzo liczni
solankowa

4.2. Lokalizacja i charakterystyka stanowisk badawczych

4.2.1. Lokalizacja i charakterystyka stanowisk badawczych w Ciechocinku

Na terenie Ciechocinka zlokalizowano 11 stanowisk badawczych (ryc. 7
i8). Stanowiska podzielono na trzy grupy, zgodnie z dominujacym spo-
sobem wykorzystywania danego terenu przez kuracjuszy i mieszkan-
cOw miasta:

a) tereny miejskie charakteryzowaly sie duzym ruchem samochodo-
wym, zabudowa miejska z niewielkim udziatem terendw zielonych, wy-
korzystywane byty gléwnie przez stalych mieszkancéw uzdrowiska.

Na terenach typowo miejskich stanowiska badawcze usytuowano:

CM1 - przy wjezdzie do Ciechocinka od strony Torunia, przy skrzyzowa-
niu ulic Kopernika i Bema;

CM2 - na ulicy Kopernika, naprzeciwko dworca PKP;

CM3 - na ulicy Widok.

b) tereny uzdrowiskowe charakteryzowaly si¢ bardzo duzym udzialem
terenéw zielonych (trawniki, zadrzewienia), odwiedzane byly gléwnie
przez kuracjuszy i turystow, dominowal tu ruch pieszy, zabudowa byla
bardzo rozproszona.
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Na terenach uzdrowiskowych stanowiska badawcze zlokalizowane

byty:

CU1 - w Parku Zdrojowym przed Pijalnig Wéd;

CU2 - na péinocno-wschodnim krancu parku;

CU3 - na deptaku przy ulicy Tezniowe;.

c) strefa oddzialywania inhalatoriow otoczona byla gléwnie terenami
zielonymi, odbywat sie tu jedynie pieszy ruch kuracjuszy i turystéw. Sta-
nowiska badawcze wyznaczono w nastepujacych punktach:

GI1 - w odleglosci 1 m od fontanny ,,Grzyb” zasilanej solanka z Ujecia
nr 11, zgodnie z kierunkiem dominujacych wiatréw;

G10 - w odlegloéci 10 m od fontanny ,,Grzyb” zasilanej solankg z Ujecia
nr 11, zgodnie z kierunkiem dominujgcych wiatréw;

CI1 - na deptaku przy Tezni 1;

CI2 - na deptaku przy Tezni 2;

CI3 - na deptaku przy Tezni 3;

Ryc. 7. Stanowiska badawcze w Ciechocinku: a) CM2 na terenach typowo miej-

skich, b) CU1 na terenach uzdrowiskowych, ¢) CI1 w strefie oddziatywa-
nia inhalatoriow (fot. A. Burkowska-But)

Ponadto w celu dokonania oceny, czy solanki t¢zniowe moga by¢

czynnikiem wprowadzajacym mikroorganizmy do powietrza, w stre-

fie oddzialywania inhalatoriéw liczebno$¢ bakterii mezofilnych oraz
liczebno$¢ mikroorganizméw halofilnych (,,mikroorganizmy modelo-
we’, wystepujace jedynie w solankach) oznaczano dodatkowo na naste-
pujacych stanowiskach:

a) w otoczeniu Tezni 1
S1 - w odlegloséci 1 m od tezni po stronie ze sptywem solanki;
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S10 - w odleglosci 10 m od tezni po stronie ze sptywem solanki;
N1 - w odlegloéci 1 m od tezni po stronie bez splywu solanki;
N10 - w odlegtosci 10 m od tezni po stronie bez sptywu solanki;

b) w otoczeniu fontanny ,,Grzyb” — na stanowiskach G1 i G10 opisanych
powyzej.

4.2.2. Lokalizacja i charakterystyka stanowisk badawczych w Inowroctawiu

Na terenie Inowroctawia wyznaczono 6 stanowisk poboru prébek po-

wietrza (ryc. 9 i 10). Podobnie jak w Ciechocinku stanowiska zostaly

podzielone na 3 kategorie, zgodnie z dominujacym sposobem wyko-
rzystywania danego terenu:

a) na terenach miejskich:

IM1 - w poblizu Kosciota NMP przy ulicy Biskupa Antoniego Laubitza;
IM2 - przy Urzedzie Miasta Inowroctaw przy ulicy E D. Roosevelta;
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b) na terenach rekreacyjno-uzdrowiskowych:

IU1 - w centralnej czesci Parku Solankowego;

IU2 - na pomoscie przy restauracji ,Nad Stawkiem”;
¢) w strefie oddzialywania tezni solankowe;j:

II1 - we wnetrzu wielobocznej konstrukeji tezni;
I12 - na zewnatrz wieloboku tezni w odleglosci ok. 10 metréw od tego

obiektu.

Ryc. 9. Stanowiska badawcze w Inowroctawiu: a) IM1 na terenach typowo miej-
skich, b) IU2 na terenach uzdrowiskowych, c) II12 w strefie oddzialywania

inhalatoriéw (fot. A. Burkowska-But)
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4.3. Pobér probek powietrza do badar mikrobiologicznych

Probki powietrza pobierano zgodnie z zaleceniami normy (PN-89/
/Z-04008/08), na wysokosci 1,3 m nad powierzchnig gruntu. W Cie-
chocinku probki powietrza na kazdym z badanych stanowisk badaw-
czych byly pobierane raz w miesigcu w okresie od 2005 do 2008 roku
oraz w cyklu sezonowym (wiosng, latem, jesienig i zima) od lata 2009
do wiosny 2011 roku. Badania w Inowroclawiu wykonano réwniez,
uwzgledniajac zmienno$¢ sezonowy, pobierajac probki od lata 2009 do
wiosny 2011 roku.

Probki powietrza pobierano metoda zderzeniows, uzywajac mi-
krobiologicznego probnika powietrza MAS-100 firmy Merck. Predkos¢
przeptywu strugi powietrza przez impaktor réwnala si¢ okoto 11 m-s’,
co odpowiada poziomowi 5 probnika Andersena i pozwala na wy-
chwycenie czastek o rozmiarach > 1pum (Pascual i wsp. 2003). Objetos¢
powietrza kierowanego na szalke Petriego z odpowiednim podfozem
ustalano, uwzgledniajac przewidywang liczebnos$¢ badanej grupy mi-
kroorganizmoéw, stanowisko badawcze oraz warunki meteorologiczne.
Wiszystkie analizy wykonywano w trzech réwnoleglych powtérzeniach,
co gwarantowato minimalizacj¢ bledu zwigzanego z przypadkowoscia
badanych prébek.

Plytki z podlozami, na ktére pobrano probki powietrza, przewozono
do laboratorium w pojemniku termoizolacyjnym w temperaturze 4°C.

4.4, Pomiar parametréw mikroklimatycznych

Réwnoczesnie z poborem probek dokonywano pomiaréw parametréw
mikroklimatycznych, ktére odgrywaja kluczowa role w ocenie jakosci
powietrza. Badania przeprowadzano na kazdym stanowisku pomiaro-
wym i obejmowaly one pomiar temperatury i wilgotnoséci wzglednej
powietrza, predkosci wiatru oraz wystepowania opadéw atmosferycz-
nych. W celu okreslenia powyzszych parametréw meteorologicznych
postugiwano sie anemometrem Kestrel 3500.
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4.5. Oznaczanie liczebnosci drobnoustrojow w powietrzu

Analiza mikrobiologiczna powietrza obejmowata oznaczenie liczebno-
$ci w powietrzu nastepujacych grup drobnoustrojéw:

a)

b)

d)

e)

£)

g

bakterii mezofilnych - wedlug Polskiej Normy (PN-89/
/Z-04111/02) hodowle prowadzono na agarze odzywczym,
w temp. 37°C przez 48 h;

gronkowcow mannitolododatnich - zgodnie z Polska Norma
(PN-89/Z-04111/02), uzywajac podloza Chapmana, hodowle
prowadzono w temp. 37°C przez 48 h; po inkubacji zliczano
tylko otoczone z61ta strefa kolonie gronkowcéw mannitolodo-
datnich;

bakterii hemolizujacych - wedlug Polskiej Normy (PN-
-89/7-04111/02) hodowle prowadzono na agarze z dodatkiem
krwi baraniej, w temp. 37°C przez 48 h; po okresie inkubacji od-
dzielnie zliczano kolonie bakterii wykazujace hemoliz¢ typu o -
z waska, czeSciowy strefg przejasnienia wokot kolonii oraz bak-
terie wykazujace hemolize typu P - z catkowity, wyrazng strefa
przejasnienia wokdt kolonii;

bakterii z rodziny Enterobacteriaceae — stosujac podloze Mac-
Conkeya, hodowle prowadzono w temp. 37°C przez 48 h;
promieniowcéw — na pozywce Pochona (PN-89/Z-04111/02),
inkubujac hodowle przez 5 dni w temp. 26°C;

grzybow plesniowych - zgodnie z Polska Norma (PN-89/Z-
-04111/03) hodowle prowadzono na podlozu Czapek-Dox do
7 dni oraz na pozywce brzeczkowo-agarowej do 5 dni w tempe-
raturze 26°C. Poczawszy od drugiej doby inkubacji, kolonie na
wszystkich plytkach liczono codziennie. Inkubacje uznawano
za zakonczona, gdy przez 3 kolejne doby nie stwierdzano przy-
rostu liczby kolonii grzybow;

bakterii halofilnych - w otoczeniu otwartych inhalatoriéw
probki powietrza pobierano na podloze HM (Caton i wsp. 2004)
o stezeniu NaCl odpowiednim do stezenia solanki uzywanej na
badanym obiekcie, o sktadzie: MgSO, -7H,0 10,0g; KCI 5,0 g;
CaCl,-2H,0 0,2g; KNO, 1,0g; cytrynian 2-sodowy 3,0g; hydroli-
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zat kazeiny 5,0g; ekstrakt drozdzowy 1,0g; agar 10,0g; H,O dest.
1 dm’ pH 7,2-7,4; inkubacja prowadzona byla w temp. 20°C
przez 7 dni.

Po odpowiednim okresie inkubacji zliczano wyroste na ptytkach
kolonie i przeliczano na liczbe jednostek tworzacych kolonie na metr
sze$cienny powietrza (jtk-m™). W obliczeniach uwzgledniano objetosci
pobranej probki powietrza i poprawki z tablicy konwersyjnej (stworzo-
nej przez producenta impaktora).

4.6. Ocena zanieczyszczenia mikrobiologicznego powietrza

Ocene stopnia zanieczyszczenia powietrza atmosferycznego bakte-
riami przeprowadzono zgodnie z PN-89/Z-04/111/02. Natomiast do
okreslenia poziomu zanieczyszczen powietrza grzybami plesniowymi
wykorzystano PN-89/Z-04/111/03. W ocenie uwzgledniono takze Pro-
pozycje Zespolu Ekspertéw ds. Czynnikéw Biologicznych dotyczace
stopnia zanieczyszczenia mikrobiologicznego powietrza atmosferycz-
nego (Augustynska i Posniak 2014).

4.7. Analiza jakosciowa bioaerozolu

4.7.1. Analiza jakosciowa aerozolu bakteryjnego

W celu dokonania analizy jakosciowej aerozolu bakteryjnego z prébek
powietrza pobranego na stanowiskach pomiarowych w uzdrowisku
Ciechocinek izolowano czyste kultury bakteryjne wyroste na ptytkach
zawierajacych agar odzywczy. W roku 2008 w kazdym miesigcu od-
szczepiano po 100 kolonii tacznie ze wszystkich stanowisk pomiaro-
wych i przenoszono je na skosy zawierajace te sama pozywke. Morfo-
logie komdrek bakterii okreslano w preparatach barwionych metoda
Grama wykonanych z 2- i 5-dniowych hodowli bakteryjnych prowa-
dzonych w bulionie odzywczym.

Identyfikacji szczepdw bakteryjnych dokonano z wykorzystaniem
odpowiednich testéw API firmy bioMérieux. Pateczki Gram-ujemne
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identyfikowano na podstawie testu API 20 E, ziarniaki katalazo-do-
datnie — na podstawie testu API Staph, ziarniaki katalazo-ujemne - na
podstawie test API 20 Strep, natomiast laseczki Gram-dodatnie identy-
fikowano, stosujac test API 50 CH. Po odczytaniu wynikéw testu i uzy-
skaniu profilu numerycznego identyfikacji dokonywano, wykorzystu-
jac oprogramowanie komputerowe apiweb™.

Szczepy, dla ktérych w testach API nie uzyskano wiarygodnej iden-
tyfikacji (co najmniej ,doskonala identyfikacja do rodzaju” zgodnie
z programem apiweb™), dodatkowo poddawano identyfikacji metoda
spektroskopii masowej z uzyciem techniki MALDI TOF MS (Matrix
Assisted Laser Desorption/IonizationTime-of-Flight Mass Spectrome-
try), opartej na analizie niepowtarzalnego dla kazdego gatunku bakterii
profilu biatkowego. Analizy poréwnawcze widm uzyskanych przy uzy-
ciu analizatora MALDI Biotyper (firmy Bruker Daltonik) z profilami
wzorcowymi drobnoustrojow z bazy MBT DB-5627 (Bruker Daltonik)
byty wykonane przez program MALDI-Biotyper 3.0 (Bruker Daltonik).

4.7.2. Analiza jakosciowa aerozolu grzybowego

Z prébek powietrza pobranych w uzdrowisku Ciechocinek w roku 2008
wyizolowano 480 czystych szczepow grzybowych. Ich przynaleznosé
systematyczng okreslano na podstawie cech morfologicznych kolonii
oraz obrazu mikroskopowego, stosujac nastepujace klucze: Fassatio-
va (1983), Singh i wsp. (1991), Domsch i wsp. (1993), Hoog i Guarro
(1995), Klich (2002). W przypadkach watpliwych dodatkowo identy-
fikacje potwierdzano, stosujac opisana powyzej metode MALDI TOF
MS z wykorzystaniem programu MALDI-Biotyper 3.0 (Bruker Dalto-
nik) i bazy Filamentous Fungi Library 1.0 (Bruker Daltonik).

4.8. Analiza solanek tezniowych

4.8.1. Pobdr solanek do badan

Solanki do badan chemicznych oraz mikrobiologicznych pobierano
trzykrotnie (14.05.2012; 3.06.2013; 8.09.2014). Prébki solanek pobie-
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rano bezposrednio z Ujecia nr 11 oraz Tezni 1, 2 i 3 w Ciechocinku (ze
zbiornikéw gromadzacych solanke po przeplynieciu przez teznie) do
sterylnych butli szklanych o pojemnosci 2 dm®. Solanki przewozono
do laboratorium w pojemniku termoizolacyjnym w temperaturze 4°C
i analizowano bezposrednio po dostarczeniu do laboratorium.

4.8.2. Analiza chemiczna solanek tezniowych

Dla powyzszych solanek wykonano nast¢pujace analizy chemiczne:

a) oznaczenie zawarto$ci wegla (TC - wegiel calkowity, TOC -
catkowity wegiel organiczny, TIC - catkowity wegiel nieorga-
niczny) - metodg wysokotemperaturowg, zgodnie z instrukcja
producenta, z zastosowaniem analizatora TOC-L (firmy Shima-
dzu);

b) oznaczenie zawartoéci jonéw NH*" — metodg spektrofotome-
tryczng z wykorzystaniem testow Spectroquant i spektrofoto-
metru SQ118 (firmy Merck), zgodnie z instrukcja producenta;

c) zawarto$¢ azotu ogdlnego (N ) - podanego jako suma azotu
amonowego oznaczanego metoda Kjeldahla (Dojlido i wsp.
1999) i azotanow(I1I) i (V) oznaczonych metodg chromatografii
jonowej zgodnie z norma PN-EN ISO 10304-1 (2009).

Analizy chemiczne solanek wykonano w Katedrze Chemii Sro-
dowiska i Bioanalityki Wydzialu Chemii UMK w Toruniu. Dane do-
tyczace stezenia NaCl w solankach pochodzacych z Ujecia nr 11 oraz
zbiornikéw Tezni 1, 2 i 3 przy kazdym poborze probek uzyskiwano z la-
boratorium Zakladu Produkcji Zdrojowej Przedsi¢biorstwa Uzdrowi-
sko Ciechocinek S.A.

4.8.3. 0znaczenie ogdinej liczby bakterii w solankach tezniowych

W probkach solanek opisanych powyzej (rozdzial 3.7.1.) oznaczano
ogo6lna liczbe bakterii, stosujac metode bezposredniego liczenia bakte-
rii na filtrach membranowych (Zimmermann 1981). Bakterie wybar-
wione oranzem akrydynowym liczono pod mikroskopem epifluore-
scencyjnym firmy Nikon H550S, stosujac powigkszenie 1000x.
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4.9. Ocena bior6znorodnosci drobnoustrojéw w solankach tezniowych

Badanie bioréznorodnosci drobnoustrojéow przeprowadzono, wyko-
rzystujac solanki pobrane w Ciechocinku (8.09.2014 r.) w sposob opi-
sany w punkcie 3.7.1. Probki solanek pochodzacych z Ujecia 11 oraz
Tezni 1, 2 i 3 o objetosci 250 cm® filtrowano przez filtry poliweglanowe
o $rednicy poréw 0,22 ym, nastgpnie z komdrek zatrzymanych na po-
wierzchni filtréw wyizolowano catkowity materiat genetyczny, stosujac
metode opisang przez Zhou i wsp. (1996). Stezenie metagenomowego
DNA mierzono fluorymetrycznie z wykorzystaniem urzadzenia Qu-
bit 2.0 (firmy Invitrogen), stosujac zgodnie z protokotem producenta
zestaw Qubit dsDNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific). Meta-
genomowy DNA w ilosci 1 ng z kazdej probki postuzyt jako matryca
do amplifikacji sekwencji 16S rDNA w reakcji PCR (polymerase chain
reaction) przy uzyciu enzymu HF Phusion Polymerase (wilosci 1 U na
reakcje) oraz nastepujacych par uniwersalnych starteréw o mozliwie
najszerszym spektrum amplifikacji w obrebie danej domeny:

- primery dla domeny Bacteria

F:CCTACGGGAGGCAGCAG (Muyzer i wsp. 1993)

R:ACCAGGGTATCTAAWCC (Goflebiewski i wsp. 2014)

- primery dla domeny Archea

F:GGTGYCAGCCGCCGCGGTAA (Deja-Sikora, w druku)

R:GTGCTCCCCCGCCAATTYCT (Deja-Sikora, w druku).

Reakcje PCR przeprowadzano wedlug nastepujacego schematu:
wstepna denaturacja 98°C przez 30 s; nastepnie 30 cykli: 95°C przez
10 s, 55°C przez 15 s i 72°C przez 10 s oraz konicowa polimeryzacja
w temperaturze 72°C przez 5 minut. Stezenie produktow PCR spraw-
dzano spektrofotometrycznie. Podczas kolejnej rundy PCR produk-
ty znakowano identyfikatorami (sekwencjami MID), unikalnymi dla
poszczegolnych prob (Golgbiewski, dane niepublikowane). Nastepnie
przygotowano biblioteki DNA dla bakterii i archeonéw, ktére oczysz-
czono zgodnie z instrukcja producenta zestawem AMPure XP (Agen-
court Bioscience). Dla oczyszczonych bibliotek, w celu oceny zawar-
toéci pogarszajacych jakos¢ sekwencjonowania niskoczasteczkowych
frakcji DNA, wykonano analize elektroforetyczng, uzywajac zestawu
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Agilent High Sensitivity DNA Analysis Kit (Agilent Technologies) oraz
urzadzenia Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). Dla pro-
bek, w ktérych stwierdzono obecnosci niskoczasteczkowego DNA, etap
oczyszczania i elektroforezy powtarzano.

Biblioteki poddawano analizie ilo$ciowej, wykorzystujac techni-
ke Real-time PCR z zastosowaniem zestawu Kapa Library Preparation
Kit (Kapa Biosystems) zgodnie z instrukcja producenta oraz urzadze-
nia LightCycler 480 (Roche) i faczono, tak aby otrzymac odpowiednia
reprezentacj¢ kazdej z nich w sekwencjonowaniu. Nastepnie zgodnie
z instrukcjg producenta zestawu MiSeq Reagent Kit v3 (600-cycles)
(MiSeq System) biblioteki bakteryjne i archeonowe przygotowano do
sekwencjonowania. Biblioteki zsekwencjonowano technika NGS (next-
-generation sequencing) z wykorzystaniem aparatu MiSeq (firmy Illu-
mina), stosujac standardowy program producenta 16S amplicon.

Wygenerowane sekwencje 16S rDNA poddano analizie bioinfor-
matycznej, ktora obejmowala odszumienie, odrzucenie sekwencji chi-
merycznych i skladanie sekwencji w tzw. paired ends i nastgpnie przypi-
sano do poszczegélnych pozycji taksonomicznych do poziomu rodziny
w oparciu na bazie mothur v1.35 zgodnie ze standardowa procedura
operacyjng (Schloss i wsp. 2009; Kozich i wsp. 2013). Operacyjne jed-
nostki taksonomiczne (OTUs, operational taxonomic units) wyznaczo-
no przy 97% poziomie identycznosci.

Badania bior6znorodnos$ci mikroorganizméw w solankach teznio-
wych wykonano we wspdtpracy z Zakladem Mikrobiologii Uniwersy-
tetu E6tvos Lorand w Budapeszcie.

4.10. Przezywalno$¢ bakterii w solankach tezniowych

W badaniach wykorzystano 3 szczepy, potencjalne patogeny ukladu
oddechowego: Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeru-
ginosa ATCC 15442 oraz Klebsiella pneumoniae ATCC 700603. W eks-
perymentach wykorzystano solanki pobrane z Ujecia nr 11 oraz Tezni
1, 2 i 3 w Ciechocinku. Oznaczenie zywotnosci bakterii patogennych
w obecnosci solanek przeprowadzono w dwdch wariantach:
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- w naturalnych solankach;

- w warunkach zanieczyszczenia solanek substancjami organicz-
nymi - jako substancje symulujaca zanieczyszczenie zastosowa-
no ekstrakt drozdzowy, ktérego koncowe stezenie w solankach
wynosito 0,25%.

W kolbach o pojemnosci 500 cm® umieszczono 200 cm® odpo-
wiedniej solanki i sterylizowano. Nastepnie do solanek wprowadzono
po 1 cm’ zawiesiny bakteryjnej badanego szczepu o gestosci optycz-
nej 0,5 w skali McFarlanda, co odpowiadalo liczebnosci komorek
1,5-10% jtk-cm™.

Oznaczanie liczebnosci zywych komorek bakteryjnych przeprowa-
dzano natychmiast po zaszczepieniu kolb z solankami oraz po 7, 14, 24
dniach inkubacji w temperaturze 20°C. W celu oznaczania liczebnosci
zywych komorek bakteryjnych w solankach stosowano metode posiewu
wglebnego, uzywajac pozywki PCA (firmy Biocorp) o sktadzie: hydro-
lizat kazeiny 5,0g; ekstrakt drozdzowy 2,5g; glukoza 1,0g; agar 15,0 g;
H,O dest. 1000 cm®. Wysiewy inkubowano w temp. 37°C przez 48 h,
a nastepnie zliczano wyrosle kolonie. Liczebno$¢ zywych bakterii wy-
razong jako jtk-cm™wyznaczano za pomocg wzoru:

a-R

X =

, gdzie:
v

x — liczebno$¢ zywych bakterii [jtk-cm™];
a - $rednia liczba wyrostych kolonii;

R - wspoélczynnik rozcienczenia;

v — objetos¢ wysianej probki.

4.11. Tworzenie biofilmu przez potencjalne patogeny uktadu oddechowego
w solankach tezniowych

4.11.1. Tworzenie biofilmu na powierzchni ptytek titracyjnych

Tworzenie biofilmu oznaczano ilo$ciowo, stosujac metode¢ opisana
przez Fleminga i wsp. (2009) oraz Kim i wsp. (2009). Eksperyment
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opieral sie na badaniach biofilméw jednogatunkowych utworzonych
przez szczepy Staphylococcus aureus ATCC 6538 i Pseudomonas aeru-
ginosa ATCC 15442.

Badania przeprowadzono w dwoch wariantach, tak jak badanie
przezywalnosci bakterii patogennych (rozdziat 3.9.), czyli w natural-
nych solankach pochodzacych z Ujecia nr 11 oraz Tezni 1, 2 i 3 w Cie-
chocinku oraz w warunkach zanieczyszczenia tych solanek substancja-
mi organicznymi (ekstrakt drozdzowy 0,25%).

Bulionowg hodowle szczepéw P. aeruginosa i S. aureus prowa-
dzong przez 24 h w temp. 37°C rozcienczano 100-krotnie odpowied-
nig, sterylng solanka do gestosci optycznej 0,5 w skali McFarlanda, co
odpowiadato liczebno$ci komoérek 1,5-10° jtk-cm™. Badane roztwory
umieszczano w polistyrenowych 24-dotkowych ptytkach titracyjnych
w objetosci 2 cm? i inkubowano statycznie w czasie 24 oraz 48 h w tem-
peraturze 22 oraz 37°C. Po inkubacji usuwano niezwigzane komorki
bakterii przez 3-krotne ptukanie buforem PBS, po czym biofilm utrwa-
lano przez suszenie (1 h, 60°C).

4.11.2. Ocena iloSci wytworzonego biofilmu

Po wysuszeniu plytek do kazdego wglebienia dodawano po 2 cm’
1% roztworu fioletu krystaliczego w celu zabarwienia zaadsorbowa-
nych na powierzchni komdrek bakterii tworzacych biofilm. Po 15-mi-
nutowej inkubacji barwnik wyplukiwano biezgcg wodg z kranu, a plyt-
ki ponownie suszono (1 h, 20°C). W celu odptukania zwigzanego przez
biofilm barwnika dotki plytek wypelniano 70% alkoholem etylowym
(po 2 cm’ do kazdego dotka). Natezenie barwy uzyskanych roztworow
mierzono spektrofotometrycznie przy diugosci fali 570 nm za pomocg
spektrofotometru Hitachi U-1900, wobec proby slepej, ktora stanowit
70% alkohol etylowy. Natezenie barwy alkoholowego roztworu fioletu
krystalicznego jest wprost proporcjonalne do ilosci wytworzonego bio-
filmu.

Warto$¢ odcigcia (ODc) zdefiniowano zgodnie z propozycja Ste-
panovic i wsp. (2007) jako trzy odchylenia standardowe (SD) powyzej
wartosci gestosci optycznej (OD) dla kontroli negatywne;j:
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ODc = $rednie OD dla kontroli negatywnej + (3 x SD dla kontroli nega-
tywnej).

Wartos¢ odcigcia (ODc) okreslano oddzielnie dla kazdej uzytej
w badaniach solanki. Warto§¢ OD badanego szczepu wyrazano jako
$rednig z szeSciu powtorzen.

Wyniki zgodnie z propozycja Stepanovicia i wsp. (2007) podzielo-
no na nastepujace kategorie:

OD < ODc - brak produke;ji biofilmu

ODc < OD < 2 x ODc¢ - staba produkcja biofilmu

2 x ODc < OD < 4 x ODc - umiarkowana produkeja biofilmu
4 x ODc < OD - silna produkcja biofilmu

4.11.3. Tworzenie biofilmu na gatazkach tarniny

Hodowle szczepow S. aureus i P. aeruginosa przygotowano analogicznie
jak w przypadku analizy tworzenia biofilmu na plytkach titracyjnych
(3.10.1). Gatazki do badan mikrobiologicznych pochodzily z krzewu
tarniny (Prunus spinosa). W studzienkach 24-dotkowej ptytki titracyj-
nej umieszczono po jednej galazce tarniny o dtugosci 2 cm i §rednicy
3 mm. W celu zapobiegania wnikaniu solanki i barwnika do wewnetrz-
nych tkanek badanego materialu konce kazdej z galazek zaslepiono
parafing. Studzienki napelniano odpowiednig zawiesing bakteryjna
w solance w objetosci rownej 2 cm®. Plytki nastepnie inkubowano sta-
tycznie w temperaturze 20°C przez okres 24 i 48 h. Po inkubacji galazki
przenoszono do nowej sterylnej ptytki, suszono (1 h, 60°C) i przepro-
wadzano oceng ilosci wytworzonego biofilmu metodg opisang powyzej
(3.10.2.).

4.11.4. Oznaczanie stezenia tanin uwalnianych z gatazek tarniny

W celu oznaczenia st¢zenia tanin uwalnianych z galazek tarniny do
solanek uzytych w badaniach tworzenia biofilmu zastosowano meto-
de z uzyciem odczynnika Folina-Denis (Saxena i wsp. 2013). Stezenie
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tanin mierzono spektrofotometrycznie przy dlugosci fali 700 nm, przy
uzyciu spektrofotometru Hitachi U-1900 (Hitachi).

4.11.5. Aktywnos¢ hydrolityczna biofilmu

Dla wszystkich ukladéw do$wiadczalnych, dla ktérych notowano pro-
dukcje biofilmu, oznaczano ogdlng aktywno$¢ hydrolityczng biofilmu
metodg z wykorzystaniem dwuoctanu fluoresceiny (FDA) (Adam,
Duncan 2001). Zawiesiny bakteryjne do analizy przygotowano analo-
gicznie jak w punkcie 3.9.1. Uzyskane zawiesiny umieszczono w dol-
kach sterylnej 24-dotkowej plytki titracyjnej w objetodci réwnej 2 cm’,
po czym plytki inkubowano statycznie w temperaturze 20°C przez 24 h.
Po inkubacji wszystkie niezwigzane bakterie odptukiwano trzykrot-
nie, uzywajac buforu PBS. Do dotka plytki titracyjnej wprowadzano
2 cm’ sterylnego buforu PBS i dodawano 20 pl roztworu FDA w ace-
tonie o stezeniu 1 mg-cm™. Prébki inkubowano w ciemnosci przez 3 h
w temperaturze 30°C. Ilo§¢ uwolnionej fluoresceiny mierzono, uzy-
wajac spektrofluorymetru Hitachi F-2500 (Hitachi), przy diugosci fali
emisji 505 nm i fali wzbudzenia 480 nm.

4.12. Analiza statystyczna

Analize uzyskanych wynikéw przeprowadzono, wykorzystujac kompu-
terowy program STATISTICA 6.0 (StatSoft Polska).

Normalno$¢ rozkladéw analizowanych danych oceniano testem
Shapiro-Wilka, natomiast jednorodno$¢ wariancji testem Levenea.

W celu wykazania réznic (lub ich braku) pomiedzy dwoma grupami
danych wykorzystywano test t-Studenta. Przy wigkszej ilosci poréwny-
wanych grup danych wykonywano analiz¢ wariancji (ANOVA) uzupel-
niong testami post-hoc Tukeya. Za statystycznie istotne uznawano war-
tosci, dla ktérych poziom istotnosci réznic pomigdzy srednimi p < 0,05.

Stopien korelacji pomiedzy zmiennymi oceniano za pomoca
wspolczynnika korelacji Pearsona (), przyjmujac za istotne statystycz-
nie wartosci przy p < 0,05.



Wyniki i dyskusja

5.1. Analiza ilosciowa i jakosciowa bakterii w powietrzu uzdrowiska Ciechocinek

Zanieczyszczenia powietrza, zar6wno pytowe, gazowe, jak i mikrobio-
logiczne, wplywaja na zdrowie czlowieka. Zaréwno z epidemiologicz-
nego, jak i ekonomicznego punktu widzenia ocena mikrobiologicznego
stanu czysto$ci powietrza jest w pelni uzasadniona (Rossi i wsp. 2005;
Stern i wsp. 2014), ale badania mikrobiologiczne rzadko sg uwzgled-
niane w ocenie jakosci powietrza w miastach, rowniez tych, ktore maja
status uzdrowiska (Jutrowska i wsp. 2014).

W latach 2005-2008 najwyzsze liczebnosci bakterii mezofilnych
w powietrzu stwierdzano w miesigcach letnich i wczesnojesiennych,
zwykle od czerwca do pazdziernika (ryc. 11). W roku 2005 notowa-
no w tym okresie wyjatkowo wysokie liczebnosci bakterii, na terenach
miejskich $rednio przekraczajace wartoé¢ 10° jtk-m powietrza. W opi-
sywanym okresie jedynie w lipcu stwierdzono obnizenie liczebnosci
bakterii w powietrzu uzdrowiska ponizej 500 jtk-m~, czego przyczyna
byta wysoka temperatura (27,3°C) i jednoczesnie nizsza niz podczas
pozostalych poboréw prébek powietrza wilgotnos¢ wzgledna (51,1%).
W pozostatych latach liczebno$¢ bakterii mezofilnych w powietrzu na
calym obszarze uzdrowiska nawet w miesigcach letnich nie przekra-
czala 600 jtk-m~. W lipcu 2006 stwierdzono, podobnie jak w roku po-
przedzajacym, obnizenie liczebnosci bakterii w powietrzu uzdrowiska
(do wartosci ponizej 100 jtk-m™~), uwarunkowane wysoka temperatura
(31,5°C) i niska wilgotno$cia wzgledna (48,1%). Najnizsze liczebnosci



64 5. Wyniki i dyskusja

bakterii (zwykle ponizej 100 jtk-m) stwierdzano w powietrzu uzdrowi-
ska w miesigcach zimowych - styczniu i lutym (ryc. 11).
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Ryc. 11. Liczebno$¢ bakterii mezofilnych w powietrzu uzdrowiska Ciechoci-
nek - dane u$rednione dla poszczegélnych rejondéw uzdrowiska. Dane
z okresu maj 2005-kwiecient 2006 opublikowano w pracy Burkowska
i Donderski (2007)

Podstawe interpretacji wynikow i klasyfikacji powietrza zewnetrz-
nego pod wzgledem czystosci mikrobiologicznej stanowi w Polsce
norma PN-89/Z-04111/02. W calym badanym okresie na calym ob-
szarze uzdrowiska Ciechocinek liczebno$¢ bakterii mezofilnych w zde-
cydowanej wigkszosci (ponad 86%) pobranych probek powietrza nie
przekraczala liczebnosci 10° jtk-m~. Pozwala to zaklasyfikowa¢ po-
wietrze jako niezanieczyszczone bakteriami mezofilnymi. Najwiekszy
odsetek probek powietrza zakwalifikowanych jako niezanieczyszczone
(96,9%) pobrano w bezposrednim otoczeniu inhalatoriéw. Co istotne,
w zadnej prébce nie stwierdzono liczebnosci bakterii przekraczajacej
3-10° jtk-m?, co $wiadczyloby o silnym zanieczyszczeniu powietrza

(tab. 8).
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Tabela 8. Stopienzanieczyszczenia powietrza bakteriamiw uzdrowisku Ciechoci-
nek w latach 2005-2008 (zgodnie z Polska Norma PN-89/Z-04111/02)

Zakres Stopien .
" . . . Otoczenie Tereny Tereny
Grupa bakterii wartosci  zanieczyszczenia 9 . s
. i A inhalatoriow uzdrowiskowe miejskie
[jtk-m?] powietrza
<1-10° niezanieczyszczone 96,9% 92,2% 86,3
Bakterie 7 s érednio 3.1 7.8 13,7
mezofilne
> 3.10° silnie 0 0 0
brak  niezanieczyszczone 8,3 36,4 41
Bakterie <25 érednio 91,7 62,3 53,4
a-hemolizujace
>25 silnie 0 1,3 5,6
brak  niezanieczyszczone 56,4 58,3 50,0
Bakterie <50 érednio 43,6 39,6 47,9
B-hemolizujace
> 50 silnie 0 0,8 2,1
<10 niezanieczyszczone 87,5 64,2 58,2
Promieniowce 10-100 $rednio 12,5 33,7 37,6
> 100 silnie 0 2,1 4.2

* — % udzial prébek nalezacych do danej kategorii

Zgodnie z Propozycjami Zespotu Ekspertow ds. Czynnikéw Bio-
logicznych dotyczacymi stopnia zanieczyszczenia mikrobiologicznego
powietrza atmosferycznego za akceptowalne uznaje si¢ stezenie bakte-
rii w powietrzu < 5-10° jtk-m™ (Augustynska i Posniak 2014). Stezenie
bioaerozolu bakteryjnego we wszystkich probkach powietrza pobra-
nych w Ciechocinku w calym okresie badawczym nie przekraczalo tej
wartoéci. Poziom mikrobiologicznego zanieczyszczenia powietrza ze-
wnetrznego w Ciechocinku w latach 2005-2008 mozna wiec uznac za
akceptowalny.

Przedstawione powyzej dane wskazuja, ze zachowanie uzdrowi-
skowego charakteru miasta Ciechocinek (brak przemystu, liczne tereny
zielone, brak gestej zabudowy) wplywa korzystnie na mikrobiologiczng
jako$¢ powietrza atmosferycznego. Powietrze w Ciechocinku, nawet na
terenach typowo miejskich, mozna uznac¢ za czyste w poréwnaniu z po-
wietrzem duzych, gesto zaludnionych aglomeracji miejskich. W mikro-
biologicznych badaniach powietrza przeprowadzanych w europejskich
miastach zwykle maksymalne liczebnosci bakterii mezofilnych mie-
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$city si¢ w granicach 3-5-10° jtk-m™ (Pastuszka i wsp. 2000; Fahlgren
i wsp. 2010). Filipiak i wsp. (2004) oraz Bugajny i wsp. (2005) w po-
dobnych badaniach przeprowadzonych w Poznaniu odnotowali wyniki
nawet 10-krotnie wyzsze niz uzyskane w Ciechocinku. Liczebnos¢ bak-
terii mezofilnych latem w Poznaniu osiggata wartos¢ do 13-10° jtk-m™.
Natomiast Fang i wsp. (2007) podczas badan prowadzonych w Pekinie
na terenach o duzej aktywnosci ludzkiej i duzym natezeniu ruchu sa-
mochodowego stwierdzali do 22-10° jtk-m™.

Wazna role w ksztaltowaniu liczebno$ci drobnoustrojéw w powie-
trzu odgrywajg parametry mikroklimatyczne. Wyniki pomiaréw tem-
peratury i wilgotnosci powietrza oraz predkosci wiatru w Ciechocinku
podczas pobierania prébek powietrza do badan mikrobiologicznych
przedstawiono w tabeli 9. Z analizy wariancji (ANOVA) wynika, ze
warto$ci poszczegdlnych parametréw meteorologicznych réznily sie
istotnie (p < 0,001) w poszczegdlnych porach roku (tab. 10).

Tabela 9. Wartosci parametréw mikroklimatycznych powietrza w Ciechocinku
w latach 2005-2008

Temperatura Wilgotnoé¢ wzgledna Predkos¢ wiatru

Pora [°C] [%] [m:s ]
roku

zakres  $rednia SD  zakres  $rednia SD  zakres  $rednia SD
Wiosna 0,7-21,8 10,5 4,3 25,3-77,1 54,8 8,7 0,5-2,4 1,3 0,5
Lato 18,0-31,5 23,1 3,4 48,1-73,2 58,6 6,2 0,5-5,6 1,8 1,3
Jesien 1,7-23,1 12,6 3,9 60,7-92,0 70,3 7,8 0,8-3,5 1,7 1,1
Zima -8,4-7,0 0,6 3,5 57,9-92,8 77,8 8,6 0,5-4,1 2,2 0,6

SD - odchylenie standardowe

Tabela 10. Wyniki jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA sprawdzajacej
istotno$¢ roznic wartosci parametréw mikroklimatycznych powietrza
w zalezno$ci od pory roku

Parametr mikroklimatyczny F p W iréiiy%zig;)ﬁ%ns%)
Temperatura 51,56 <0,0001 (z] [L] [W]]
Wilgotno$¢ wzgledna 20,71 <0,0001 [WL] [],Z]
Predkos¢ wiatru 7,60 0,0002 [WL,J] [Z]

W - wiosna, L - lato, ] - jesien, Z - zima, F - stosunek wariancji miedzygrupowej do wariancji we-
wnatrzgrupowej, p — poziom istotno$ci
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Oceny wplywu zarejestrowanych podczas poboru prébek parame-
trow mikroklimatycznych na liczebno$¢ bakterii mezofilnych w powie-
trzu uzdrowiska Ciechocinek dokonano na podstawie wspolczynnika
korelacji Pearsona (r). Liczebnos¢ bakterii mezofilnych w powietrzu
byla we wszystkich strefach badanego uzdrowiska istotnie statystycz-
nie skorelowana z temperaturg powietrza (p < 0,01). Wspolczynniki
korelacji r wynosity od 0,33 na terenach uzdrowiskowych do 0,41 na
terenach miejskich (ryc. 12). Nie stwierdzono natomiast statystycznie
istotnego wplywu pozostalych parametréw meteorologicznych (wilgot-
nosci wzglednej i predkosci wiatru) na liczebnos¢ bakterii w powietrzu.
Podobnie jak w prezentowanej pracy, rdwniez Bowers i wsp. (2012)
oraz Ravva i wsp. (2012) stwierdzali, ze jedynym istotnym czynnikiem
atmosferycznym ksztaltujagcym liczebnos¢ bioaerozolu jest temperatu-
ra powietrza.
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Dodatnig korelacje pomiedzy temperaturg a liczebnoscig drobno-
ustrojéw w powietrzu, zaréwno w miastach, jak i na terenach wiejskich,
potwierdzano w wielu wczesniejszych badaniach (Shaffer, Lighthart
1997; Bugajny i wsp. 2005; Fang i wsp. 2007). Wysoka liczebnos¢ bak-
terii mezofilnych notowana w sezonie letnim jest zwigzana nie tylko
z optymalng dla nich temperaturg powietrza, ale réwniez wyzsza wil-
gotnoscia wzgledng i z intensywnoscia ruchu turystycznego. Jak wyni-
ka z informacji uzyskanych w Przedsiebiorstwie ,,Uzdrowisko Ciecho-
cinek” (dane na podst. sprzedazy biletéw wstepu na tereny w otoczeniu
inhalatoriéw), nasilony ruch turystyczny w otoczeniu tezni rozpoczyna
sie w maju i trwa do konca wrze$nia, osiagajac maksymalne nat¢zenie
w lipcu i sierpniu, co odpowiada zmianom liczebnosci bakterii mezo-
filnych w otoczeniu otwartych inhalatoriéw. Fang i wsp. (2007) réwniez
sugeruja, ze aktywnos¢ ludzka moze by¢ bardzo waznym czynnikiem
determinujacym liczebnos¢ bakterii w powietrzu. Autorzy ci przy po-
dobnej temperaturze powietrza podczas swigta narodowego (obecno$¢
$wietujacych tlumdéw na ulicach Pekinu) notowali znacznie wyzsze li-
czebnoéci bakterii niz w dni powszednie.

Obok bakterii typowo saprofitycznych, pochodzacych najczesciej
z réznych elementéw srodowiska naturalnego, sktadnikami bioaerozoli
moga by¢ takze mikroorganizmy potencjalnie chorobotwoércze. Norma
PN-89/Z-04111/02 uznaje obecno$¢ bakterii hemolizujacych za wskaz-
nik obecnosci w powietrzu bioaerozoli pochodzacych z drog oddecho-
wych ludzi i zwierzat. Liczebno$ci bakterii a-hemolizujacych w powie-
trzu wszystkich badanych rejonéw uzdrowiska byly najwyzsze latem,
ale ich $rednie wartosci byly niewielkie i nawet w strefie miejskiej nie
przekraczaly 18 jtk-m~, a maksymalne notowane wartosci wynosity
50 jtk-m™ (tab. 11). Liczebno$¢ bakterii f-hemolizujacych na terenach
uzdrowiskowych i miejskich osiggata maksimum wiosng, a w otoczeniu
inhalatoriéw latem (tab. 11). Zgodnie z normg PN-89/Z-04111/02 na
calym terenie uzdrowiska notowano gléwnie $rednie zanieczyszczenie
powietrza bakteriami a-hemolizujacymi. Na terenach uzdrowiskowych
i w otoczeniu otwartych inhalatoriéw przewazaly prébki powietrza
niezanieczyszczone bakteriami P-hemolizujagcymi. Co najwazniejsze,
w strefie oddzialywania inhalatoriéw w zadnej prébce powierza pobra-
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nej w catym okresie badan liczebno$¢ bakterii f-hemolizujacych nie
przekroczylta wartosci wskazujgcej na silne zanieczyszczenie (tab. 8).

Tabela 11. Liczebnos¢ bakterii hemolizujacych [jtk-m~] w powietrzu uzdrowiska
Ciechocinek w latach 2005-2008

Strefa oddziatywania
inhalatoriow

Tereny uzdrowiskowe Tereny miejskie

zakres $rednia SD  zakres $rednia SD  zakres $rednia SD

bakterie a-hemolizujace
Wiosna  0-10 3,33 1,07 0-20 3,06 1,52 0-50 13,89 4,43
Lato 0-25 15,27 3,60 5-33 15,56 2,52 0-43 17,50 3,24
Jesien 0-25 5,06 1,62  0-20 7,78 2,19  0-40 8,89 2,70
Zima 0-10 1,67 0,99 0-20 3,06 1,22 0-50 5,83 3,11
bakterie B-hemolizujace
Wiosna  0-20 4,17 1,58 0-85 11,39 5,88 0-200 34,44 15,15

Lato 0-25 8,89 2,19 0-40 8,61 2,74  0-43 13,89 3,39
Jesien 0-25 4,67 1,57  0-23 9,72 2,33 0-103 14,98 6,08
Zima 0-5 0,56 0,38 0-5 0,83 0,45 0-50 4,72 2,84

SD - odchylenie standardowe

Latem w probkach powietrza pobranych na terenie catego uzdro-
wiska Ciechocinek stwierdzano wyraznie zwigkszenie $redniej liczeb-
nosci bakterii a-hemolizujacych. W otoczeniu otwartych inhalatoriéw
latem stwierdzano réwniez zwickszenie $redniej liczebnosci bakterii
B-hemolizujacych w powietrzu. Poniewaz bakterie hemolizujgce stano-
wig naturalny skladnik bioaerozoli emitowanych z drég oddechowych,
przyczyna wysokiej liczebnosci tych bakterii w powietrzu w szczycie
sezonu turystycznego niewatpliwie jest obecnos¢ licznych kuracjuszy
i turystow. Karwowska (2003) potwierdza, ze liczebnos¢ tych drobno-
ustrojow jest $cisle powiazana z iloscig 0sob stanowigcych potencjalne
zrodlo emisji bakterii hemolizujacych. Mimo to, ze wzgledu na oddzia-
tywanie aerozolu solankowego, w otoczeniu inhalatoriéw nie notowano
silnego zanieczyszczenia powietrza bakteriami a- i f-hemolizujacymi.

Podobnie jak bakterie hemolizujace, réwniez gronkowce manni-
tolododatnie sg wskaznikiem zanieczyszczen powietrza pochodzacych
gltéwnie z drég oddechowych czlowieka lub zwierzat stalocieplnych. Jak
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wynika z danych przedstawionych w tabeli 12, liczebno$ci gronkowcéw
w powietrzu uzdrowiska byly wyzsze niz bakterii hemolizujacych i dla
probek powietrza pobieranych we wszystkich strefach Ciechocinka
osiggaly maksimum jesienia. Podobnie jak w przypadku innych grup
drobnoustrojéw, w otoczeniu inhalatoriéw na ogét (z wyjatkiem proé-
bek pobieranych zimg) stwierdzano nizsze liczebnos$ci gronkowcéw niz
na pozostaltych obszarach uzdrowiska.

Tabela 12. Liczebnos$¢ gronkowcéw mannitolododatnich [jtk-m~] w powietrzu
uzdrowiska Ciechocinek w latach 2005-2008

Strefa oddziatywania
inhalatoriow

Tereny uzdrowiskowe Tereny miejskie

zakres $rednia SD  zakres $rednia SD  zakres $rednia  SD
Wiosna  0-20 4,89 1,62  0-33 5,38 2,31 0-55 21,77 4,56
Lato 0-23 7,06 1,66 0-64 19,67 4,64 0-140 26,06 7,63
Jesien 0-143 30,01 7,83  3-284 57,56 15,62 3-345 87,11 22,31
Zima 0-52 17,11 4,27  0-43 9,06 2,76 0-50 15,17 4,02

SD - odchylenie standardowe

Bakterie z rodziny Enterobacteriaceae sa powszechnie stosowa-
nym wskaznikiem zanieczyszczenia fekalnego wod (Dz.U. 2007, Nr 61,
poz. 417; PN-EN ISO 9308-1). Norma Polska PN-89/Z-04111/02 nie
uwzglednia liczebno$ci bakterii katlowych jako kryterium oceny mikro-
biologicznej powietrza. Wystepowanie bakterii z rodziny Enterobacte-
riaceae w powietrzu najczesciej bada si¢ jedynie w otoczeniu obiektow
gospodarki komunalnej, ktére moga by¢ powaznym zroédlem bioaero-
zoli zawierajacych drobnoustroje fekalne (Korzeniewska i wsp. 2009;
Korzeniewska, Harnisz 2012; Kalwasiniska, Burkowska 2013; Gotkow-
ska-Plachta i wsp. 2013).

Liczebnosci bakterii z rodziny Enterobacteriaceae notowane w po-
wietrzu w Ciechocinku byly bardzo niskie — wszystkie wartosci w ca-
tym okresie badawczym miescity sie w zakresie 0-50 jtk-m~ (tab. 13).
W latach 2005-2008 w strefie oddzialywania inhalatoriéw w prébkach
powietrza pobieranych jesienig i zima w ogole nie stwierdzono obecno-
$ci bakterii z rodziny Enterobacteriaceae. Podczas badan prowadzonych
w Toruniu réwniez liczebnosci bakterii katowych w powietrzu byly wy-



5.1. Analiza ilosciowa i jakosciowa bakterii w powietrzu uzdrowiska Ciechocinek 71

jatkowo niskie i nie przekraczaty 10 jtk-m~ (Donderski i wsp. 2005).
Badanie obecnosci bakterii z rodziny Enterobacteriaceae przeprowa-
dzono w Ciechocinku ze wzgledu na potencjalna emisje tych drobno-
ustrojéw z oczyszczalni $ciekéw zlokalizowanej przy ulicy Sportowe;.
W strefie jej oddzialywania znajduje si¢ m.in. stanowisko w otoczeniu
Tezni 2, zlokalizowane w odleglosci 600 m na poludniowy wschod od
oczyszczalni. Jednak wyniki prezentowanych badan w zasadzie wy-
kluczaja jakikolwiek wptyw oczyszczalni sciekdw na powietrze w stre-
fie okolotezniowej. Badania opublikowane przez Korzeniewska i wsp.
(2009) oraz Gotkowska-Plachte i wsp. (2013) réwniez wykazaly, ze bak-
terie fekalne byly obecne w powietrzu jedynie na terenie oczyszczalni
$ciekow.

Tabela 13. Liczebnos$¢ bakterii z rodziny Enterobacteriaceae [jtk-m?>] w powie-
trzu uzdrowiska Ciechocinek w latach 2005-2008

Strefa oddziatywania

. J Tereny uzdrowiskowe Tereny miejskie
inhalatoriow

zakres $rednia SD  zakres $rednia SD  zakres $rednia SD

Wiosna 0-5 0,27 0,26 0-30 1,94 0,79 0-50 3,89 0,89
Lato 0-20 2,11 0,69 0-10 0,56 0,24 0-35 6,33 1,92
Jesien 0 0 0 0-7 2,5 0,27 0-55 11,83 4,55
Zima 0 0 0 0-10 0,72 0,29 0 0 0

SD - odchylenie standardowe

Zgodnie z norma PN-89/Z-04111/02 promieniowce sa wskazni-
kiem zanieczyszczen powietrza bioaerozolem pochodzenia glebowego.
Wystepuja one gtéwnie w glebie oraz na podtozach zasobnych w szczatki
organiczne, a ich wnoszenie do atmosfery odbywa si¢ przede wszystkim
na skutek ruchéw powietrza. Najwyzsze liczebno$ci promieniowcow
w powietrzu uzdrowiska Ciechocinek obserwowano w szczycie sezo-
nu wegetacyjnego, czyli latem i jesienig. W catym okresie badawczym
na terenach typowo miejskich $rednie liczebnosci Actinomycetes byly
wyzsze niz na terenach uzdrowiskowych oraz w otoczeniu inhalatoriow
(tab. 14). Na podstawie PN-89 Z-04111/02 powietrze w Ciechocinku
mozna zakwalifikowaé gtéwnie jako niezanieczyszczone (58,2-87,5%
analizowanych probek powietrza w zaleznosci od rejonu uzdrowiska)
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lub $rednio zanieczyszczone (12,5-37,6 %). Tereny otaczajace otwarte
inhalatoria (parki, trawniki, pola, duze otwarte przestrzenie) mogltyby
sprzyja¢ wprowadzaniu promieniowcéw do powietrza réwniez w tej
strefie. Jednak tylko na terenach miejskich (4,2% probek powietrza)
i uzdrowiskowych (2,1%) notowano liczebnosci promieniowcéw tak
wysokie, ze wskazywaly na silne zanieczyszczenie powietrza bioaero-
zolem pochodzenia glebowego (tab. 8).

Tabela 14. Liczebnos$¢ promieniowcow [jtk-m™] w powietrzu uzdrowiska Cie-
chocinek w latach 2005-2008

Strefa oddziatywania
inhalatoriow

Tereny uzdrowiskowe Tereny miejskie

zakres $rednia SD  zakres $rednia SD  zakres $rednia SD
Wiosna  0-30 7,78 2,32 0-30 8,61 2,68 0-80 17,11 5,43

Lato 0-60 7,92 3,58 0-80 16,06 5,15 0-85 23,05 5,37
Jesien 0-50 10,74 2,94 0-110 21,06 5,39 0-140 28,00 8,42
zima 0-10 1,02 0,67 0-10 1,11 0,62 0-10 2,11 0,91

SD - odchylenie standardowe

Promieniowce wystepuja powszechnie w aerozolach atmosferycz-
nych szczegoélnie w sezonie wegetacyjnym (Kaarakainen i wsp. 2008;
Raisi i wsp. 2013). W zwigzku z tym Kazmierczuk i wsp. (2004) uzna-
li, ze bakterie te nie stanowig warto$ciowego wskaznika sanitarnej
czysto$ci powietrza. Natomiast Barabasz i wsp. (2001) stwierdzili, ze
nawet gatunki promieniowcéw wyizolowane w poblizu obiektéw go-
spodarki komunalnej nie stanowig zagrozenia z punktu widzenia epide-
miologii.

Nalezy podkresli¢, ze $rednie liczebno$ci wszystkich badanych
grup bakterii byly na terenach typowo miejskich wyzsze niz w pozo-
stalych rejonach uzdrowiska (ryc. 11, tab. 11-14). Najnizsze liczebno$ci
badanych bakterii notowano w strefie oddzialywania otwartych inha-
latoriéw. Tendencja taka utrzymywata si¢ we wszystkich porach roku
i réznice te byly istotne statystycznie (p < 0,05 - bakterie mezofilne,
p < 0,01 - pozostale grupy bakterii) (tab. 15).
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Tabela 15. Wyniki jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA sprawdzajacej
wplyw lokalizacji stanowiska badawczego na liczebno$¢ bakterii

Badana grupa drobnoustrojow F p W gréléiy%zig)?;(derls%)
Bakterie mezofilne 4,77 0,0105 (L, U] [U, M]
Gronkowce mannitolododatnie 5,22 0,0061 (1, U] [U, M]
Bakterie a-hemolizujace 5,56 0,0044 (1, U] [U, M]
Bakterie B-hemolizujace 539  0,0052 [, U] [M]
Enterobacteriaceae 6,27 0,0023 (I, U] (M]
Promieniowce 5,55 0,0045 [I, U] [U, M]

I - strefa oddzialywania inhalatoriéw, U — tereny uzdrowiskowe, M - tereny miejskie, F - stosunek
wariancji miedzygrupowej do wariancji wewnatrzgrupowej, p — poziom istotnosci

Podobng zaleznos¢ stwierdzano takze podczas badan prowadzo-
nych na terenie uzdrowiska Inowroctaw (Burkowska, Donderski 2008b).
Liczebno$¢ mikroorganizméw w powietrzu zalezy m.in. od gestosci za-
ludnienia i intensywnosci dziatalnosci gospodarczej (Fang i wsp. 2007),
pylowego i chemicznego zanieczyszczenia powietrza (Lin, Li 2000; Ra-
isi i wsp. 2013) i szaty roslinnej (Pepeljnjak, Segvi¢ 2003), dlatego tez
mikrobiologiczne zanieczyszczenia powietrza osiagaja wyzsze wartosci
na terenach typowo miejskich (Fahlgren i wsp. 2010).

Ponadto na liczebno$¢ drobnoustrojow w strefie oddziatywania
otwartych inhalatoriéw mial wplyw aerozol tezniowy. Powietrze w stre-
fie okolotezniowej charakteryzuje sie mniejszym niz w strefie miejskiej
stezeniem zanieczyszczen pytowych i gazowych (Ponikowska, Marciniak
1988). Sedymentujace krople aerozolu usuwaja z powietrza réwniez bio-
aerozole. Ponadto poza jonami Cl oraz Na* ciechocinska solanka rozpy-
lana na tezniach zawiera réwniez jony F*, Br*, J* oraz B, co niewatpliwie
wzmacnia bakteriobdjcze dziatanie aerozolu tezniowego (Burkacka-Lau-
kajtys, Zwolska 1973; Krawiec 1999; Krawiec 2005). Badania prowadzone
przez Walczaka i wsp. (2011) wskazujg na znaczng eliminacje¢ bakterii E.
colii$. aureus inkubowanych w solankach z Ciechocinka.

Zdecydowanie mniejsze mikrobiologiczne zanieczyszczenie po-
wietrza w strefie oddzialtywania inhalatoriéw ma istotne znaczenie
w uzdrowisku, w ktorego profilu leczniczym znajduja si¢ choroby drég
oddechowych. W przypadku rehabilitacji pulmonologicznej duzy na-
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cisk kladzie si¢ na zapewnienie chorym maksimum ruchu na §wiezym
powietrzu. Uzdrowiska, w ktérych leczy sie choroby uktadu oddecho-
wego, powinny zapewnia¢ dobre warunki higieniczne powietrza (Zhili-
na, Dobrodceeva 2005; Prunk i wsp. 2008; Krupa 2009). Ze wzgledu na
bardzo rézne wymagania $rodowiskowe mikroorganizméw patogen-
nych trudno dobra¢ jedng skuteczng metode eliminacji drobnoustro-
jow z powietrza (Tang 2009). Teznie solankowe stajg si¢ coraz popu-
larniejszym sposobem na poprawe jakoséci powietrza w uzdrowiskach.
W ciaggu ostatnich kilkunastu lat t¢znie zbudowano m.in. w Inowrocta-
wiu, Busku Zdroju, Rabce, Wieliczce oraz w Gotdapi.

Liczni autorzy wykazali, ze liczebno$¢ mikroorganizméw w powie-
trzu jest bardzo zmienna i zalezy m.in. od czynnikéw klimatycznych
(Rossi i wsp. 2005; Klari¢, Pepeljnjak 2006). Zmiany moga odbywac
sie w dlugim czasie (pory roku), ale réwniez nastepowaé dynamicz-
nie w ciagu jednej doby (Maron i wsp. 2006; Abdel Hameed i wsp.
2009). Dla prawie wszystkich grup bakterii (oprécz Enterobacteria-
ceae) stwierdzono réwniez statystycznie istotne rdéznice liczebnosci
(p < 0,05) w poszczegolnych porach roku (tab. 16).

Tabela 16. Wyniki jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA sprawdzajacej
wplyw pory roku na liczebno$¢ bakterii w powietrzu uzdrowiska Cie-

chocinek
Badana grupa drobnoustrojow F P w i;gﬁ:y"liziz}?;(denS?))

Bakterie mezofilne 12,04 <0,0001 [w, z] [L,]]
Gronkowce mannitolododatnie 17,25 < 0,0001 (W, L, Z] [J]
Bakterie a-hemolizujace 9,58 < 0,0001 (W, J,Z] [L]
Bakterie 3-hemolizujace 3,56 0,0151 [L,],Z] [W,L,]]
Enterobacteriaceae 2,35 0,0730

Promieniowce 9,83 < 0,0001 W, L,J] [Z]

W - wiosna, L - lato, ] - jesien, Z - zima, F - stosunek wariancji migdzygrupowej do wariancji we-
wnatrzgrupowej, p — poziom istotnosci

Wiele badan bioaerozoli na terenach miejskich potwierdza sezono-
wa zmiennos¢ liczebno$ci bakterii w powietrzu (Bugajny i wsp. 2005;
Maron i wsp. 2006; Fang i wsp. 2007; Brodie i wsp. 2007; Kaarakainen
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i wsp. 2008). Jednak niektérzy autorzy uwazaja, ze sezonowe wahania
liczebnosci na terenach typowo miejskich sg stabsze niz w $rodowi-
skach bardziej naturalnych, takich jak parki miejskie czy lasy (Harrison
i wsp. 2005; Lee i wsp. 2007).

Wisréd bakterii wyizolowanych z prébek powietrza pobranych
w Ciechocinku dominowaly Gram-dodatnie laseczki - 70,6% wszyst-
kich identyfikowanych szczepéw. Nalezaly one w zdecydowanej wiek-
szo$ci do rodzaju Bacillus (68,2% wszystkich szczepéw). Liczne byty
tez Gram-dodatnie ziarniaki (25,6%), reprezentowane gléwnie przez
rodzaje Staphylococcus i Micrococcus. Gram-ujemne paleczki stanowily
zaledwie 3,8% szczepdw wyizolowanych z powietrza uzdrowiska Cie-
chocinek. Pateczki reprezentowane byly przede wszystkim przez rodza-
je Pseudomonas i Serratia (tab. 17).

Bioaerozole w $rodowisku miejskim moga zawiera¢ nawet 1800
réznych gatunkéw bakterii, w tym liczne bakterie chorobotworcze
(Brodie i wsp. 2007; Fahlgren i wsp. 2010; Ravva i wsp. 2012). Bakterie
wyizolowane w trakcie badan prowadzonych w Ciechocinku to mikro-
organizmy powszechnie stwierdzane w powietrzu. Ich wystepowanie
w bioaerozolu miejskim potwierdzaja badania licznych autoréw (Shat-
fer, Lighthart 1997; Filipiak i wsp. 2004; Harrison i wsp. 2005; Fang
i wsp. 2007). Wigkszo$¢ obecnych w powietrzu uzdrowiska bakterii to
saprofity, jednak sporadycznie pojawiajg sie tez gatunki potencjalnie
patogenne, m.in. Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, En-
terococcus faecium czy Aeromonas hydrophila. Sa to mikroorganizmy
powszechnie wystepujace jako sktadniki biomu organizmu ludzkiego,
ale ich obecnos$¢ w powietrzu byla stwierdzana takze we wcze$niejszych
badaniach bioaerozoli miejskich (Fang i wsp. 2007; Ravva i wsp. 2012).
Mozliwos¢ pojawiania sie¢ w bioaerozolach miejskich drobnoustrojow
patogennych potwierdza potrzebe regularnego monitorowania mikro-
biologicznej czystosci powietrza, szczegélnie w miastach o charakterze
uzdrowiskowym.
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Tabela 17. Identyfikacja bakterii mezofilnych wystepujacych w powietrzu uzdro-

wiska Ciechocinek

Udzial
w stosunku Dominujgce gatunki
Forma . do wszystkich Wace gatun
) Rodzaj . (zgodnie z czestoécia
morfologiczna zidentyfikowanych .
. wystepowania)
szczepdw
bakteryjnych [%]
Bacillus subtilis
Bacillus cereus
Bacillus pumilus
Bacillus 68,2 Bacillus mycoides
Laseczki Baa:llus muralis
(70,6%) Bacz.llus sz.mplex
Bacillus circulans
Brevibacillus 1,5 Brevz'bacz'llus brei.)ls
Brevibacillus agri
inne 0,9
Staphylococcus lentus
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus 94 Staphylococcus xylosus
Staphylococcus aureus
Ziarniaki Micrococcus 3.9 Micrococcus luteus
(25,6%) ’ Micrococcus roseus
Enterococcus 3,6 Enterococcus faecium
Aerococcus 2,0 Aerococcus viridans
inne 1,7
Pseudomonas luteola
Pseudomonas 1,8 Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas xanthomarina
Pateczki Serratia 1,2 Serratia liquefaciens
0,
(3,8%) Aeromonas 0,3 Aeromonas hydrophila
Stenotrophomonas 0,3 Stenotrophomonas maltophila
inne 0,2

5.2. Analiza ilosciowa i jakosciowa grzyb6w plesniowych w powietrzu uzdrowiska

Ciechocinek

Grzyby plesniowe s3 wszechobecne, wystepuja we wszystkich $rodo-
wiskach naturalnych i antropogennych na Ziemi. Zarodniki grzybéw

oraz fragmenty grzybni osadzone na pylach lub zawieszone w powie-
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trzu stanowig istotny, a cz¢sto nawet dominujacy skladnik bioaerozoli
zanieczyszczajacych powietrze atmosferyczne (Womiloju i wsp. 2003;
Filipiak i wsp. 2004; Elbert i wsp. 2007; Bauer i wsp. 2008; Crawford
i wsp. 2009; Raisi i wsp. 2013). Jednoczesnie grzyby plesniowe s3 naj-
bardziej zagrazajacym zdrowiu czlowieka skladnikiem bioaerozolu
(Knutsen i wsp. 2012; Zukiewicz-Sobczak i wsp. 2015; Crameri i wsp.
2014). Znaczenie epidemiologiczne ma zaréwno liczebnos¢, jak i sktad
gatunkowy tych drobnoustrojow.

W calym okresie badan, czyli w latach 2005-2008, najwyzsze liczeb-
nosci grzybow plesniowych w powietrzu stwierdzano w miesigcach let-
nich, od czerwca do sierpnia (ryc. 13). Latem w roku 2006 i 2007 liczeb-
nos$¢ plesni na calym obszarze uzdrowiska przekraczala 2-10° jtk-m=.
W roku 2005 wysokie wartosciliczebnosci grzybow (powyzej 3-10° jtk-m™
we wszystkich rejonach uzdrowiska) utrzymywaty si¢ az do wrzesnia,
natomiast obnizenie ich liczebnosci (do wartosci ponizej 1,5-10° jtk-m~)
nastgpito w lipcu, z powodu wysokich temperatur i niskiej, w poréw-
naniu do innych miesiecy, wilgotnosci wzglednej powietrza (51,1%).
W lipcu 2007 roku na terenach miejskich liczebnos¢ grzybow osiagneta
najwyzsza warto$¢ w caltym badanym okresie - 13,5-10° jtk-m?, co zgod-
nie z Polska Norma PN-89/Z-04111/03 jest klasyfikowane jako zanie-
czyszczenie zagrazajace Srodowisku naturalnemu czlowieka. Najmniej
grzybow plesniowych bylo obecnych w powietrzu uzdrowiska Ciecho-
cinek w miesigcach zimowych - styczniu i lutym. Zima liczebno$¢ grzy-
béw plesniowych w powietrzu na wszystkich stanowiskach badawczych
miescila si¢ w granicach 0-3-10% jtk-m~ (ryc. 13).

Uzyskane w powietrzu Ciechocinka liczebnosci grzybow plesnio-
wych sa zblizone lub nizsze od notowanych w innych miastach Polski.
W Krakowie na stanowisku oddalonym od gléwnych szlakéw komu-
nikacyjnych liczebno$¢ grzybéw zima réwniez miescila si¢ w grani-
cach do 340 jtk-m~ (Medrela-Kuder 2004), ale latem wzrosta tylko do
2,8:10° jtk-m~. Pastuszka i wsp. (2000) odnotowali w powietrzu ze-
wnetrznym na Slasku liczebnosci grzybéw do 4:-10° jtk-m™ latem i do
1-10° jtk-m~ zimg. Natomiast wyniki badan przeprowadzonych przez
Bugajnego i wsp. (2005) wskazuja na silniejsze zanieczyszczenie powie-
trza miejskiego bioaerozolem grzybowym. Najwyzsze liczebnosci grzy-
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béw plesniowych stwierdzone w Poznaniu przez powyzszych autoréw
osiggaly wartosci okoto 16-10° jtk-m?, czyli byly wyzsze niz maksymal-
ne wartosci uzyskane w Ciechocinku.
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Ryc. 13. Liczebno$¢ grzybow plesniowych w powietrzu uzdrowiska Ciechoci-
nek - dane uérednione dla poszczegélnych rejondéw uzdrowiska. Dane
z okresu maj 2005-kwieciert 2006 opublikowano w pracy Burkowska
i Donderski (2008a)

Jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA wykazala, ze liczeb-
nosci grzybow plesniowych roznily si¢ istotnie w poszczegoélnych po-
rach roku (p > 0,0001), a test post-hoc (Tukeya HSD) wykazal brak
istotnych réznic dla liczebnosci grzybow plesniowych w zimie i wiosna
(tab. 18).

Jak podaja liczni autorzy (Medrela-Kuder 2000; Kasprzyk, Worek
2006; Filipiak i wsp. 2004; Bugajny i wsp. 2005; Stepalska, Wotek 2005),
plesnie pojawiajg si¢ w powietrzu wczesna wiosna, ale szczytowe steze-
nia osiagaja poznym latem i wczesng jesienig. Rowniez w Ciechocinku
na przelomie lata i jesieni notowano znacznie wyzsze liczebnosci grzy-
béw plesniowych niz w okresach wiosny i zimy.
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Tabela 18. Wyniki jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA dla liczebnosci
grzybow plesniowych w powietrzu uzdrowiska Ciechocinek

. Grupy jednorodne
Badany czynnik F P w tescie Tukeya (HSD)
Rejon uzdrowiska 2,48 0,084
Pora roku 31,04 <0,0001 (W, z] [L] []]

W - wiosna, L - lato, ] - jesien, Z - zima, F - stosunek wariancji migdzygrupowej do wariancji we-
wnatrzgrupowej, p — poziom istotnosci

Na liczebnos¢ grzybow w powietrzu atmosferycznym moze wply-
wa¢é wiele czynnikéw, m.in. warunki pogodowe, w tym ilos¢ opadow,
temperatura, ruchiwilgotnos¢ powietrza (Lacey 1994). Liczebnos¢ grzy-
béw plesniowych w powietrzu Ciechocinka byla istotnie statystycznie
skorelowana z temperaturg powietrza i we wszystkich strefach uzdro-
wiska wspoélczynnik korelacji r wynosil 0,6 przy wspétczynnikach istot-
nosci p < 0,0001 (ryc. 14). Na terenach uzdrowiskowych oraz w otocze-

18000

"¢, stjefa cddziatywania inhalstoridw
18000 [Fw: tereny uzdrowiskowe +

“w. tereny miejskie
14000
12000

10000

8000

¥
-

2000

2000

liczebnosc groybow plesniownch Ulk.'m.']

2000

temperatura [C]

temperatura:strefa oddzistywanis inhalatoridw: r= 08228, p=0,000000007
tempersturaitersny uvzdrowiskows: r=08243, o =0,000000010
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Ryc. 14. Korelacja pomiedzy liczebnoscig grzybdw plesniowych a temperaturg
powietrza
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niu inhalatoriéw stwierdzono réwniez istotng statystycznie (p < 0,05)
ujemng korelacje liczebnosci grzybow plesniowych z predkoscig wiatru
(r odpowiednio -0,27 i -0,29) (ryc. 15). Medrela-Kuder (2004) na tere-
nie Krakowa stwierdzita, ze latem, kiedy nastepuje maksimum wyste-
powania spor w powietrzu, zwigkszona liczebno$¢ grzybow obserwuje
sie przede wszystkim w okresach o ztej wentylacji, czyli przy predkosci
wiatru ponizej 1 m-s'. W Ciechocinku najwyzsze liczebnosci plesni
w powietrzu stwierdzano przy predkosdciach wiatru réwnej 1,2 m-s™.
Nie odnotowano natomiast statystycznie istotnej korelacji pomiedzy
wilgotnoscia wzgledng powietrza a iloscig aerozolu grzybowego.
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Ryc. 15. Korelacja pomiedzy liczebnoscig grzybéw plesniowych a predkoscig
wiatru

Na terenach typowo miejskich przez caly okres badan notowano
zwykle najwyzsze liczebnosci grzybéw plesniowych, natomiast w stre-
fie oddzialywania inhalatoriéw grzybéw w powietrzu bylo na ogét naj-
mniej (ryc. 13). Jednak, jak wynika z jednoczynnikowej analizy warian-
cji ANOVA (tab. 18), roznice te nie byly istotne statystycznie (p > 0,05).
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Réwniez Filipiak i wsp. (2004) obserwowali wyzsze liczebnosci
grzybow plesniowych w powietrzu na stanowiskach w centrum miasta
(1,5-16-10° jtk-m™), nizsze za$ na stanowisku oddalonym od centrum
(8-10°-8,6-10° jtk-m~). Medrela-Kuder (2000) na stanowiskach w po-
blizu ruchliwych ulic notowata ponaddwukrotnie wyzsze liczebnosci
plesni niz na terenach oddzielonych pasem zieleni od ciggéw komuni-
kacyjnych. Obserwacjom tym przeczg jednak wyniki uzyskane przez
Kasprzyk i Worek (2006). Stwierdzili oni wyzsze liczebno$ci zarodni-
kow grzybow plesniowych w rodowisku wiejskim niz na stanowiskach
zlokalizowanych w miescie (Rzeszow). Dodatkowo w strefie oddzia-
tywania inhalatoriéw, w Ciechocinku, istotnym czynnikiem wplywa-
jacym na liczebnos¢ grzybow jest solankowy aerozol, ktoéry sedymen-
tujac, oczyszcza powietrze z zanieczyszczen (Burkacka-Laukajtys,
Zwolska 1973).

Tabela 19. Stopien zanieczyszczenia powietrza grzybami plesniowymi w uzdro-
wisku Ciechocinek w latach 2005-2008 zgodnie z Polska Norma
PN-89/7-04111/03

Zakres warto$ci  Stopien zanieczyszczenia Otoczenie Tereny Tereny
[jtk-m~] powietrza inhalatoriow uzdrowiskowe miejskie

<3-10° czyste 94,5% 81,1* 80,5%

3-5.10° przecietnie czyste 55 6,3 12,8

negatywnie oddzialujace na

$rodowisko naturalne 0 12,6 6,7

5-10-10°

zagrazajace srodowisku

0 0 0
naturalnemu

>10-10°

* — % udzial probek w danej kategorii

Dla zdrowych os6b wdychanie zarodnikéw grzybéw plesniowych
nie powinno stanowi¢ zagrozenia. Jednak ze wzgledu na niewielkie
rozmiary, zawierajace si¢ w granicach 2-100 pm, a najczesciej wyno-
szace ponizej 10 um, zarodniki grzybéw plesniowych moga penetro-
wacé gleboko drogi oddechowe i dociera¢ nawet w obreb pecherzykéw
ptucnych (Zukiewicz-Sobczak i wsp. 2015). Zarodniki grzybéw ple-
$niowych uznawane s3 za jedne z gtéwnych, obok pytkéw roslinnych,
alergenéw oddechowych.
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Zgodnie z normg PN-89/Z-04111/03 zdecydowang wickszo$¢
probek powietrza pobranych w Ciechocinku mozna zaklasyfikowaé
jako niezanieczyszczone grzybami plesniowymi (tab. 19). W strefie
oddzialywania inhalatoriéw notowano tylko probki niezanieczyszczo-
ne i przecietnie czyste. Na terenach uzdrowiskowych 12,6% stanowity
probki negatywnie oddzialujace na §rodowisko naturalne ze wzgledu
na liczebnos¢ grzybéw plesniowych. Tylko na terenach typowo miej-
skich w 0,5% pobranych probek odnotowano liczebnosci grzybow
przekraczajace 10*jtk-m?, czyli zanieczyszczenie zagrazajace srodowi-
sku naturalnemu. Malecka-Adamowicz i wsp. (2010) na terenach par-
kowo-rekreacyjnych w Bydgoszczy stwierdzili zdecydowanie silniejsze
zanieczyszczenie powietrza. Wszystkie pobrane probki zaklasyfikowali
jako $rednio lub silnie zanieczyszczone.

W Propozycjach Zespotu Ekspertéw ds. Czynnikéw Biologicznych
dotyczacych stopnia zanieczyszczenia mikrobiologicznego powie-
trza atmosferycznego za nieakceptowalne uznaje si¢ stezenie grzybow
w powietrzu > 5-10° jtk-m™ (Augustynska i Posniak 2014). W calym
okresie badawczym w otoczeniu otwartych inhalatoriéw w Ciechocin-
ku poziom mikrobiologicznego zanieczyszczenia powietrza zewnetrz-
nego mozna uzna¢ za akceptowalny. Natomiast na terenach miej-
skich (6,7% pobranych probek powietrza) i uzdrowiskowych (12,6%)
stwierdzano przekroczenia dopuszczalnego stezenia bioaerozolu
grzybowego.

Dla zdrowia ludzi istotna jest nie tylko liczebnos$¢ grzybow ple-
$niowych w powietrzu, ale przede wszystkim ich skiad rodzajowy
i gatunkowy. W powietrzu uzdrowiska Ciechocinek dominujace byly
grzyby nalezace do rodzajow Cladosporium, Alternaria, Aspergillus,
Fusarium i Penicilium (tab. 20). Dane z wczesniej publikowanych ba-
dan potwierdzajg duzg ré6znorodno$¢ gatunkowa grzybow plesniowych
w powietrzu w Ciechocinku, szczegélnie latem i jesienig (Burkowska,
Donderski 2008a).
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Tabela 20. Sklad gatunkowy grzybow plesniowych wyizolowanych z prébek po-
wietrza uzdrowiska Ciechocinek (w tabeli przedstawiono tylko rodza-
je majace udziat >1% w ogole wyizolowanych grzybéw plesniowych)

Udziat procentowy Dominujgce gatunki

Rodzaj [%] (zgodnie z czestoscig wystepowania)

Cladosporium cladosporioides

Cladosporium 57,9 Cladosporium herbarum

Alternaria alternata

Alternaria 11,1 Alternaria humicola

Aspergillus versicolor
Aspergillus flavus
Aspergillus niger
Aspergillus clavatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus penicillioides

Aspergillus 7,9

Penicillium chrysogenum
Penicillium citrinum
Penicillium expansum
Penicillium notatum
Penicillium rubrum
Penicillium citreonigrum

Penicillium 7,1

Fusarium nivale

Fusarium 6,3 .
Fusarium oxysporum

Mucor mucedo

Mucor 42
Mucor racemosus

Botrytis 1,1 Botrytis cinerea

bold - gatunki potencjalnie toksynotworcze

W badanym okresie w powietrzu uzdrowiska Ciechocinek domi-
nowaly grzyby z rodzaju Cladosporium. Wiele badan wskazuje, ze jest
to rodzaj dominujacy w mikroflorze powietrza zewnetrznego i moze
stanowi¢ nawet 50-90% wszystkich grzybow plesniowych (Medrela-
-Kuder 2003; Miklaszewska, Grajewski 2005; Kasprzyk, Worek 2006).
Rowniez badania prowadzone w innych krajach europejskich po-
twierdzaja powyzsze obserwacje (Nikkels i wsp. 1996; Pyrri, Kapsa-
naki-Gotsi 2007). Drugg pod wzgledem liczebnosci grupa byly grzyby
z rodzaju Alternaria, licznie wystepowaly tez w powietrzu uzdrowiska
grzyby rodzajow Aspergillus oraz Penicilium. Wszystkie te rodzaje sa
powszechnymi skfadnikami bioarozolu grzybowego (Durand i wsp.
2002). Jednocze$nie s3 one najwazniejszymi alergenami ple$niowymi.
Po wniknigciu do organizmu zarodniki ple$ni moga powodowac sze-
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reg reakcji organizmu - od kataru alergicznego, po astme oskrzelowa
czy nawet choroby infekcyjne, szczegdlnie u oséb z powaznie ostabio-
nym uktadem odporno$ciowym (Knutsen i wsp. 2012; Zukiewicz-Sob-
czak i wsp. 2015; Crameri i wsp. 2014). Jak podaja D’Amato i Spieksma
(1995), obecnos¢ zarodnikow gatunku Cladosporium herbarum w ilo$ci
3-10° w m® powietrza mozna uznaé za przyczyne wystgpienia objawdow
choroby u 0séb uczulonych na ten grzyb. W uzdrowisku Ciechocinek
liczebnos¢ wszystkich plesni w zdecydowanej wigkszosci probek po-
wietrza (80,5-94,5% w zalezno$ci od rejonu uzdrowiska - tab. 19) nie
przekraczata wartosci 3-10° jtk-m~. Mozna wigc wnioskowac, ze liczeb-
nosci plesni z rodzaju Cladosporium (57,9% ogoétu plesni) byly nizsze
niz warto$¢ progowa wystapienia objawow alergii.

Niektdre gatunki grzybow plesniowych sg zdolne do wytwarzania
mikotoksyn, mogacych mie¢ wysoce szkodliwy wplyw na organizmy
zywe. W powietrzu uzdrowiska stwierdzono obecnos¢ grzybéw po-
tencjalnie toksynotworczych, m.in. Alternaria alternata, Aspergillus
niger i Aspergillus flavus. Grzyby toksynotworcze z rodzajow Alterna-
ria i Aspergillus notowali w powietrzu réwniez inni autorzy (Bis i wsp.
2004; Fraczek 2004; Grzyb i wsp. 2004).

Obecny w powietrzu uzdrowiska Aspergillus versicolor moze wy-
twarzac¢ duze ilosci (do 1% biomasy) sterigmatocystiny, ktéra ma dzia-
tanie hepatotoksyczne i jest silnym inhibitorem ruchu rz¢sek tchawi-
cy (Nielsen 2003). Zdaniem Grajewskiego i Twaruzek (2004) cze$¢
wtérnych metabolitéw jest kumulowana takze w zarodnikach plesni.
W literaturze opisano przypadki zatrucia inhalacyjnego mikotok-
synami zawartymi w zarodnikach grzybow plesniowych, m.in. Sta-
chybotrys chartarum, Aspergillus sp., Penicillium sp., Trichoderma sp.
oraz Paeciliomyces sp. (Miicke, Lemmen 1999; Grajewski, Twaruzek
2004).

Jednak stwierdzenie w powietrzu uzdrowiska obecnosci gatunkow
grzybow potencjalnie toksynotworczych nie $wiadczy jeszcze bezwa-
runkowo o zagrozeniu zdrowotnym. Zdolnos¢ do wytwarzania toksyn
jest bowiem cecha specyficzng niektérych szczepéw w ramach gatun-
ku, a nie cechg $cisle specyficzng gatunkowo (Miklaszewska, Grajewski
2005).
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5.3. Analiza poréwnawcza liczebnosci bakterii i grzybow plesniowych wystepujacych
w powietrzu uzdrowisk Ciechocinek i Inowroctaw

Na stezenie bioaerozoli znaczacy wplyw ma uprzemystowienie i gestos¢
zaludnienia badanego terenu. Liczebno$¢ mikroorganizméw w po-
wietrzu ksztaltuje takze pytowe i chemiczne zanieczyszczenie powie-
trza, bedace konsekwencja wymienionych wczesniej czynnikéw (Lin,
Li 2000; Fang i wsp. 2007).

Na terenie wojewodztwa kujawsko-pomorskiego zlokalizowane s3
dwa popularne uzdrowiska nizinne - Ciechocinek i Inowroctaw. Profil
leczniczy tych uzdrowisk jest podobny, poniewaz ich najcenniejszym
bogactwem naturalnym s3 solanki stosowane do kapieli i innych za-
biegéw balneoterapeutycznych. Zaréwno w Ciechocinku, jak i w Ino-
wroctawiu wybudowano réwniez teznie, ktére umozliwiajg korzystanie
z inhalacji aerozolem solankowym nie tylko kuracjuszom, ale takze tu-
rystom i mieszkaricom miasta. Mimo tych podobienstw Ciechocinek
i Inowroclaw znaczaco si¢ réznia, szczegélnie wielkoscia i zagospoda-
rowaniem terendw, na ktérych wydzielono uzdrowiska. W Ciechocin-
ku charakter uzdrowiskowo-turystyczny ma cate niewielkie miastecz-
ko, zamieszkale przez 10 tys. mieszkancéw. Natomiast w Inowroctawiu
uzdrowisko zostato wydzielone w miescie zamieszkatym przez prawie
75 tys. 0sob, ktore jest nie tylko uzdrowiskiem, ale i znaczacym oérod-
kiem przemystowym. W zwiazku z tym w niniejszej pracy podjeto pro-
be oceny, czy sposob zagospodarowania otoczenia uzdrowiska wptywa
na mikrobiologiczng czysto$¢ powietrza, rowniez w strefie oddziatywa-
nia otwartych inhalatoriéw.

W tabeli 21 zestawiono $rednie liczebnosci bakterii mezofilnych
i grzybow plesniowych w préobkach powietrza pobranych w latach
2009-2011 w uzdrowiskach Ciechocinek i Inowroctaw. W badanym
okresie stezenia bioaerozolu bakteryjnego i grzybowego (poréwnujac
odpowiednie rejony uzdrowisk) byty wyzsze w Inowroctawiu niz w Cie-
chocinku. Najwyzsze stezenia bioaerozolu bakteryjnego notowano na
stanowiskach zlokalizowanych na terenach miejskich uzdrowisk, za-
réwno w Ciechocinku (233 jtk-m™), jak i w Inowroctawiu (526 jtk-m™).
Réwniez stezenie bioaerozolu grzybowego bylo najwyzsze na stano-
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wiskach zlokalizowanych na terenach miejskich (Ciechocinek - 1076
jtk-m™, Inowroctaw - 1509 jtk-m=). Z kolei najnizsze w danym uzdro-
wisku $rednie liczebnosci bakterii (Ciechocinek - 115 jtk-m~, Inowro-
claw - 187 jtk-m~) i grzybow (Ciechocinek - 715 jtk-m™, Inowroctaw —
1272 jtk-m~) stwierdzano w powietrzu w otoczeniu otwartych inhala-
toriow (tab. 19).

Ocena stopnia zanieczyszczenia powietrza zgodnie z PN-89/
/Z-04111/02 wykazala, ze pod wzgledem obecnosci w powietrzu
bakterii mezofilnych wszystkie probki powietrza pobrane w latach
2009-2011 w Ciechocinku, we wszystkich rejonach miasta, moz-
na zakwalifikowa¢ jako niezanieczyszczone. W Inowroclawiu na
terenach uzdrowiskowych i w otoczeniu inhalatoriéw powietrze
mozna zakwalifikowa¢ réwniez jako niezanieczyszczone bakteria-
mi mezofilnymi. Natomiast na terenach miejskich w Inowroctawiu
15% probek powietrza sklasyfikowano jako $redniozanieczyszczone
(tab. 22).

Tabela 21. Liczebnos$¢ mikroorganizmoéw [jtk-m~] w powietrzu uzdrowisk Cie-
chocinek i Inowroctaw w 2009- 2011

Bakterie mezofilne Grzyby plesniowe

$rednia zakres SD  $rednia zakres SD
, Strefaoddzialywania 5 23-351 32 715 20-1929 598
g inhalatoriow
ks,
S tereny uzdrowiskowe 181 26-469 69 921 30-2800 679
15
L
© tereny miejskie 233 69-491 121 1076 10-2950 574
, suefeoddzialywania e o0 450 56 1272 112-3860 974
2 inhalatoriéw
Q
§ tereny uzdrowiskowe 216 35-580 97 1346 94-4350 992
[}
=
"~ tereny miejskie 526 26-1320 194 1509 120-5126 1127

SD - odchylenie standardowe
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Tabela 22. Stopien zanieczyszczenia powietrza w uzdrowiskach Ciechocinek
i Inowroctaw w latach 2009-2011 zgodnie z Polskimi Normami PN-
-89/7-04111/02 i PN-89/7-04111/03

Grupa Zakres Stopieri Otoczenie Teren Teren
mikroor- wartosci zanieczyszczenia . iy oy crey
L, . S A inhalatoriow uzdrowiskowe miejskie
ganizmow  (jtk-m™) powietrza
Ciechocinek
<1.10° niezanieczysz- 100* 100* 100~
Bakterie czone
mezofilne 1-3-10° $rednio 0 0 0
> 3-10° silnie 0 0 0
<3-10° czyste 100 100 100
3-5-10° przecigtnie czyste 0 0 0
negatywnie
Grzyby 5-10-10° oddziatujace 0 0 0
plesniowe na §rodowisko
naturalne
zagrazajgce
>10-10° $rodowisku 0 0 0
naturalnemu
Inowroctaw
<1.10° niezanieczysz- 100 100 35
Bakterie czone
mezofilne 1-3-10° $rednio 0 0 15
> 3.10° silnie 0 0 0
<310° czyste 90 75 70
3-5-10° przecietnie czyste 10 25 25
negatywnie
Grzyby 5-10-10° oddzialujace 0 0 5
plesniowe na srodowisko
naturalne
zagrazajace
>10-10° $rodowisku 0 0 0
naturalnemu

* — % udzial probek w danej kategorii

Wedtug PN-89/Z-04111/03 wszystkie proby powietrza pobrane na
stanowiskach zlokalizowanych w Ciechocinku mozna zaklasyfikowa¢
jako niezanieczyszczone grzybami plesniowymi. Natomiast w Inowro-
clawiu we wszystkich strefach stwierdzono obecno$¢ prébek powie-
trza przecietnie czystych (10-25%), a w strefie miejskiej 5% stanowity
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probki, w ktorych liczebnos¢ grzybow plesniowych mogta negatywnie
oddzialywa¢ na §rodowisko naturalne.

Zgodnie z Propozycjami Zespotu Ekspertow ds. Czynnikéw Bio-
logicznych dotyczacymi stopnia zanieczyszczenia mikrobiologicznego
powietrza atmosferycznego (Augustynska i Posniak 2014) poziom mi-
krobiologicznego zanieczyszczenia powietrza bakteriami w Ciechocin-
ku i Inowroctawiu w latach 2009-2011 mozna uznac za akceptowalny.
Natomiast stezenie bioaerozolu grzybowego w 5% probek pobranych
na terenach miejskich w Inowroctawiu przekroczyto dopuszczalng
warto$¢ (< 5-10° jtk-m™).

Najistotniejszy jest fakt, Ze w Zzadnej badanej probce powietrza nie
stwierdzono liczebnosci grzybow plesniowych przekraczajacej wartos¢
10* jtk-m?, co zgodnie z normg PN-89/Z-04111/03 $wiadczytoby o za-
nieczyszczeniu zagrazajacym $rodowisku naturalnemu czlowieka.

Wyniki testu t-Studenta dla préb zaleznych wskazuja, ze liczebnosci
bakterii mezofilnych w powietrzu uzdrowisk Ciechocinek i Inowroctaw
réznig si¢ statystycznie istotnie (p < 0,05). Réwniez rdéznice liczebnosci
bakterii mezofilnych pomiedzy poszczegdlnymi rejonami uzdrowisk
(tab. 23) sg istotne statystycznie zaréwno w Ciechocinku (p < 0,01), jak
i w Inowroctawiu (p < 0,05). Natomiast zgodnie z wynikami testu t-Stu-
denta dla prob zaleznych liczebnosci grzybéw plesniowych w powietrzu
Ciechocinka i Inowroctawia nie réznily si¢ istotnie (p > 0,05). Roznice
liczebnosci grzybéw plesniowych pomiedzy poszczegélnymi rejonami
miast nie sg istotne statystycznie w obu uzdrowiskach (p > 0,05).

Tabela 23. Wyniki jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) dla liczebno-
$ci drobnoustrojow w powietrzu w poszczegélnych rejonach uzdro-
wisk Ciechocinek i Inowroctaw (latach 2009-2011)

Grupa . Grupy jednorodne
mikroorganizméw Uzdrowisko F p w tedcie Tukeya (HSD)
Ciechocinek 6,16 0,0043 [I, U] [U, M]
Bakterie mezofilne
Inowroclaw 5,30 0,0136 [I, U] [U, M]

Ciechocinek 0,25 0,7804
Inowroctaw 0,18 0,8287

Grzyby plesniowe

I - strefa oddzialywania inhalatoriéw, U — tereny uzdrowiskowe, M - tereny miejskie, F - stosunek
wariancji miedzygrupowej do wariancji wewnatrzgrupowej, p — poziom istotnosci
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Poréwnanie liczebno$ci bakterii mezofilnych w kujawskich uzdro-
wiskach potwierdza wiec obserwacje innych autoréw, ze na terenach
typowo miejskich (uprzemystowionych, gesto zaludnionych i z inten-
sywna komunikacjg samochodowg) mikrobiologiczne zanieczyszcze-
nia powietrza osiagaja wyzsze warto$ci (Fang i wsp. 2007; Fahlgren
i wsp. 2010; Cao i wsp. 2014). Natomiast liczebnos¢ grzybow plesnio-
wych w powietrzu bardziej zalezy od czynnikéw mikroklimatycznych
niz od sposobu zagospodarowania terenu, co wynika takze z opisanej
wczesniej analizy liczebnosci grzybow plesniowych w Ciechocinku
w latach 2005-2008.

Najistotniejsze jest, ze ze wzgledu na specyficzny mikroklimat oraz
niewielkie mikrobiologiczne zanieczyszczenie powietrza w otoczeniu
inhalatoridw, a takze na terenach rekreacyjnych, zaréwno Ciechocinek,
jak i Inowroclaw moga doskonale pelni¢ funkcje uzdrowisk, w ktérych
leczone sa choroby gérnych drég oddechowych. Przedstawione dane
potwierdzaja takze wplyw tezni i aerozolu solankowego na elimina-
cje bakterii mezofilnych z powietrza. W otoczeniu tezni stwierdzano
mniejsze liczebnosci tych drobnoustrojéw niz na terenach miejskich
opisywanych uzdrowisk. Liczebno$ci bakterii w otoczeniu inhalatoriow
byly nizsze takze w poréwnaniu z powietrzem na terenach rekreacyj-
nych. Zatem budowanie otwartych inhalatoriéw jest dobrg metoda na
poprawe mikrobiologicznej jako$ci powietrza w uzdrowiskach.

Ustawa z dnia 28 lipca 2005 r. o lecznictwie uzdrowiskowym (Dz.U.
2005, Nr 167, poz. 1399) z p6zniejszymi zmianami (Dz.U. 2011, Nr 73,
poz. 390) zaklada, Ze cz¢$¢ opisowa operatu uzdrowiskowego powinna
uwzglednia¢ m.in. informacje o stanie czysto$ci powietrza. Mimo to
dane na temat jako$ci powietrza w uzdrowiskach polskich sg nielicz-
ne i dotyczg zwykle tylko zanieczyszczen pylowych oraz chemicznych.
Drobnoustrojom w powietrzu, nawet w uzdrowiskach, w ktérych le-
czy si¢ choroby uktadu oddechowego, poswieca si¢ zadziwiajaco mato
uwagi. Niniejsza praca jest pierwsza probg dlugoterminowej oceny mi-
krobiologicznych zanieczyszczen powietrza w uzdrowisku nizinnym.
Mozliwosci poréwnania uzyskanych wynikéw z danymi dotyczacymi
powietrza atmosferycznego w innych uzdrowiskach sg ograniczone.
Opublikowane dotychczas badania dotyczyly przed wszystkim zanie-
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czyszczen powietrza w komorach kopalnianych wykorzystywanych
w subterraneoterapii (Bis i wsp. 2004; Grzyb i wsp. 2008; Fraczek i wsp.
2013) oraz w zamknietych pomieszczeniach sanatoryjnych (Fraczek
i wsp. 2008; Fraczek, Grzyb 2010; Fraczek, Gérny 2011).

5.4. Analiza solanek tezniowych z Ciechocinka

Proby oceny zaréwno liczebnosci, jak i bioréznorodnoséci mikroorga-
nizmoéw zasiedlajacych solanki byly podejmowane juz wczeéniej. Ba-
dania takie dotyczyly zasolonych wod podziemnych (Itdvaara i wsp.
2011; Morozova i wsp. 2010; Walczak, Krawiec 2014), a takze wysoko
zasolonych wod powierzchniowych (Oren i wsp. 2009; Pappa i wsp.
2010; Casamayor i wsp. 2013) i prowadzone byty zaréwno klasycznymi
metodami hodowlanymi (Haveman, Pedersen 2002), jak i metodami
niezaleznymi od hodowli (Fang i wsp. 2006; Casamayor i wsp. 2013;
Wu i wsp. 2015). Jednak ze wzgledu na unikalno$¢ zastosowania tezni
w skali $wiatowej — zaréwno do celéw technologicznych (zat¢zanie so-
lanki), jak i celéw uzdrowiskowych (otwarte inhalatoria) — srodowiska
solanek tezniowych dotychczas nie opisano pod wzgledem mikrobiolo-
gicznym. Przedstawione ponizej wyniki badan s pierwsza proba scha-
rakteryzowania bioréznorodnosci mikroorganizméw zasiedlajacych
solanki tezniowe i opisania zmian bioréznorodnosci podczas przeply-
wania solanki przez kolejne teznie.

Ogodlna liczba bakterii oznaczona metodg bezposredniego liczenia
na filtrach byla najnizsza w solance pochodzacej z Ujecia nr 11 i wynosi-
ta 22,5-10° komoérek-cm™ (ryc. 16 i 17). Z danych opublikowanych przez
Itdvaare i wsp. (2011) oraz Walczaka i Krawca (2014) wynika, Ze ogdélna
liczba bakterii w solankach podziemnych zwykle nie przekracza warto-
$ci 10° komdrek-cm™. W solankach pochodzacych z kolejnych etapéw
zatezania ogolna liczba bakterii byla jeszcze wyzsza, a jej maksymalna
warto$¢ (w solance z Tezni 2) wynosita 54,8-10° komédrek-cm™ (ryc. 16
i 17). Analiza wariancji (ANOVA) wykazala, ze pochodzenie solanki
z okreslonej tezni bylo czynnikiem istotnie wptywajacym na ogolna licz-
be bakterii. Byta tez ona istotnie skorelowana ze stezeniem soli (r = 0,87,



5.4. Analiza solanek tezniowych z Ciechocinka 91

70

O Srednia [ =Biad std __ =1,96°Biad =td

0

an b

—
N

1[: 1 1 1 1 1 1
Zrodto solankic Ujecie nr 11 Teinia 1 Teinia2 Teinia 3

stezenie NaCl: 5% 9% 27% 16%

ogdlna liczba bakterii w solance [komarki -10% em|

Ryc. 16. Ogolna liczba bakterii w solankach tezniowych Ciechocinka

a)

Ryc. 17. Bakterie z solanek z Ujecia 11 (a) i Tezni 2 (b) wybarwione oranzem
akrydynowym (mikroskop epifluorescencyjny Nikon H550S, powigk-
szenie 1000x)

b)

p < 0,05). Ze wzgledu na unikalno$¢ solanek tezniowych i brak wczes-
niejszych badan nad mikroorganizmami tego srodowiska nie ma moz-
liwosci poréwnania uzyskanych danych z wynikami innych badaczy.
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W zbiornikach stuzacych do zatezania wody morskiej w celu pozy-
skania soli, czyli w $rodowisku o podobnej funkcji technologicznej,
ale jednak o zupelnie innym pochodzeniu, notuje si¢ zwykle zblizo-
na lub wyzsza ogoélng liczbe bakterii w zakresie 10°-10* komdrek-cm™
(Ochsenreiter i wsp. 2002; Burns i wsp. 2004; Maturrano i wsp. 2006).

Wyniki podstawowych analiz chemicznych solanek tezniowych
przedstawiono w tabeli 24. Najwyzsze stezenie wegla catkowitego
(141 mg-dm™) oraz wegla nieorganicznego (61,7 mg-dm™) stwierdzo-
no w solance pochodzacej z Ujecia 11. Najwiecej wegla organicznego
(90,36 mg-dm™) zawierala solanka pobrana z Tezni 2. Solanka pocho-
dzaca ze zbiornika Tezni 1 zawierala najwyzsze stezenia azotu catkowi-
tego (10,6 mg-dm™), a takze azotu amonowego (0,039 mg-dm~).

Nie stwierdzono statystycznie istotnych korelacji (p > 0,05) pomie-
dzy stezeniem poszczegdlnych form wegla i azotu a stopniem zatezenia
solanki. Ogolna liczba bakterii takze nie byla statystycznie istotnie sko-
relowana ze stezeniem wegla i azotu (p > 0,05).

Tabela 24. Wyniki analizy chemicznej solanek tezniowych z Ciechocinka

Zawarto$¢ wegla Zawarto$¢ azotu
Pochodzenie solanki TC TOC TIC N, NH,*
[mg-dm”] [mgdm?] [mgdm?®] [mgdm?] [mgdm?]
Ujecie nr 11 (5% NaCl)* 141,0 £2,87 68,29 61,70 1,56 7,7 0,02 0,035 +0,002
Teznia 1 (9% NacCl) 88,23 +1,11 48,24 39,99 0,74 10,6 £0,02 0,039 +0,001

Teznia 2 (27% NaCl) 116,9 +1,89 90,36 26,52 £0,9 9,5+0,02 0,04 0,004
Teznia 3 (16% NaCl) 91,25 +2,13 61,70 29,55 +0,89 8,8 £0,01 0,037 +0,002

* — dane z laboratorium Zakladu Produkcji Zdrojowej w Ciechocinku, TC - wegiel calkowity, TOC -
catkowity wegiel organiczny, TIC - calkowity wegiel nieorganiczny, N, - azot catkowity, NH,* - azot
amonowy.

5.5. Ocena bior6znorodnosci mikroorganizméw w solankach tezniowych Ciechocinka

Badania bioréznorodnosci mikroorganizméw w solankach teznio-
wych wykonano z wykorzystaniem sekwencjonowania nowej genera-
cji (NGS), ktora nie wymaga wczesniejszego klonowania fragmentow
DNA w wektorach. NGS jest obecnie czesto wykorzystywana do anali-
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zy bioréznorodnosci metagenomoéw réznych $rodowisk (Kozdroéj 2013;
Gandolfi i wsp. 2013; Pompanon, Samadi 2015). W proébkach solanek
tezniowych z Ciechocinka po odfiltrowaniu sekwencji chimerycznych
i klastrowaniu odczytéw przy 97% poziomie identycznosci otrzymano
facznie 30 112 sekwencji, z ktérych wyodrebniono 318 bakteryjnych
operacyjnych jednostek taksonomicznych (OTUs). Najwigksza liczbe
sekwencji (facznie bakteryjnych i archeonowych) stwierdzono w solan-
ce pochodzacej z Tezni 3 (tab. 25).

Tabela 25. Wyniki sekwencjonowania nowej generacji (NGS) prébek solanek
tezniowych z Ciechocinka

Ogotem Ujecienr 11 Teznial Teznia2 Teznia3

Liczba sekwencji po analizie

e - 30112 6096 6394 7 447 10 085
bioinformatycznej
Sekwencje archeondw 9476 0 989 3448 5039
Sekwencje bakterii 20 636 6096 5405 3999 5046
Liczba bakteryjnych OTUs 318 62 105 122 181

(97% identyczno$ci)

OTUs - operacyjne jednostki taksonomiczne (operational taxonomic units)

We wszystkich solankach dominowaly sekwencje bakteryjne.
Badajac bioréznorodno$¢ mikroorganizméw w stonych wodach je-
ziornych, Borsodi i wsp. (2013) réwniez stwierdzili przewage rézno-
rodnosci bakterii nad Archeae. Sekwencje archeonowe najliczniej wy-
stepowaly w solance z Tezni 3. W prébie pochodzacej z Ujecia nr 11 nie
stwierdzono wcale obecnosci sekwencji archeonéw, ale jednocze$nie
w solance tej odnotowano najwigcej sekwencji bakteryjnych. Mimo ze
z ogdlnie przyjetych danych ekologicznych wynika, ze w ekstremalnych
warunkach $rodowiskowych (np. wysokim zasoleniu) na ogét spada
bioréznorodnos¢ (Frontier 1985), to w badanych solankach najwyzsza
liczbe sekwencji, a takze najwigkszg liczbe bakteryjnych OTUs stwier-
dzono w solance o stezeniu 16% NaCl. Odnotowano spadek liczby se-
kwencji bakteryjnych wraz we wzrostem zasolenia, ale liczba sekwencji
archeonowych w badanych solankach zwigkszala si¢ ze wzrostem zaso-
lenia. Réwniez Casamayor i wsp. (2013) nie stwierdzali zmniejszania
sie réznorodnosci organizmoéw prokariotycznych wraz ze wzrostem
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zasolenia wdd jeziornych, szczegélnie do stezenia 15% NaCl, a nawet
zaobserwowali, Ze bioréznorodnos$¢ bakterii jest pozytywnie skorelo-
wana ze stezeniem soli w srodowisku. Natomiast Baati i wsp. (2008)
w zbiornikach ewaporacyjnych do pozyskiwania soli morskiej, podob-
nie jak solankach tezniowych, obserwowali zmniejszenie réznorodno-
$ci bakterii, a wzrost zréznicowania archenéw w gradiencie zasolenia.

Zdecydowana wiekszos¢ sekwencji archeonéw uzyskanych z pro-
bek solanek tezniowych przypisano do typu Euryarchaeota (ryc. 18a).
W badaniach wod zasolonych Casamayor i wsp. (2013) oraz Abdallah
i wsp. (2016) takze notowali gléwnie archeony zaklasyfikowane do tych
typow. Niewielki odsetek stanowily sekwencje nalezace do Woesear-
cheota. Do tego typu, dawniej zaliczanego do Euryarchaeota i okresla-
nego jako klaster Deepsea Hydrothermal Vent Euryarchaeotic Group 6
(DHVEG-6), naleza przede wszystkim niehodowane mikroorganizmy
halofilne (Casamayor i wsp. 2013; Ortiz-Alvarez, Casamayor 2016).
Obecnos¢ jego przedstawicieli wykrywano wczedniej gléwnie w osa-
dach hydrotermalnych (Nunoura i wsp. 2010) oraz $rodowiskach hi-
perstonych (Ghai i wsp. 2011; Narasingarao i wsp. 2012; Schneider
i wsp. 2013; Casamayor i wsp. 2013), ale sekwencje DHVEG-6 wykryto
takze w wodach jezior stodkowodnych (Hugoni i wsp. 2015).

Z kolei analiza sekwencji bakteryjnych na poziomie typu wykaza-
ta najwiekszy udzial Proteobacteria (wéréd ktérych dominowaly kla-
sy y-Proteobacteria i a-Proteobacteria) oraz Bacteroidetes (ryc. 18b).
Wyniki licznych badan srodowisk zasolonych wskazuja, ze Proteobac-
teria s3 dominujacym typem bakterii zar6wno w silnie zasolonych
wodach powierzchniowych (Casamayor i wsp. 2013; Borsodi i wsp.
2013), jak i w solankach podziemnych (Beyer i wsp. 2015a; Beyer
i wsp. 2015b). Stwierdzona w opisywanych badaniach dominacja klasy
y-Proteobacteria w obrebie typu Proteobacteria opisywana byta réw-
niez dla innych solanek i wéd podziemnych (Pronk i wsp. 2009; Navar-
ro-Noya i wsp. 2013; Liu i wsp. 2014; Missimer i wsp. 2014; Beyer i wsp.
2015a). Takze bakterie z typu Bacteroidetes sa powszechnie notowane
w solankach (Casamayor i wsp. 2013; Borsodi i wsp. 2013; Beyer i wsp.
2015a). Analizujac sekwencje na poziomie rodzin, stwierdzono, ze we
wszystkich solankach obecne byly sekwencje nalezace do rodzin Idio-
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Ryc. 18. Dystrubucja sekwencji uzyskanych podczas sekwencjonowania nowej
generacji (NGS) metagenomowego DNA wyizolowanego z solanek tez-
niowych

Na poziomie typu i rodziny dystrybucja zostata wyrazona jako udzial procentowy w ogole sekwencji —
przedstawiono tylko taksony majace udziat wiekszy niz 5% w co najmniej jednej prébce
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marinaceae, Flavobacteriaceae oraz Rhodobacteraceae (ryc. 18c). Solan-
ka pochodzaca z Ujecia nr 11 rdznila sie od pozostatych prébek, ponie-
waz stwierdzono w niej stosunkowo znaczny udzial sekwencji z rodzin
Idiomarinaceae oraz Sphingomonadaceae. Solanka z Tezni 1 charakte-
ryzowala si¢ znacznym udzialem sekwencji przypisanych do rodzin Al-
teromonadaceae 1 Pseudoalteromonadaceae. Natomiast solanki pocho-
dzace z Tezni 2 i 3 wykazywaly podobienstwo wzgledem siebie — m.in.
stwierdzono w nich duzy udziat sekwencji Halobacteriaceae (ryc. 18c).
Wszystkie archeony nalezace do tej rodziny maja wysokie wymagania
wzgledem soli i optymalny wzrost wykazujg przy stezeniu soli powyzej
150-200 g-dm™ (Oren 2014). Prawie wszystkie rodziny drobnoustrojow
obecnych w badanych solankach (Oceanospirillaceae, Pseudoalteromo-
nadaceae, Idiomarinaceae, Alteromonadaceae, Rhodobacteraceae, Flavo-
bacteriaceae, Flammeovirgaceae) to mikroorganizmy zwigzane ze $ro-
dowiskami wod stonych. Ich obecnos¢ stwierdzano przede wszystkim
w przybrzeznych i otwartych wodach oceanicznych, morskich osadach
dennych i w organizmach ryb morskich, ale takze w skrajnie zasolonych
srodowiskach, m.in. hiperstonych mokradfach i zbiornikach ewapora-
cyjnych stuzacych do pozyskiwania soli morskiej (Shigematsu i wsp.
2009; Albuquerque i da Costa 2014; Ivanova i wsp. 2014; Lopez-Pérez
i Rodriguez-Valera 2014; Pujalte i wsp. 2014; Tully i wsp. 2014; Zhong
iwsp. 2014). Jedynie bakterie z rodziny Sphingomonadaceae nie s3 $cisle
zwigzane ze srodowiskiem stonowodnym i notowano je réwniez w gle-
bie, wodach stodkich i osadzie czynnym, a takze w phyllosferze i rhi-
zosferze roslin (Glaeser i Kdimpfe 2014). Najbardziej zatezona solanka
(27% NaCl) pochodzgca z Tezni 2 charakteryzowala si¢ stosunkowo du-
zym udzialem sekwencji zaklasyfikowanych jako ,,nieznana rodzina”
Wstepnie zalozono, ze solanki podczas procesu technologicznego,
obejmujacego transport z Ujecia nr 11 do tezni oraz rozprowadzanie
po konstrukeji kolejnych tezni, moga by¢ wzbogacane o mikroor-
ganizmy wystepujace w $rodowisku. Szczegdlnie podczas sptywania
solanki w postaci kropel po gafazkach tarniny wypelniajacych teznie
drobnoustroje obecne w powietrzu mogltyby dostawac si¢ do roztworu
iwzbogacac jego bior6znorodnos¢ na kolejnych etapach zatezania. Jed-
nak wyniki badan bioréznorodnosci nie potwierdzily tego zalozenia.
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Wprawdzie liczba sekwencji archeonowych, a takze liczba OTUs jest
najwyzsza w solance pochodzacej z Tezni 3, czyli po przeptynieciu przez
konstrukcje dwdch tezni, ale wigksza bior6znorodno$¢ wynika przede
wszystkim z wigkszego zréznicowania mikroorganizméw halofilnych,
a nie ze wzbogacenia solanki mikroorganizmami pochodzacymi z po-
wietrza. Zaréwno w badaniach wlasnych (tab. 17), jak i w badaniach
innych autoréw (tab. 3) w powietrzu zwykle w duzej ilo$ci stwierdza-
no obecno$¢ bakterii z typu Firmicutes, gtéwnie z rodziny Bacillaceae.
W badanych solankach bakterie z tej rodziny byly nieliczne, a udziat
sekwencji Bacillaceae w ogdle sekwencji bakteryjnych wynosit zaledwie
0,02%. Niektdrzy autorzy (Després i wsp. 2007; Fahlgren i wsp. 2010;
Cao i wsp. 2014) notowali w powietrzu wysoki udzial bakterii typu
Bacteroidetes oraz z klasy y-Proteobacteria. Podobne wyniki uzyskano
w solankach tezniowych z Ciechocinka. Jednak glebsza analiza danych
na poziomie rodzin wykazala, ze w solankach z wymienionych powyzej
taksonow wystepowaty prawie wyltgcznie rodziny zwigzane ze srodowi-
skami stonymi.

5.6. Przezywalnos¢ potencjalnych patogendéw uktadu oddechowego w solankach
tezniowych

W solankach, oprocz drobnoustrojéow autochtonicznych, do ktérych
naleza gtéwnie halofilne archeony i bakterie, wystepuja takze drobno-
ustroje ze zrodel antropogenicznych. Mikroorganizmy pochodzace
z powietrza oraz z drég oddechowych kuracjuszy moga dostawac si¢ do
sptywajacych solanek uzywanych w otwartych inhalatoriach, a takze ko-
lonizowac ich elementy, co moze pogarsza¢ stan sanitarny wod leczni-
czych i aerozoli emitowanych przez inhalatoria. Patogeny, gtéwnie ukla-
du oddechowego, s3 w stanie przezy¢ nawet w bardzo niesprzyjajacych
warunkach, takze w duzym zasoleniu (Kilvington, Price 1990; Heller
i wsp. 1998; Ohno i wsp. 2003). W zwigzku z tym mozliwo$¢ wystepo-
wania mikroorganizméw chorobotwdrczych w wodzie przeznaczonej
do celéw leczniczych i rekreacyjnych sktania do kontroli mozliwosci
przezycia bakterii potencjalnie patogennych w solankach tezniowych.
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Analizujac przezywalnos$¢ Staphylococcus aureus w czystych solan-
kach Ciechocinka, mozna stwierdzi¢, ze szczep ten zachowal najlepsza
zywotno$¢ w solance o zasoleniu okoto 9% NaCl (ryc. 19). Zywe komor-
ki Staphylococcus aureus w tej solance byty notowane do konca trwania
eksperymentu, czyli po 28 dniach inkubagcji, a jednoczesnie liczebnosci
stwierdzane na poszczegdlnych etapach badan byly wyzsze niz w pozo-
statych solankach, osiggajac maksymalne wartosci réwne 107 jtk-cm™.
Tylko w tej solance, po poczatkowym spadku liczebnosci (z wartosci
poczatkowej 8,5-10° jtk-cm™ do 9,1-10* jtk-cm™), odnotowano w miare
trwania eksperymentu przyrost liczebnosci bakterii w stosunku do war-
tosci poczatkowej. W pozostatych solankach czystych stwierdzano syste-
matyczny spadek liczebnosci gronkowca. W konsekwencji, w solankach
z Ujecia nr 11 oraz Tezni 2 nie notowano zywych komorek Staphylococcus
aureus juz po 14 dniach, a w solance z Tezni 3 po 21. dniu eksperymentu.

10" Ujecie nr 11 (5 % NaCh 10" Teznia 1 (9 % NaCl)
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Ryc. 19. Przezywalnos¢ Staphylococcus aureus w solankach z otwartych inhala-
toriéw Ciechocinka w zaleznosci od dodatku substancji organicznych

Dodatek ekstraktu drozdzowego, symulujacy zanieczyszczenie
solanek tezniowych substancjami organicznymi, spowodowal wyraz-
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ny wzrost czasu przezywania Staphylococcus aureus w poszczegélnych
solankach, a takze znaczaco zwigkszyt liczbe zywych bakterii (ryc. 19).
Jedynie w najbardziej stezonej solance (27% NaCl) po 21 dniach inku-
bacji nie notowano zywych bakterii. W pozostatych solankach wzboga-
conych w substancje organiczne gronkowce pozostaly zywe do konca
badania. Ponadto w solankach o stezeniu 9 i 16% NaCl ich liczebnos¢
wzrosta ponad 100-krotnie w poréwnaniu z poczatkiem eksperymen-
tu, co $wiadczy o mozliwosci rozmnazania sie Staphylococcus aureus
w solankach zanieczyszczonych (wzbogaconych) substancjami orga-
nicznymi. Najwyzsze liczebnosci gronkowca odnotowano w solance
o stezeniu 9% NaCl wzbogaconej w substancje organiczne. W 21. dniu
inkubacji osiagnety one wartos¢ 10° jtk-cm™.

Ci$nienie osmotyczne i aktywnos¢ wody sa jednymi z gtéwnych
parametrow fizycznych §rodowiska, ktore limitujg mozliwo$¢ przezycia
i rozmnazania si¢ bakterii (Beuchat i wsp. 2013). Jednocze$nie Staphy-
lococcus aureus uznaje sie za mikroorganizm, ktdry jest w stanie prze-
zy¢ i rozwijac si¢ w wielu niszach ekologicznych, czesto w skrajnych
warunkach srodowiskowych (Clements, Foster 1999). W §rodowiskach
o wysokiej osmolarnosci gronkowiec ztocisty gromadzi w cytoplazmie
choline, betaing i glicyne, a takze w mniejszych iloéciach proling oraz
tauryne (Graham, Wilkinson 1992; Clements, Foster 1999; Sochocka,
Boratynski 2011). Ponadto zmiany struktury peptydoglikanu $cia-
ny komorkowej nadajg komoérce mechaniczng wytrzymato$¢ i spre-
zystos¢, pozwalajac oprze¢ sie zmianom ci$nienia (Clements, Foster
1999).

Najwigksza zywotno$¢ (zaréwno liczebno$é, jak i czas przezycia)
Staphylococcus aureus zaobserwowano w solance pochodzacej z Tezni 1,
o zasoleniu 9% NaCl. Po inkubacji w tej solance stwierdzano nawet
1000-krotnie wyzsze liczebnosci bakterii (po 21 dniach) niz w tym sa-
mym czasie w solance z Ujecia nr 11 (5% NaCl). Mechanizm takiego
zjawiska moze by¢ oparty na tym, ze przechodzac przez konstrukcje
tezni, solanka wzbogaca si¢ o dodatkowe zanieczyszczenia, co sprzy-
ja rozwojowi drobnoustrojéw. Badania chemiczne solanek tezniowych
potwierdzajg najwyzsze stezenie azotu ogolnego (10,6 mg-dm?®) w so-
lance pochodzacej z Tezni 1, a analiza statystyczna wykazala istotng ko-
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relacje (r = 0,5; p < 0,05) pomiedzy stezeniem azotu ogoélnego w solan-
ce czystej a przezywalnoscia S. aureus w opisywanym eksperymencie.
Marshall i wsp. (1971) wnioskuja, ze przy dostepie odpowiedniej ilosci
substancji odzywczych NaCl nie hamuje dostatecznie tempa wzrostu
Staphylococcus aureus.

Mimo mozliwosci przezywania i rozwoju Staphylococcus aureus
w solankach tezniowych, szczegdlnie tych zanieczyszczonych sub-
stancjami organicznymi, ryzyko zakazenia i wywolania choroby przez
gronkowce obecne w solankach jest ograniczone. Jak podaja Clements
i Foster (1999) oraz Joe i wsp. (2013), ekspresja wielu determinantéw
wirulencji gronkowcow jest thumiona przez wysoka osmolarnos¢ $ro-
dowiska.

Wraz ze wzrostem stezenia NaCl przezywalno$¢ Staphylococcus
aureus malala, mimo ze jest to bakteria odporna na wysokie ci$nienie
osmotyczne. Zblizone wyniki uzyskal Lim i wsp. (2004), badajac wptyw
NaCl i glukozy na tworzenie biofilmu przez Staphylococcus aureus na
materialach szklanych i polistyrenowych.

Szczep Pseudomonas aeruginosa w solankach pochodzacych
z Ujecia nr 11 (5% NaCl) oraz Tezni 1 (9% NaCl), niewzbogaconych
substancjami organicznymi, zachowatl zZywotno$¢ do 28. dnia inku-
bacji, a jego liczebnos¢ wzrosta w stosunku do wartosci poczatkowej
(ryc. 20). Szczegolnie duzy (ponad 100-krotny, do warto$ci 10® jtk-cm™)
wzrost liczebnosci zaobserwowano w ,,czystej” solance zasilajacej fon-
tanne ,,Grzyb” (Ujecie nr 11), a przyrost liczebnosci byl notowany przez
caly czas trwania eksperymentu. W solance pochodzacej z Tezni 1 tak-
ze odnotowano wzrost liczebnosci powyzej wartosci poczatkowej po
7 dniach eksperymentu. W kolejnych terminach badawczych liczebno$¢
Pseudomonas w tej solance ustabilizowala si¢ na poziomie 107 jtk-cm™.
Roéwniez w solance ,,czystej” z Tezni 3 (16% NaCl) Pseudomonas aeru-
ginosa zachowal zywotno$¢ do 28. dnia doswiadczenia, ale od 14. dnia
liczebnos¢ bakterii gwaltownie spadala, osiggajac ostatecznie wartos¢
ponizej 100 jtk-cm™. W najbardziej stezonej solance (27% NaCl) od
14. dnia inkubacji nie stwierdzano zywych komoérek Pseudomonas
aeruginosa.
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Ryc. 20. Przezywalnos$¢ Pseudomonas aeruginosa w solankach z otwartych inha-
latoriéw Ciechocinka w zaleznosci od dodatku substancji organicznych

Podobnie jak Staphylococcus aureus, rdbwniez Pseudomonas aeru-
ginosa uzyskiwal wyzsze liczebno$ci w solankach pochodzacych z Uje-
cia nr 11 i Tezni 1 wzbogaconych w substancje organiczne (ryc. 20).
W solankach tych notowano wzrost liczebnosci bakterii w poréwnaniu
z warto$cia poczatkowa (10*-10° jtk-cm™) do wartosci 10° jtk-cm™. Do
28. dnia eksperymentu w obu tych solankach liczebno$¢ Pseudomonas
aeruginosanie spadta ponizej 10%jtk-cm. W solance o stezeniu 16% NaCl
(Teznia 3) w 7. dniu eksperymentu nie zaobserwowano obecnosci zy-
wych komorek pateczki ropy biekitnej. Jednak w kolejnych terminach
badawczych stwierdzano w solance obecno$¢ zywych komdrek, a ich
liczebnos¢ wahata sie ok. 100 jtk-cm™. Stezenie NaCl na poziomie 27%,
nawet przy wzbogaceniu solanki w substancje organiczne, umozliwiato
przezycie Pseudomonas aeruginosa ponizej 14 dni inkubacji.

Podsumowujac, wzrost Pseudomonas aeruginosa obserwowano
nawet przy minimalnej ilosci zwigzkéw odzywczych, czyli w solan-
kach ,,czystych”, ponadto szczep ten charakteryzowal si¢ diugim cza-
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sem przezywania (do 28. dnia) i wysoka liczebnoscig (10*-10° jtk-cm™)
przy stezeniu NaCl réwnym 5-9%. Réwniez podczas badan prowadzo-
nych przez Walczaka i wsp. (2011) Pseudomonas aeruginosa nie tylko
przezywal przez 4 tygodnie, ale i namnazat si¢ w zasolonych wodach
geotermalnych pochodzacych z uje¢ nr 14 w Ciechocinku oraz 1G-1
w Grudziagdzu.

Powszechnie wiadomo, Ze bakteria ta jest odporna na wiele czyn-
nikéw fizykochemicznych (Bednarczuk i wsp. 2008; Walczak i wsp.
2011), a jej opornos$¢ na antybiotyki i srodki dezynfekujace jest gtow-
nym czynnikiem infekcyjnoéci. Duzy rozmiar i zlozonos¢ genomu
P aeruginosa odzwierciedla wyjatkowo rozwiniete mechanizmy ada-
ptacyjne, ktére pozwalaja na rozwdj tego potencjalnego patogenu
w roznych, czesto ekstremalnych niszach ekologicznych. P. aeruginosa
ma szerokie mozliwosci zaréwno transportu, jak i metabolizmu sub-
stancji organicznych, a jednoczesnie zdolnosci do usuwania zwigzkow
niepozadanych z wnetrza komorki z udzialem réznych systeméw wy-
dzielania. Jednocze$nie zlozono$¢ genetyczna Pseudomonas aeruginosa
jest zwigzana z duzym udzialem genéw regulatorowych, ktére modu-
luja biochemiczne mozliwosci tej bakterii w zmieniajacych si¢ warun-
kach srodowiska. Dzigki wyjatkowo duzym zdolno$ciom regulacyjnym
P. aeruginosa ma wigksze mozliwos$ci adaptacji do skrajnych warunkéw
srodowiskowych, w tym do wysokiego zasolenia, niz inne bakterie,
szczegolnie te z mniejszymi genomami (Stover i wsp. 2000). Ponadto
powszechna u szczepéw bakterii z rodzaju Pseudomonas zdolnos¢ do
wytwarzania biosurfaktantéw moze ulatwia¢ pozyskiwanie substan-
cji odzywczych i przezycie w skrajnych warunkach §rodowiskowych
(Burch i wsp. 2014; Stevenson i wsp. 2015).

W prezentowanych badaniach paleczki ropy biekitnej nie przezy-
waly w zasoleniu ponad 20% (w solance z Tezni 2) i ginely przed uply-
wem 14 dni. Badajac wplyw $rodkéw dezynfekujacych zawierajacych
wysokie stezenia NaCl na zywotnos$¢ Pseudomonas aeruginosa, Kiura
i wsp. (2002) stwierdzili, Ze przezywalnos¢ tych bakterii maleje wraz
ze stezeniem soli.

Dla bakterii Klebsiella pneumoniae graniczne steznienie NaCl
umozliwiajace przezycie do 28. dnia eksperymentu, zaréwno w solan-



5.6. Przezywalno$¢ potencjalnych patogendw uktadu oddechowego w solankach teznioowych 103

kach niesuplementowanych, jak i suplementowanych materig organicz-
ng, wynosito ponizej 16% (ryc. 21). W solankach wykorzystywanych
w fontannie ,,Grzyb” (5% NaCl) oraz Tezni 1 (9% NaCl) Klebsiella za-
chowatla zZywotnos¢ do 4. tygodnia. W wyzej wymienionych solankach
czystych liczebnos¢ tej bakterii podlegata niewielkim zmianom. Nato-
miast w solankach wzbogaconych w substancje organiczne liczebnos¢
Klebsiella pneumoniae z poczatkowej wartosci 10° jtk-cm™ wzrosta do
10% jtk-cm™ i do konca badania nie spadfa ponizej tej warto$ci. W solan-
kach zawierajacych ponad 16% NaCl, czyli pochodzacych z Tezni 2 i 3,
nie stwierdzano obecnosci zywych komorek juz w 14. dniu inkubacji.
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Ryc. 21. Przezywalnos¢ Klebsiella pneumoniae w solankach z otwartych inhala-
toriéw Ciechocinka w zaleznosci od dodatku substancji organicznych

LeRudulier i Bouillard (1983) stwierdzili, ze w warunkach stresu
osmotycznego wzrost Klebsiella pneumoniae jest hamowany. Przyczyna
jest zahamowanie pobierania zwigzkéw azotowych. Autorzy ci podaja,
ze z kolei przy niskich stezeniach soli nastepuje wzmozenie aktywno-
$ci osmolitow, szczegodlnie betainy we wnetrzu komorki K. pneumoniae,
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oraz stymulacja rozwoju bakterii. Dodatkowym czynnikiem chronig-
cym przed niesprzyjajacymi warunkami srodowiskowymi, a szczegélnie
stresem osmotycznym moze by¢ takze w pewnym zakresie polisacha-
rydowa otoczka wytwarzana przez K. pneumoniae (Wang i wsp. 2013).

Analizujac czas przezycia badanych bakterii w solankach wykorzy-
stywanych w otwartych inhalatoriach Ciechocinka, mozna stwierdzic,
ze wszystkie badane bakterie przezywaly co najmniej 7 dni w warun-
kach opisanego eksperymentu - zaréwno w solankach ,,czystych’, jak
i wzbogaconych w substancje organiczne. Co prawda w 7. dniu ekspe-
rymentu nie stwierdzono zdolnych do wzrostu komérek Pseudomonas
aeruginosa w wzbogaconej solance z Tezni 3, ale poniewaz w kolejnych
terminach badawczych notowano w tej solance zywe bakterie w iloéci
okoto 100 jtk-cm™, nalezy uzna¢, ze nie oznacza to $mierci komorek,
a moze by¢ wynikiem chwilowej niezdolnos$¢ do aktywnego wzrostu.
Podobne zjawisko obserwowali Walczak i wsp. (2011), badajac przezy-
walno$¢ gronkowca ztocistego w wodach geotermalnych z Grudzigdza
i Ciechocinka.

Do konca trwania eksperymentu, czyli przez 28 dni, wszyst-
kie badane szczepy zachowaly zywotnos¢ jedynie w solance z Tez-
ni 1, zaréwno czystej, jak i wzbogaconej substancjami organicznymi.
Natomiast w najbardziej stezonej solance pochodzacej z Tezni 2 po
28 dniach inkubagcji nie notowano obecnosci zywych bakterii (ryc. 22)
Sposrod badanych szczepdw najlepsza zywotnoscig do konca ekspery-
mentu charakteryzowala si¢ paleczka ropy biekitnej - jej liczebnosci
byly wyzsze w poréwnaniu z liczebnosciami pozostatych badanych
szczepoOw.

Zgodnie z przeprowadzong dwuczynnikowa analizg warian-
cji ANOVA dla wszystkich badanych szczepéw stezenie solanki byto
czynnikiem istotnie wplywajacym na przezywalno$¢ bakterii. Réw-
niez dodatek substancji organicznych byt czynnikiem istotnym staty-
stycznie (p < 0,05). W przypadku wszystkich szczepow stwierdzono
takze istotng statystycznie interakcje pomiedzy badanymi czynnikami
(tab. 26). Z przeprowadzonych testow post-hoc Tukeya wynika, ze
liczebnosci Staphylococcus aureus po inkubacji w solance z Tezni 1
wzbogaconej w substancje organiczne istotnie rdznig sie od liczebnosci
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solanka czysta

0 —

Ujecie nr 11 Teznia 1 Tezinia 2 Teznia 3

solanka z dodatkiem substancji organicznych

Ujecie nr 11 Teznia 1l Teznia 2 Teznia 3

Staphylococcus aureus M Pseudomonas aeruginosa M Klebsiella pneumoniae

Ryc. 22. Przezywalnos$¢ badanych szczepdw po 28 dniach eksperymentu

tego drobnoustroju inkubowanego w pozostalych solankach (p < 0,05).
Roéwniez liczebnosci Pseudomonas aeruginosa i Klebsiella pneumoniae
inkubowanych w solankach Ujecia nr 11 oraz Tezni 1 suplementowa-
nych substancjami organicznymi byly istotnie wyzsze niz podczas in-
kubacji w innych badanych solankach (p < 0,05).
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Tabela 26. Wyniki dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) przezywalno-
$ci bakterii w solankach tezniowych w zaleznosci od stezenia solanki
i dodatku substancji organicznych

Badany szczep Czynnik F p
stezenie solanki 3,89 0,0177
dodatek substancji organicznych 4,86 0,0348

Staphylococcus aureus
stezenie solanki - dodatek substancji

. 3,71 0,0214
organicznych
stezenie solanki 3,88 0,0179
dodatek substancji organicznych 9,56 0,0041
Pseudomonas aeruginosa o ' -
stezenie solanki - dodatek substancji 325 0,0344
organicznych
stezenie solanki 7,08 0,0009
Klebsiella pneumoniae dodatek substancji organicznych 19,03 0,0001
stezenie solanki - dodatek substancji 6.86 0,0011
organicznych

F - stosunek wariancji miedzygrupowej do wariancji wewnatrzgrupowej, p — poziom istotnosci

Dodatek substancji organicznych powodowal zwigkszenie liczeb-
nosci oraz przedluzenie czasu przezycia badanych bakterii, szczegol-
nie podczas inkubacji w solankach z Ujecia nr 11 i Tezni 1. Badania
Walczaka i wsp. (2011) oraz Krawca i Walczaka (2012) potwierdzaja,
ze wprowadzenie dodatkowej puli materii organicznej do wdd solan-
kowych skutkowato znaczacym zwigkszeniem mozliwosci przetrwania
bakterii z gatunkéw Escherichia coli, Staphylococcus aureus i Pseudomo-
nas aeruginosa.

Mozna zatem wnioskowac, ze zanieczyszczenia (np. w postaci olejow
stosowanych do naoliwiania mechanizméw pompowych) moga réwniez
by¢ wykorzystywane przez drobnoustroje jako skfadniki pokarmowe. Po-
tencjalnym Zrédtem materii organicznej moga by¢ takze zanieczyszcze-
nia pylowe, ktdre dostajg si¢ do solanek przy wietrznej pogodzie i moga
stymulowa¢ rozwdj mikroorganizméw, réwniez potencjalnie patogen-
nych. Dlatego nalezy zapobiega¢ dostawaniu sie zanieczyszczen do solan-
ki, a jednoczes$nie wody solankowe powinny by¢ poddawane stalej kon-
troli mikrobiologicznej w celu zapewnienia dodatkowego bezpieczenstwa
zdrowotnego kuracjuszy, ktérzy odwiedzaja otwarte inhalatoria.
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5.7.Tworzenie biofilmu w $rodowisku solanek tezniowych

W $rodowisku naturalnym drobnoustroje rzadko wystepuja w postaci
pojedynczych rozproszonych komoérek. Czgsto obserwowanym zjawi-
skiem jest tworzenie biofilmu przylegajacego do powierzchni statych
(Dolan 2002; Czaczyk, Myszka 2007; Vu i wsp. 2009). Szczegdlnie
w niesprzyjajacych warunkach i sytuacjach stresowych, do ktérych na-
lezy tez silne zasolenie, tworzenie biofilmu moze by¢ uruchamiane jako
strategia przezycia, poniewaz taka forma bytowania drobnoustrojéow
chroni komérki przed niekorzystnym wplywem szkodliwych czynni-
kéw srodowiskowych (G6tz 2002; Lim i wsp. 2004).

Badania Singha i wsp. (2006) potwierdzajg, ze bakterie tworza
biofilm niemal we wszystkich $rodowiskach wilgotnych. Opisywa-
ne badania dotyczyly zdolnosci formowania biofilmu przez S. aureus
i P. aeruginosa, ktére sa waznymi patogenami ukladu oddechowego
(Tenenbaum i wsp. 2012; Grijalva i wsp. 2014). Badania Gajewskiej
i Cieniek (2009) potwierdzaja, ze zdolnos¢ do tworzenia biofilmu jest
powszechna wérdd bakterii chorobotwdrczych badz potencjalnie cho-
robotworczych, Gram-dodatnich i Gram-ujemnych. Biofilm formuja
m.in. Escherichia coli, Proteus vulgaris, Citrobacter amalonaticus, Ae-
romonas hydrophila, Bacillus sp., Staphylococcus sp., Micrococcus luteus,
Enterobacter sp. oraz bakterie z rodzaju Clostridium.

Tworzenie biofilmu przez Staphylococcus aureus zaobserwowano
we wszystkich solankach czystych inkubowanych w 22°C przez 1 dobe
(tab. 25). Po 48 godzinach inkubacji obecnos¢ biofilmu stwierdzono
tylko w solankach czystych o stezeniu NaCl do 16%. We wszystkich
przypadkach byla to produkcja biofilmu na poziomie stabym. Najwyz-
sza warto$¢ absorbancji, a tym samym najwiekszg ilo§¢ wytworzonego
biofilmu w 22°C uzyskano po inkubacji szczepu S. aureus w solance
z Tezni 2 bez dodatku substancji organicznych po 1 dobie inkubacji
(OD = 0,059). Po inkubacji w 22°C nie zaobserwowano natomiast
biofilmu wytworzonego przez Staphylococcus aureus w zadnej solance
wzbogaconej substancjami organicznymi.

Podczas inkubacji Staphylococcus aureus w wyzszej temperaturze
tworzenie biofilmu bylo intensywniejsze (tab. 27). W temperaturze
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37°C wigcej biofilmu Staphylococcus aureus tworzyt w solankach wzbo-
gaconych substancjami organicznymi — najwyzsza warto$¢ OD réwna
0,307 zanotowano po inkubacji bakterii w solance z Tezni 1, co odpo-
wiadalo silnej produkgji biofilmu.

Tabela 27. Tworzenie biofilmu przez S. aureus w solankach ciechocinskich we-
dlug kategorii Stepanovicia i wsp. (2007).

Pochodzenie i stezenie Czas inkubacji

T??ﬁf;:z;ra solanki 24h 48 h
[% NaCl] S $+50 s $+50
Ujecie nr 11 5 0051* 0,039 0043 0,039
O Teania 1 9 0056 0040 0044 0,049
S Teania 2 27 0059 0037 0045 0,039
Tenia 3 16 0058 0037 0049 0,040
Ujecie nr 11 5 0036 0223 0035 1,083
O Teinia 1 9 0038 | 0307 0042 1,179
A Teinia 2 27 0,043 0033 0047 0,040
Teania 3 16 0039 0106 0043 0645

* — warto$¢ OD (absorbancji) przy dtugosci fali 560 nm, S - solanka czysta, S + SO - solanka wzboga-
cona w substancje organiczne (wyciagg drozdzowy o koncowym stezeniu 0,25%)

brak produkgji biofilmu

staba produkcja biofilmu

umiarkowana produkcja biofilmu

Pseudomonas aeruginosa tworzyl biofilm jedynie w solankach z Uje-
cianr 11 i Tezni 1. W pozostatych solankach, o wyzszym stezeniu NaCl,
biofilmu nie notowano, bez wzgledu na temperature i czas inkubacji,
a takze obecno$¢ lub brak substancji organicznych w solance (tab. 28).

Po inkubacji szczepu Pseudomonas aeruginosa w wyzej wymienio-
nych solankach w 22°C stwierdzano brak lub stabg produkcje biofilmu.
Najwiekszg ilos¢ biofilmu (OD = 0,070) wytworzonego przy inkubacji
w temperaturze 22°C zanotowano dla bakterii inkubowanych w solan-
ce z Tezni 1 wzbogaconej ekstraktem drozdzowym.
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Tabela 28. Tworzenie biofilmu przez P. aeruginosa w solankach ciechocinskich
wedtug kategorii Stepanovicia i wsp. (2007)

Pochodzenie i stezenie Czas inkubacji

Temperatura

inkubacji [‘f/: k}l;éil] 24h 48h

S S+ SO S S+ SO

Ujecie nr 11 5 0,038* 0,042 0,037 0,054

) Teznia 1 9 0,057 0,037 0,043 0,070

S Teznia 2 27 0,044 0,032 0,048 0,041
Teznia 3 16 0,040 0,038 0,044 0,043

Ujecie nr 11 5 0,027 0,080 0,076 0,049

) Teznia 1 9 0,030 0,154 0,037 0,217

@ Teznia 2 27 0,034 0,033 0,046 0,045
Teznia 3 16 0,031 0,030 0,039 0,041

* — warto$¢ OD (absorbancji) przy dlugosci fali 560 nm,S - solanka czysta, S + SO - solanka wzboga-
cona w substancje organiczne (wyciagg drozdzowy o koncowym stezeniu 0,25%)

brak produkgji biofilmu
staba produkcja biofilmu

umiarkowana produkeja biofilmu

Natomiast po inkubacji Pseudomonas aeruginosa w 37°C notowa-
no wyraznie wigksza ilo$¢ biofilmu - w trzech przypadkach na pozio-
mie umiarkowanym. Najwyzsza warto$¢ OD (0,217) otrzymano réw-
niez w solance z Tezni 1 wzbogaconej ekstraktem drozdzowym, przy
czym byt to wynik 3 razy wyzszy niz w temperaturze 22°C.

Przeprowadzona jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA
wykazata, ze czas byt czynnikiem determinujgcym ilos¢ biofilmu two-
rzonego przez oba badane szczepy zaréwno w temperaturze 22°C,
jak i w 37°C (tab. 29). Zaleznos¢ ta zachodzila w solankach czystych
i wzbogaconych w substancje organiczne.

Podobne wnioski mozna znalez¢é w pracy Baczyk-Lopuch i Loste-
ra (2010), w ktorej opisano adhezje¢ bakterii do materialéw zamkow
ortodontycznych. Autorzy wykazali wzrost przylegania bakterii do po-
wierzchni materiatu wraz z wydluzeniem czasu inkubacji. Nalezy jed-
nak pamietac, Ze struktura biofilmu najlepiej rozwija si¢ w poczatkowej
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fazie jego powstawania, a przedtuzanie czasu inkubacji biofilmu moze
obniza¢ wyniki z powodu odrywania struktur biofilmu podczas proce-
dury jego wybarwiania.

Stezenie soli w wigkszo$ci przypadkdéw istotnie wplywato na ilos¢
powstajacego biofilmu (p < 0,001). Jedynie ilo$¢ biofilmu wytworzone-
go przez Pseudomonas aeruginosa w czystych solankach inkubowanych
w temperaturze 37°C nie roznila sie istotnie w zaleznosci od stopnia
zasolenia (p > 0,05).

Tabela 29. Wyniki analizy wariancji (ANOVA) ilosci biofilmu tworzonego przez
Staphylococcus aureus i Pseudomonas aeruginosa w zalezno$ci od czasu
inkubacji i stezenia solanki

Poziom istotnosci

Szczep Rodzaj solanki Czynnik

22°C 37°C
“ czas inkubacji < 0,0001 0,0013
3 czysta — -
g 2 stezenie solanki  0,0006 <0,0001
o
=g czasinkubacji  0,0009 <0,0001
2 I
&S wzbogacona substancjami
S organicznymi stezenie solanki < 0,0001 < 0,0001
. czas inkubacji 0,0008 0,0013
S 3 czysta . :
§ g stezenie solanki < 0,0001 0,1047
= §° o czas inkubacji < 0,0001 0,0204
S5 wzbogacona substancjami
& S organicznymi stezenie solanki  0,0010 < 0,0001

Wyniki przeprowadzonych badan potwierdzily zalezno$¢ inten-
sywnosci tworzenia biofilmu od stopnia zasolenia. Wzrost st¢zenia soli
powyzej 9% w badanym $rodowisku powodowal zmniejszenie ilosci
biofilmu, szczegélnie utworzonego przez P. aeruginosa. Wplyw na roz-
wdj blony biologicznej moze mie¢ obecnos¢ jondw sodu, wapnia i ma-
gnezu w wodzie. McEldowney i Fletcher (1986) wykazali pozytywny
wplyw wyzej wymienionych jonéw, ale wyltacznie na etap adhezji ko-
morek do podloza, poniewaz wigzanie jonéw przez komorki bakteryj-
ne prowadzi do zmian wlasciwosci powierzchni ich komdrek.

Z kolei Rachid i wsp. (2000) wykazali, ze wysoka osmolarno$¢ wy-
nikajaca z wysokiego stezenia soli stymuluje tworzenie biofilmu przez
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S. aureus. Jednak autorzy ci badali tworzenie biofilmu w nizszych ste-
zeniach NaCl niz wystepuja w solankach ciechocinskich. W badaniach
Rachida i wsp. (2000) maksymalna ilo$¢ biofilmu byta tworzona w za-
kresie stezenn od 1,6 do 4,8% i pozostawala na stalym poziomie, jed-
nak przy stezeniu > 5,6% biofilm nie byl juz produkowany. Jak podaja
Lim i wsp. (2004), S. aureus moze tolerowa¢ o wiele wyzsze stezenia
NaCl, ale prawdopodobnie mechanizm regulowany bezposrednio lub
posrednio przez gen rbf moze hamowa¢ tworzenie biofilmu, gdy NaCl
osiagnie 5,6%. Natomiast Zdybek (2005) w srodowisku wzbogaconym
o dodatkowe jony chlorkowe odnotowal zaréwno zahamowanie pro-
cesu tworzenia biofilmu bakteryjnego, jak i zmniejszenie zZywotnosci
pojedynczych komdrek bakteryjnych szczepdw S. aureus i P. aerugino-
sa. W przeprowadzonych badaniach P. aeruginosa réwniez nie tworzyl
biofilmu w solankach o stezeniu soli powyzej 9%, ale S. aureus w §rodo-
wisku niewzbogaconym w dodatkowa pule materii organicznej tworzyt
biofilm nawet w bardziej stezonych solankach.

Zaréwno dla szczepu Staphylococcus aureus (p < 0,001), jak i Pseu-
domonas aeruginosa (p < 0,05) stwierdzono statystycznie istotny wptyw
temperatury na rozwdj biofilmu (ryc. 23). W temperaturze 37°C no-
towano zdecydowanie wieksza produkcje biofilmu. Tendencja ta byla
szczegblnie widoczna dla biofilméw utworzonych przez gronkowca.

Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa
0,26 T T 0,062

p=0,0001 ‘ " p=0,0126
0,24 - 0,080
0,22 - 0,058

0,20 0,058

0,054

A 0,082
014 | 0,050
01z + 0,048
0,10 0,048
0,08 0,042
0,06 0,042 .

O Srednia
0,04 = 0,040 [ <Btad std

T =1,9*Biad std

0D (590 nm)
0D (590 nm)
=]

0,038

22°C 3r°c 22°C rec

Ryc. 23. Wplyw temperatury na tworzenie biofilmu przez szczepy Staphylococcus
aureus i Pseudomonas aeruginosa w solankach ciechocinskich
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Podobne rezultaty uzyskali Hostacka i wsp. (2010), badajac wplyw
temperatury na wytwarzanie biofilmu bakteryjnego przez bakterie
potencjalnie patogenne (Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumo-
niae, Vibrio cholerae). Warto jednak podkresli¢, ze teznie solankowe
w Ciechocinku zatezajg solanke z ok. 5,5% do ok. 27%, ale temperatu-
ra podczas przeprowadzania tego procesu nie przekracza temperatury
otoczenia i nie dochodzi do 37°C. Bardzo mala produktywnos¢ bio-
filmu w solankach uzyskana w nizszej temperaturze $wiadczy¢ moze
o niewielkim narazeniu srodowiska tezni ciechocinskich na tworzenie
biofilmu przez szczepy P. aeruginosa i S. aureus.

Kolejnym czynnikiem wplywajacym na ilo$¢ powstajacego biofil-
mu bylo wzbogacenie solanki w zwigzki organiczne. W temperaturze
22°C wigcej biofilmu Staphylococcus aureus wytwarzal w solankach
czystych (ryc. 24). Natomiast w temperaturze 37°C szczep ten zdecy-
dowanie wiecej biofilmu wytwarzal w solankach wzbogaconych wy-
ciggiem drozdzowym. Zgodnie z testem t-Studenta dla préb zaleznych
réznice te byly istotne statystycznie (p < 0,0001).

22°C . 37°%
p<0,0001 p<0,0001

0,052
- 08

0,050
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o

03 L
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0,040
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0,038 [ zBfad =td

0D (590 nm)
0D (590 nm)

——— T =1,%5°Blad std
0,0 00
solanki  solanki z dodatkiem solanki  solanki z dodatkiem
czyste substancji organicznych czyste substancji organicznych

Ryc. 24. Wplyw obecno$ci substancji organicznych na wytwarzanie biofilmu
przez Staphylococcus aureus w solankach ciechocinskich

Szczep Pseudomonas aeruginosa w solankach suplementowanych
substancjami organicznymi statystycznie istotnie (p < 0,05) wigcej bio-
filmu wytwarzal tylko w temperaturze 37°C (ryc. 25).
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Ryc. 25. Wplyw obecnoéci substancji organicznych na wytwarzanie biofilmu
przez Pseudomonas aeruginosa w solankach ciechocinskich

Do rozwoju biofilmu wymagana jest obecnos¢ wszystkich bioge-
néw, przede wszystkim azotu, fosforu czy wegla organicznego, a wzrost
ich zawartosci jest rbwnoznaczny z szybszym i intensywniejszym przy-
rostem biomasy (Swiderska-Bréz 2010). Jak podaje Kolwzan (2011),
od sktadu ilosciowego i jako$ciowego dostarczanych substancji odzyw-
czych zalezy ilos¢ wytwarzanego polimeru EPS. Lim i wsp. (2004) wy-
kazali, Ze wzrost stezenia glukozy do 2,7% w analizowanym $rodowisku
powoduje zwigkszenie biomasy utworzonego przez bakterie biofilmu.
Wplyw stymulujacego dzialania substancji organicznych na intensyw-
no$¢ tworzenia biofilmu potwierdzajg takze badania innych autoréow
(Castellanos i wsp. 2000; Mari¢, Vranes 2007; Singh i wsp. 2006; Go-
mez-Suares i wsp. 2010; Pan i wsp. 2010).

Interesujace sa wyniki uzyskane dla S. aureus. W temperaturze
37°C szczep ten lepiej tworzyt biofilm w srodowisku bogatym w sub-
stancje organiczne. Badania Stepanovicia i wsp. (2007) potwierdzaja, ze
tworzenie biofilmu przez gronkowce jest ogdlnie zwickszone podczas
inkubacji bakterii w bulionie, ktéry zapewnia optymalne warunki two-
rzenia biofilmu. Z drugiej jednak strony w temperaturze 22°C wieksze
wytwarzanie biofilmu stwierdzono w solankach czystych. Jak podaja
Myszka i wsp. (2005), dostepno$¢ sktadnikéw odzywczych w $rodowi-
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sku wptywa na adhezje mikroorganizméw do powierzchni. W bada-
niach przeprowadzonych na drobnoustrojach wystepujacych natural-
nie w §rodowisku wodnym (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Proteus vulgaris, Enterobacter cloacae i Enterococcus faecalis) autorzy
ci wykazali wyrazng adhezje bakterii do badanych powierzchni oraz
tworzenie mikrokolonii w §rodowiskach o ograniczonej dostepnosci
substancji pokarmowych.
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Ryc. 26. Poréwnanie intensywnosci tworzenia biofilmu przez szczepy Staphylo-
coccus aureus i Pseudomonas aeruginosa

W obu badanych temperaturach inkubacji Staphylococcus aureus
wytwarzal biofilm intensywniej niz P. aeruginosa (ryc. 26), a test t-Stu-
denta dla prob zaleznych wykazal, ze réznice te byly istotne statystycz-
nie (p < 0,01 w temperaturze 22°C, p < 0,0001 w temperaturze 22°C).

Pseudomonas aeruginosa jest modelowym mikroorganizmem do
przeprowadzania badan nad biofilmem. Najczesciej zaréwno szczepy
Pseudomonas bytujace w srodowisku naturalnym, jak i wywotujace cho-
roby wystepuja w postaci biofilmu (Mann, Wozniak 2012). Mniejsza,
w poréwaniu z S. aureus, ilos¢ biofilmu, ktérg stwierdzono w ekspery-
mentach z P. aeruginosa, moze by¢ thumaczona faktem, ze wytwarza on
biofilm ograniczony do granicy faz powietrze—ciecz (Bendouah i wsp.
2006). Gronkowiec zlocisty wykazuje zdolno$¢ do tworzenia biofilmu
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na powierzchniach zanurzonych, a produkcja biofilmu jest roztozona
réwnomiernie na calej powierzchni studzienki (w catej gtebokosci) ptyt-
ki titracyjnej (Bendouah i wsp. 2006). Ponadto gronkowiec zlocisty jest
oporny na wysokie stezenia NaCl, dzieki wytworzeniu mechanizmdéw
opornosci na dziatanie soli roznych pierwiastkéw (Obtak, Gamian 2010),
co umozliwialo obfitsze tworzenie biofilmu w solankach ciechocinskich.

Istotng role podczas tworzenia biofilmu odgrywa rodzaj podto-
za (Gotz 2002; Kokare i wsp. 2009). Wzrost porowato$ci powierzchni
materialu wigze si¢ bezposrednio ze zwigkszong adhezja komorek mi-
kroorganizméw (Sawhney, Berry 2009; Flint i wsp. 2000). W zwigzku
z tym przeprowadzono analize¢ tworzenia biofilmu na powierzchni ga-
tazek tarniny stanowigcych wypelnienie konstrukeji tezni. Powierzch-
nia galazek jest bardziej porowata niz powierzchnia plytek titracyjnych,
wiec powinna stanowi¢ lepsze podloze do powstawania biofilmu. Ana-
liza tworzenia biofilmu na powierzchni galazek tarniny nie potwierdzi-
ta jednak powyzszych zatozen.

W trakcie eksperymentu obserwowano intensywne uwalnianie sie
garbnikéw z galazek tarniny podczas inkubacji w solankach (tab. 32,
ryc. 27). Stezenie uwolnionych tanin bylo silnie ujemnie skorelowane
ze stezeniem NaCl w solankach (r = -0,98, p < 0,05). Zaréwno w $ro-
dowisku czystym, jak i wzbogaconym w substancje organiczne nie
zaobserwowano tworzenia biofilmu przez badane szczepy (S. aureus
i P aeruginosa) na powierzchni gafazek tarniny.

Sliwa tarnina (Prunus spinosa) od dawna stosowana jest jako ro-
$lina lecznicza (Tagarelli i wsp. 2010). Jej dzialanie lecznicze jest wyni-
kiem obecnosci w liSciach, korze oraz owocach niskoczasteczkowych
zwigzkow o charakterze fenolowym, tzw. garbnikéw roslinnych. Fizjo-
logiczna rola garbnikéw nie jest do konca poznana, ale wiadomo, ze
pelnia one funkcje antyseptykdw chroniacych rosling przed grzybami
i owadami (Velickovi¢ i wsp. 2014; Radovanovic i wsp. 2013). W tkan-
kach P. spinosa stwierdzono obecno$¢ m.in. kumaryny, flawonoidéw,
izoprenoidowych glikozydéw, proantocyjanidyn, dtugotancuchowych
estrow kwasow ttuszczowych i terpenoidéw. Jednoczesnie stwierdzono,
ze ekstrakty z tkanek tarniny wykazywaly aktywno$¢ bakteriobojcza
przeciwko bakteriom Gram-dodatnim (Lactobacillus plantarum, Sta-
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phylococcus aureus) oraz Gram-ujemnym (Citrobacter freundii, Salmo-
nella spp.) (Kumarasamy i wsp. 2004; Giindiiz 2013).

Tabela 30. Steznienie tanin uwolnionych z galazek tarniny

7r6dlo solanki Stezenie uwolnionych tanin

[mg-cm 7]
Ujecie nr 11 0,157
Teznia 1 0,160
Teznia 2 0,094
Teznia 3 0,133

Ryc. 27. Uwalnianie tanin z galazek tarniny

Podczas przeprowadzonych badan zwigzki fenolowe (taniny) byty
uwalniane ze struktury kory do analizowanej solanki. W konsekwencji
spowodowalo to ograniczony rozwoj szczepow S. aureus i P. aeruginosa
oraz zahamowanie procesu tworzenia biofilmu.

5.7.1. Aktywnos¢ hydrolityczna biofilmu

Metoda barwienia biofilmu fioletem krystalicznym, zastosowana do
otrzymania wynikéw opisanych powyzej, jest powszechnie stosowana
do ilo$ciowego badania biofilméw utworzonych przez szeroki zakres
drobnoustrojéw (Stepanovi¢ i wsp. 2000; Stepanovic i wsp. 2007). Jed-
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nak test ten nie daje powtarzalnych wynikéw, szczegélnie dla szczepu
P, aeruginosa (Peeters i wsp. 2008). Jednoczesnie metoda ta stabo nada-
je sie do oceny zywotnos$ci komoérek biofilmu, poniewaz fiolet krysta-
liczny wybarwia zaréwno komorki (zywe i martwe), jak réwniez ma-
tryce biofilmu. W zwigzku z tym test ten ma ograniczone zastosowanie
w badaniach wrazliwosci biofilmu na czynniki srodowiskowe czy $rod-
ki dezynfekujace (Pitts i wsp. 2003; Peeters i wsp. 2008).

Alternatywa, umozliwiajaca ocene zywotnosdci i aktywnosci ko-
morek biofilmu, jest metoda z zastosowaniem dwuoctanu fluoresceiny
(FDA). Metoda ta jest prosta, szybka, a powtarzalnos¢ wynikow jest wy-
soka, w zwiazku z czym metoda doskonale sprawdza si¢ w kwantyfikacji
biofilmu (Honraet i wsp. 2005; Prieto i wsp. 2004; Peeters i wsp. 2008).

Biofilm wytworzony przez Staphylococcus aureus podczas inkubacji
w 22°C nie wykazywal aktywnosci hydrolitycznej lub byta ona bardzo
mata. Aktywnosci biofilméw powstalych w 37°C byly znacznie wyzsze
(tab. 31). Najwyzsze stezenia uwolnionej fluoresceiny stwierdzono dla
biofilméw, ktére powstaly w solance pochodzacej z Ujecia nr 11 zasila-
jacego fontanne ,,Grzyb” (5% NaCl). Wraz ze wzrostem stezenia solanki
aktywnos¢ enzymatyczna biofilmu spadata.

Tabela 31. Aktywnos¢ hydrolityczna biofilmu wytworzonego przez S. aureus
w solankach ciechocinskich

Pochodzenie i stezenie Czas inkubacji

Temperatura

inkubacji [z/?ll\?:g] 24h 48h

S S+SO S S+ SO

Ujecie nr 11 5 0,001* nb 0,014 nb

O Teznia 1 9 0 nb 0,001 nb

S Teznia 2 27 0 nb nb nb

Teznia 3 16 0 nb 0 nb
Ujecie nr 11 5 0 0,695 nb 0,547
) Teznia 1 9 0,002 0,596 0,002 0,330

= Teznia 2 27 nb nb nb nb
Teznia 3 16 nb 0,343 nb 0,216

* - stezenie uwolnionej fluoresceiny [ug cm], nb - nie badano ze wzgledu na brak tworzenia biofilmu
we wezesniejszych eksperymentach, S - solanka czysta, S + SO - solanka wzbogacona w substancje
organiczne (wyciag drozdzowy o konicowym stezeniu 0,25%)
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Aktywno$¢ hydrolityczna biofilmu wytworzonego przez P. aerugino-
sa inkubowanego w 22°C réwniez byla niewielka (tab. 32). Tylko dla bio-
filmu wytworzonego w solance z Tezni 1 podczas inkubacji przez 2 do-
by odnotowano wynik 0,388 pg uwolnionej fluoresceiny-cm?, $wiad-
czacy o wyzszej aktywnosci hydrolitycznej. Po inkubacji P. aeruginosa
w 37°C aktywnos¢ hydrolityczna wytworzonego biofilmu byta wyzsza niz
w 22°C. Najwiegksza aktywno$¢ zanotowano dla biofilmu, ktéry powstat
w solance z Tezni 1 wzbogaconej w substancje organiczne po 2 dobach
inkubacji. Ilos¢ uwolnionej fluoresceiny réwna 1,084 ug-cm? byta prawie
3-krotnie wyzsza niz w 22°C w tej samej solance (0,388 pg-cm?).

Tabela 32. Aktywnos¢ hydrolityczna biofilmu wytworzonego przez P. aeruginosa
w solankach ciechocinskich

Pochodzenie i stezenie Czas inkubacji

Temperatura

inkubacji [;2%\?:%;] 24h 48h
S S+SO S S+SO
Ujecie nr 11 5 0,021* nb 0,002 nb
) Teznia 1 9 0,014 nb 0,004 0,388
S Teznia 2 27 nb nb nb nb
Teznia 3 16 nb nb nb nb
Ujecie nr 11 5 nb 0,172 0,011 nb
) Teznia 1 9 nb 0,486 0,021 1,084
= Teznia 2 27 nb nb nb nb
Teznia 3 16 nb nb nb nb

* — stezenie uwolnionej fluoresceiny [pg cm], nb - nie badano ze wzgledu na brak tworzenia biofilmu
we wezesniejszych eksperymentach, S - solanka czysta, S + SO - solanka wzbogacona w substancje
organiczne (wycigg drozdzowy o koncowym stezeniu 0,25%)

W wyniku przeprowadzenia testu t-Studenta nie stwierdzono sta-
tystycznie istotnej roznicy (p > 0,05) aktywnosci biofilméw tworzonych
przez S. aureus i P. aeruginosa. Natomiast dla obu badanych szczepow
stwierdzono statystycznie istotng korelacje (p > 0,05) pomiedzy iloscia
wytworzonego biofilmu a jego aktywnoscig hydrolityczng ze wspot-
czynnikami korelacji r = 0,57 dla S. aureus i r = 0,94 dla P. aeruginosa.

Ocena aktywnosci hydrolitycznej z zastosowaniem FDA wykaza-
ta obecno$¢ biofilmu aktywnego metabolicznie gtéwnie w prébkach
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o0 najnizszym stezeniu soli (<9% NaCl). Najwyzsza aktywnos¢ hydrolaz
biofilmu notowano w solankach zawierajacych dodatkowg pule sklad-
nikéw odzywezych (wyciag drozdzowy). Oznacza to, ze w pozostatych
ukladach dos$wiadczalnych, nawet jesli biofilm powstawal, warunki
srodowiskowe byty na tyle niekorzystne (szczegélnie stezenie NaCl), ze
uniemozliwialy aktywne funkcjonowanie komoérek bakteryjnych nawet
w postaci biofilmu.

5.8. Analiza wptywu aerozolu solankowego na mikrobiologiczne zanieczyszczenia
powietrza w otoczeniu otwartych inhalatoriéw

Otwarte inhalatoria oraz ich otoczenie sg bardzo specyficznym srodowi-
skiem, w ktorym dzialaja dwa przeciwstawne mechanizmy decydujace
o obecnos$ci mikroorganizmdéw w powietrzu. Solanki rozprowadzane na
tezniach oraz wykorzystywane w fontannie ,,Grzyb” nie sa wolne od za-
nieczyszczen mikrobiologicznych i zawsze zawieraja pewng ilo$¢ mikro-
organizméw. Réwniez poszczegdlne etapy procesu zat¢zania solanki —
transport rurami ze zrédla do tezni, rozprowadzanie solanki drewnia-
nymi korytkami po konstrukeji inhalatorium, a takze sptyw solanki po
galazkach tarniny - moga powodowa¢ wprowadzanie dodatkowych mi-
kroorganizméw do solanki. W zwiazku z tym aerozol solankowy rozpy-
lany wokdt inhalatoriow moze wprowadza¢ pewng ilo§¢ mikroorgani-
zméw do powietrza w strefie oddzialywania inhalatoriéw. Jednoczesnie
opadajace krople aerozolu solankowego w sposéb mechaniczny oczysz-
czaja powietrze z wszelkich zanieczyszczen, w tym z drobnoustrojow.
Dodatkowo zaréwno NaCl, jak i inne sktadniki mineralne obecne w so-
lankach mogg przyczyniac si¢ do eliminacji drobnoustrojow.

W zwigzku z powyzszym, jako podsumowanie badan opisanych
w niniejszej pracy, podjeto probe oceny, czy otwarte inhalatoria sta-
nowia czynnik eliminujacy, czy raczej wprowadzajacy mikroorganizmy
do powietrza w strefie okolotezniowej. Jako ,,mikroorganizmy mode-
lowe”, $wiadczace o wprowadzaniu do powietrza drobnoustrojow wraz
z aerozolem solankowym, wybrano bakterie halofilne, wystepujace
w solankach i nieobecne w innych $rodowiskach.
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Badania przeprowadzone w otoczeniu najczesciej odwiedzanych
przez kuracjuszy inhalatoriow (fontanna ,,Grzyb” i Teznia 1) wykazaly,
ze bakterie halofilne s3 obecne zaréwno w solankach, jak i w powietrzu
w otoczeniu badanych obiektéw (ryc. 28). Srednia liczebnos¢ bakterii
halofilnych, mimo odmiennego stezenia NaCl, nie réznila si¢ istotnie
w badanych w solankach i wynosita okoto 1,5-10° jtk-cm™.
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Ryc. 28. Liczebno$¢ bakterii halofilnych w solankach i w powietrzu w otoczeniu
otwartych inhalatoriow

U11 - solanka pochodzaca z Ujecia nr 11, T1 - solanka pochodzaca z Tezni 1; G1, G10, S1, S10, N1,
N10 - probki powietrza pobrane w otoczeniu otwartych inhalatoriéw na stanowiskach zgodnie z opi-
sem w rozdziale 4.2.1.

Drobnoustroje halofilne s znajdowane we wszystkich $rodowi-
skach stonych (Oren 2006), a w solankach wykorzystywanych do celéw
balneologicznych i rekreacyjnych notowano ogélna liczebnos¢ bakte-
rii w zakresie 10°-108 komorek-cm™ (Walczak, Krawiec 2014; Walczak
iwsp. 2016).

Drobnoustroje halofilne stanowily réwniez skladnik bioaerozoli
w powietrzu w bezposrednim otoczeniu otwartych inhalatoriéw. Jed-
nak tylko w najblizszym sasiedztwie fontanny ,,Grzyb” (w odleglosci
1 m) stwierdzono statystycznie istotng korelacje (r = 0,49, p < 0,05)
pomiedzy liczebnoscig bakterii halofilnych w solance i w powietrzu.
Po przeprowadzeniu analizy wariancji (ANOVA) w otoczeniu Tezni 1
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nie stwierdzono istotnie statystycznej réznicy (p > 0,05) w liczebno-
$ci bakterii halofilnych w powietrzu pomiedzy stanowiskami badaw-
czymi zlokalizowanymi po stronie ze sptywajaca solanka (S1 i S10)
i po ,suchej” stronie tezni (stanowiska N1 i N10). Takze odlegtos¢
od tezni nie wplywala istotnie (p > 0,05) na liczebnos¢ halofili noto-
wanych w powietrzu. W zwigzku z powyzszym mozna stwierdzi¢, ze
solanki emitowane przez otwarte inhalatoria nie stanowia istotne-
go zrédla mikroorganizmdéw emitowanych do powietrza uzdrowi-
ska, ale z pewnoscig emisja taka zachodzi, bo specyficzne dla solanek
bakterie halofilne s3 w otoczeniu inhalatoriéw obecne réwniez w po-
wietrzu.

Jednoczesnie, jak opisano wczeéniej, $rednie liczebnosci wszyst-
kich grup bakterii w otoczeniu otwartych inhalatoriéw byly nizsze niz
w strefie miejskiej czy tez uzdrowiskowej. W zwigzku z tym podjeto
probe oceny, w jakiej odleglosci od otwartego inhalatorium zaznacza
sie wplyw aerozolu solankowego na liczebnos¢ bakterii w powietrzu.
W celu dokonania oceny wptywu odleglosci od inhalatoriéw na liczeb-
no$¢ bakterii w powietrzu wykorzystano wyniki liczebnos$ci bakterii
mezofilnych uzyskane na dodatkowych stanowiskach (S1, N1, SI10,
N10) zlokalizowanych w odleglosci 1 m, 10 m od Tezni 1 oraz na sta-
nowisku CU3, znajdujacym si¢ 50 m od tego inhalatorium. W otocze-
niu fontanny ,,Grzyb’, znajdujacej sie w centrum Ciechocinka, mozliwe
byto wykorzystanie do analiz wynikéw tylko z dwdéch stanowisk G1
i G10 - w odleglosci 1 m i 10 m, poniewaz w odlegtosci 50 m to inhala-
torium otoczone jest przez tereny typowo miejskie.

Zaréwno w sasiedztwie fontanny ,,Grzyb’, jak i Tezni 1 w miare od-
dalania sie od inhalatorium obserwowano wzrost liczebnos$ci bakterii
(ryc.29). W otoczeniu fontanny ,,Grzyb” tylko na stanowisku zlokalizo-
wanym bezposrednio (w odlegtosci 1 m) przy inhalatorium stwierdzo-
no istotnie nizsze liczebnosci bakterii niz na terenach miejskich (tab.
31). Natomiast woko! Tezni 1 strefa istotnego wptywu inhalatorium na
stezenie bioaerozolu wynosilta co najmniej 10 m. Na stanowisku zloka-
lizowanym w odlegtosci 50 m mikrobiologiczne zanieczyszczenie po-
wietrza nie réznito sie istotnie (p > 0,05) od stanowisk zlokalizowanych
na terenach miejskich (tab. 33).
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Rycina 29. Wplyw odlegtosci od inhalatoriéw na liczebno$¢ bakterii mezofilnych
w powietrzu w Ciechocinku

1 m, 10 m, 50 m - odleglo$¢ stanowisk od inhalatorium

Tabela 33. Wyniki jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA sprawdzajacej
wplyw odlegtosci stanowiska badawczego od inhalatorium na liczeb-
no$¢ bakterii mezofilnych w powietrzu w Ciechocinku

Grupy jednorodne

Inhalatorium F P w teécie Tukeya (HSD)
Fontanna ,,Grzyb” 3,32 0,0420 [T m, 10 m] [10 m, M]
Teznia 1 3,90 0,0113 [1 m,10 m] [50 m, M]

1 m, 10 m, 50 m - odleglo$¢ stanowisk od inhalatorium, M - tereny miejskie, F - stosunek wariancji
miedzygrupowej do wariancji wewngtrzgrupowej, p — poziom istotnosci

Ponikowska i Marciniak (1988) podaja, ze bakteriobojcze dzialanie
sktadnikow aerozolu t¢zniowego przejawia sie gléwnie w bezposred-
nim sgsiedztwie tezni. Na przyktad zawarto$¢ w powietrzu jonéw jodu,
ktéry moze przyczynia¢ si¢ do eliminacji drobnoustrojow w strefie
okolotezniowej, jest ponad 3-krotnie mniejsza w odleglosci 150 m niz
15 m od tezni.

Warto podkresli¢, ze tereny wokodt otwartych inhalatoriow to naj-
chetniej odwiedzane przez kuracjuszy i turystow rejony Ciechocinka.
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Badania, prowadzone co prawda w odmiennych warunkach — w komo-
rach kopalnianych wykorzystywanych do subterraneoterapii oraz w za-
mknietych pomieszczeniach sanatoryjnych, wykazaly, ze wtasnie obec-
no$¢ kuracjuszy znaczaco wptywa na zwiekszenie mikrobiologicznego
zanieczyszczenia powietrza, a w sklad bioaerozolu wchodza gléwnie
drobnoustroje biomu ludzkiego (Fraczek, Gérny 2011; Fraczek i wsp.
2013). Mimo intensywnego ruchu turystycznego i obecnosci licznych
0sob stanowiacych zrodlo bioaerozoli, jak wskazuja wyniki badan opi-
sanych we wcze$niejszych rozdzialach, w otoczeniu otwartych inhala-
toriow Ciechocinka powietrze zawiera istotnie mniej drobnoustrojéw
niz w pozostalych rejonach miasta. Potwierdza to istotna role aero-
zolu solankowego w eliminacji mikrobiologicznych zanieczyszczen
powietrza.






Podsumowanie i wnioski

Zanieczyszczenia powietrza wywierajg niewatpliwie ogromny wptyw na
zdrowie 0s6b korzystajacych z lecznictwa uzdrowiskowego, szczegélnie
z powodu przewlektych choréb uktadu oddechowego. Niestety badania
monitoringowe powietrza w uzdrowiskach zwykle nie uwzgledniaja za-
nieczyszczen mikrobiologicznych.

W ostatnich latach budowanie otwartych inhalatoriow stato sie
popularnym sposobem na przyciggniecie turystow i uatrakcyjnienie
miejscowo$ci uzdrowiskowych. Teznie solankowe moga by¢ nie tyl-
ko atrakcja turystyczng, ale i waznym obiektem leczniczym. Jednak
brak doniesien literaturowych na temat ich funkcjonowania i oddzia-
tywania tezni, szczegdlnie w kontekscie mikrobiologii srodowiskowej
oraz zdrowia publicznego. Oddziatywanie otwartych inhalatoriéw na
otoczenie nie jest jednoznaczne - aerozol t¢zniowy moze powodowac
obnizenie liczebnosci drobnoustrojéw w powietrzu ze wzgledu na me-
chaniczne oczyszczanie powietrza przez krople solanki, ale tez moze
stanowi¢ dodatkowe zrodto zanieczyszczen wprowadzanych do powie-
trza atmosferycznego.

Przedstawiona praca zawiera pierwsza dlugoterminowa ocene
mikrobiologicznego zanieczyszczenia powietrza na terenie uzdrowisk
Ciechocinek i Inowroctaw ze szczegélnym uwzglednieniem otoczenia
naturalnych inhalatoriéw. Podjeto prébe odpowiedzi na pytanie, czy
otwarte inhalatoria stanowig element §rodowiska eliminujacy, czy ra-
czej wprowadzajacy mikroorganizmy do powietrza. Sprawdzono réw-
niez, czy w okreslonych warunkach srodowiskowych istnieje mozliwos¢
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zasiedlania solanek przez mikroorganizmy potencjalnie patogenne, co
mogloby powodowac zagrozenie dla zdrowia kuracjuszy i turystow.

Na podstawie badan zaprezentowanych w niniejszej pracy mozna

wyciggna¢ nastepujace wnioski:

1. Aerozol solankowy emitowany przez otwarte inhalatoria ma
pozytywny wplyw na mikrobiologiczng jako$¢ powietrza — na
terenach objetych jego oddzialywaniem liczebnos¢ drobno-
ustrojéw w powietrzu jest nizsza niz na pozostalych terenach
(rekreacyjnych i typowo miejskich) uzdrowisk Ciechocinek
i Inowroctaw. W konsekwencji powietrze na terenach otaczaja-
cych otwarte inhalatoria mozna uznac za czyste pod wzgledem
mikrobiologicznym. W zwigzku z tym budowanie otwartych
inhalatoriéw solankowych mozna uzna¢ za skuteczny sposéb
poprawy jakosci powietrza w uzdrowiskach.

2. Ze wzgledu na specyficzny mikroklimat i mikrobiologiczng ja-
kos¢ powietrza Ciechocinek i Inowroctaw moga doskonale pel-
ni¢ funkcje uzdrowisk, w ktérych leczone sg choroby gornych
drog oddechowych.

3. Na liczebnos¢ drobnoustrojow w powietrzu wplyw ma przede
wszystkim lokalizacja stanowiska badawczego. Obserwowa-
no réwniez sezonowg zmienno$¢ liczebnosci drobnoustrojow,
a najbardziej istotnym parametrem mikroklimatycznym wply-
wajgcym na liczebno$¢ drobnoustrojéw w powietrzu jest tem-
peratura. Oznacza to, ze w celu dokonywania obiektywnej oce-
ny mikrobiologicznej jako$ci powietrza w uzdrowiskach nalezy
przeprowadza¢ badania diugoterminowe, a stanowiska badaw-
cze powinny obejmowaé swoim zasiegiem calg miejscowos¢
uzdrowiskows.

4. W powietrzu uzdrowiska Ciechocinek dominujg bakterie po-
wszechnie wystepujace jako sktadniki bioaerozoli i jedynie spo-
radycznie pojawiajg si¢ gatunki potencjalnie chorobotwdrcze.
Waznym sktadnikiem bioaerozolu w Ciechocinku sg alergogen-
ne ple$nie z rodzaju Cladosporium, jednak ich liczebnos¢ nie
przekracza stezen progowych, odpowiedzialnych za wystapie-
nie objawdw alergii u oséb uczulonych. W zwigzku z tym wy-
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niki analizy jako$ciowej bioaerozoli bakteryjnych i grzybowych
potwierdzajg mikrobiologiczng czysto$¢ powietrza w Ciecho-
cinku.

. Solanki emitowane przez otwarte inhalatoria nie stanowig istot-
nego zrodta mikroorganizméw emitowanych do powietrza
uzdrowiska, a obecne w nich drobnoustroje to niepatogenne
mikroorganizmy zwigzane ze srodowiskami sfonymi.

. W solankach te¢zniowych z Ciechocinka rozwdj bakterii po-
tencjalnie patogennych (Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae) jest mozliwy, jednak prze-
zywalno$¢ wszystkich szczepéw maleje wraz ze wzrostem zaso-
lenia proby. Jednoczesnie obecnos$¢ w solankach zanieczyszczen
organicznych wydluza czas przezycia bakterii potencjalnie pa-
togennych oraz zwigksza ich namnazanie. Oznacza to, Ze wpro-
wadzenie zanieczyszczen organicznych podczas eksploatacji
i zabiegéw technicznych dokonywanych na tezniach moze
stymulowa¢ rozwdj drobnoustrojéw obecnych w solankach.
W zwigzku z tym nalezy zapobiega¢ dostawaniu si¢ zanieczysz-
czen (szczegdlnie organicznych) do solanki, a wody solankowe
powinny by¢ poddawane statej kontroli mikrobiologiczne;j.

. Przeprowadzone badania w zasadzie wykluczyly mozliwos¢
tworzenia biofilmu bakteryjnego przez badane patogeny ukla-
du oddechowego (S. aureus i P. aeruginosa) w warunkach na-
turalnych dla otwartych inhalatoriow, czyli solankach czystych
na galazkach tarniny. Wybor tarniny jako materialu wypetnia-
jacego teznie jest stuszny nie tylko ze wzgledéw techniczno-
konstrukcyjnych. Obecnos¢ garbnikéw wyklucza mozliwos¢
formowania si¢ biofilmu, co sprawia, ze otoczenie t¢zni jest
bezpieczne dla kuracjuszy i turystow.
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Graduation towers as a factor shaping microbial
air quality in spa towns
Summary

In addition to dust particles and chemical contaminants, the air contains
many microorganisms including bacteria, fungi and viruses. There is
no doubt that biological pollutants in the air affect people’s health. Spa
patients who suffer from chronic respiratory diseases are particularly
vulnerable. Unfortunately, investigations of air quality even in spas
specializing in the treatment of respiratory diseases are not conducted
regularly.

Ciechocinek and Inowroclaw are popular lowland spa towns in the
Province of Kujawy and Pomerania, Poland. Their natural resources
include brines used for treatments offered in numerous sanatoria
located in these health resorts. The towns are also well-known for
their graduation towers, considered unique open inhalatoria. The
microclimate around the towers contains aerosol, formed when the
salt water runs down the structures and partly evaporates. Due to its
healing properties, the aerosol is believed to support the treatment of
many diseases.

Aerosol in the vicinity of the graduation towers affects the size
and species composition of microbial communities in the air. On the
one hand, it can reduce the number of microorganisms as a result
of mechanical air purification by brine droplets, and also due to the
presence of sodium chloride and iodine compounds. On the other
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hand, it constitutes a source of contamination because microorganisms
present in the brine, including those rinsed from blackthorn twigs, may
be introduced into the atmosphere.

The main objective of this study was to determine the impact
of aerosol emitted from the graduation towers on the microbial air
quality in two spa towns, especially in the vicinity of these structures.
It was also aimed at assessing the biodiversity of microorganisms in
the brine and their impact on the composition of bioaerosols found in
the areas surrounding these unique inhalatoria. Another aspect under
investigation was the survival rate and biofilm formation ability of
potentially pathogenic bacteria present in the brine, in different trophic
and thermal conditions.

The concentration of microbial bioaerosol was measured in
Ciechocinek (monthly in 2005-2008 and in the seasonal cycle from
summer 2009 to spring 2011) and Inowroclaw (in the seasonal
cycle from summer 2009 to spring 2011), at research sites located in
urban areas, spa areas, and in the vicinity of the open air inhalatoria.
Cultivation-dependent methods were used to determine the number
of mesophilic, hemolytic and halophylic bacteria as well as mannitol-
positive staphylococci, Enterobacteriaceae, actinomycetes, and fungi
in the air. The qualitative analysis of bacterial bioaerosol was carried
out using biochemical methods. Fungal bioaerosol was evaluated on
the basis of microscopic images and morphological characteristics of
colonies. These classical methods for microbial identification were
accompanied by MALDI TOF MS technique (Matrix Assisted Laser
Desorption/IonizationTime-of-Flight Mass Spectrometry). Biodiversity
of microorganisms in the brine collected from the graduation towers
in Ciechocinek was evaluated by isolating metagenomic DNA,
followed by sequencing DNA libraries of bacteria and archea, using
NGS technology. The survival rate of potentially pathogenic bacterial
strains and their ability to form biofilm in the brine were assessed
in an uncontaminated environment (natural brine) and in the brine
contaminated with organic compounds.

The results indicate that saline aerosol emitted from open air
inhalatoria has a positive effect on microbial air quality; in areas
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influenced by this bioaerosol the number of microorganisms in the
air was lower than in other parts of both towns. Brines evaporating
from the open air inhalatoria are not an important source of microbes.
They contain non-pathogenic micro-organisms associated with saline
environments.

In brines collected in Ciechocinek the development of potentially
pathogenic bacteria is possible, but their survival rate decreases
with an increased NaCl concentration. Since the presence of organic
contaminants in brines prolongs the survival and promotes the growth
of these bacteria, it is extremely important to prevent the introduction
of contaminants into brines. Moreover, regular microbial monitoring
of brines is highly recommended.

The choice of blackthorn as a filling material in graduation towers
is justified not only for technical reasons. The presence of tannins
excludes the possibility of microbial biofilm formation on the twigs
in the presence of brines. As a consequence, the environment in the
vicinity of these structures is safe for tourists and patients.






