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INDIKATORA ZAGADENJA MORA FEKALNIM OTPACIMA

ESCHERICHIA COLI B PHAGES AS FAECAL POLLUTION INDICATORS
IN THE MARINE ENVIRONMENT

Anna Juribas8ié¢ i Dragica Fuks

Centar za istrazivanje mora, Institut »Rudjer Bo§kovié« Rovinj

Odredivan je broj fekalnih koliforma i bakteriofaga u
obalnim vodama okolice Rovinja.

Za determiniranje bakteriofaga koristila se Escherichia
coli B kao domadar. Praé¢eno je prezivljavanje fekalnih ko-
liforma i bakteriofaga u pohranjenoj morskoj vodi na tem-
peraturi od 20°C i 4°C kroz 28 dana.

Diskutirana je podobnost bakteriofaga kao indikatora
sanitarne kvalitete obalnih voda i prisustva enterovirusa u
moru.

The faecal coliforms and basteriophages in coastal wa-
ters of Rovinj were determined.

The bacteriophages were determined using Escherichia
coli B as host cells. The survival of faecal coliforms and
bacteriophages at stored seawater (20°C, 4°C; during 28
days) was tested.

The significance of bacteriophages as indicators of sa-
nitary quality of coastal waters and the presence of ente-
ric viruses in the sea was discussed.

UvOoD

Fekalni koliformi (termotolerantna E. coli) opée su prihvacden indikator
zagadenja fekalnim otpacima kako slatkih voda tako i mora. Uz svu vrijed-
nost koju posjeduju kao siguran indikator, fekalni koliformi imaju i nedo-
statak koji proizlazi iz njihovog kratkog vijeka preZivljavanja u morskoj
sredini. Dok E. coli prezivljava u moru samo nekoliko sati, patogene bakte-
rije prezivljavaju po nekoliko dana, a virusi i do nekoliko mjeseci u morskoj
sredini. Vrijeme prezivljavanja kako bakterija, tako i virusa produZuje se
poveéanjem kolidine organske tvari u moru. Zbog smanjenja rizika od §irenja
zaraznih oboljenja pri koriStenju zagadenog obalnog mora u rekracijske svrhe
i za uzgajanje jestivih morskih organizama potrebno je zabiljeziti putem
indikatora kako svjeze, tako i starije zagadenje. Najpogodniji indikatori sta-
rijeg zagadenja, a zbog male infektivne doze i najopasniji po ljudsko zdravlje
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jesu sami virusi. Izoliranje virusa ljudskog porijekla iz mora je mogudée, ali
i uz danas poznate i priznate raznovrsne metode, traZi visoku opremljenost
laboratorija, skupo je, te iziskuje dulje razdoblje da se moZe oditati rezultat.
Bakteriofagi, koji prezZivljavaju ¢ak i duZe u morskoj vodi od virusa (Kott
et al., 1974; Metcalf et al., 1970), predlagani su od viSe autora (Berg,
1969; Kott et al., 1969, 1971, 1974) zbog brZeg, lakSeg i jeftinijeg naéina
izoliranja za pogodne indiktore sanitarne kvalitete voda, tj. prisustva entero-
virusa ljudskog porijekla u moru.

Namjera ovog rada je sagledavanje podobnosti bakteriofaga E. coli B
kao pouzdanog indikatora zagadenja mora fekalnim otpacima ljudskog pori-
jekla.

MATERIJAL I METODE

Uzorci vode uzimani su iz dubine od oko pola metra u neposrednoj blizini
kanalizacijskog ispusta u rovinjskoj luci, te na pet postaja u priobalnim
vodama okolice Rovinja u razdoblju od oZujka do prosinca 1979. godine.
Izabrane postaje nalazile su se na razli¢itoj udaljenosti od stalnog i glavnog
izvora (luka) gradskih otpadnih voda koje se §ire u okolno more.

Broj fekalnih koliforma u uzorku utvrdivan je metodom filtriranja uzorka
kroz HA Millipore filter uz inkubaciju na m-FC mediju kroz 24 sata pri
temperaturi od 44.5°C.

Kod utvrdivanja broja bakteriofaga koristila se metoda propagiranja i
potvrdivanja faga (Kott, 1966) uz E. coli B kao domadara.

Za pracenje prezivljavanja fekalnih koliforma i kolifaga u morskoj vodi
kod razli¢itih temperatura uzet je uzorak vrlo zagadene morske vode, raspo-
dijeljen u dva dijela i inkubiran kroz 28 dana na temperaturama od 4° i 20°C.
Kontrola uzoraka vrSena je u pravilu svaka detiri dana.

REZULTATI I DISKUSIJA

Rezultati dobiveni analizom uzoraka uzetih na postajama razli¢ito optere-
¢éenim gradskim otpadnim vodama pokazali su da se omjer broja fekalnih
koliforma (E. coli) i bakteriofaga smanjuje sa smanjenjem zagadenja, tj.
udaljavanjem od izvora zagadenja (Tablica 1).

Tablica 1. Koncentracija fekalnih koliforma (E. coli) i omjer broja fekalnih koli-
forma i bakteriofaga u moru
Concentration of faecal coliforms (E. coli), and ratio of faecal coliforms
to bacteriophages in the seawater

Broj uzoraka E. 7c’<VJrZi E. coli/bakteriofagi
No. of samples n/100 ml E. coli/bacteriophages
X +5s)
10 10 114+ 14
18 102 894104
39 102—103 30.6 + 30.8
10 103—104 40.8 + 50.4
6 104—10° 125.5 + 77.8
6 105—10¢ 151.7 1+ 15.8
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Na samom ispustu kanalizacije u luku gdje je u 100 ml uzorka zabilje-
Zeno 105—10°% fekalnih koliforma omjer broja E. coli i bakteriofaga bio je
151.7:1, dok se u vodi gdje je koncentracija fekalnih koliforma niZa za dva
reda veli¢ine omjer smanjen na 40.8:1. Kod smanjenja koncentracije bakte-
rija za 10° omjer bakterija prema bakteriofagima smanjen je za dva reda
veli¢ine, tj. na 1.1:1. Zabiljezene Siroke grani¢ne vrijednosti omjera u manje
zagadenim vodama uvjetovane su yeéim varijacijama u koncentraciji fekalnih
koliforma u moru. Grani¢ne vrijednosti omjera znatno su uze u zagadenijim
vodama. Smanjenje kako omjera broja fekalnih koliforma (E. coli) i bakterio-
faga (Bell, 1976), tako i omjera fekalnih koliforma i enterovirusa (Poyn-
ter, 1966) udaljavanjem od izvora zagadenja zabiljeZeno je i u slatkim voda-
ma. Tvrdnja da je isti omjer stalan (Kenard and Valentine, 1974)
je neodrziva uzimajuéi u obzir da je vrijeme prezivljavanja fekalnih koliforma
(E. coli) znatno kracée od bakteriofaga pri istim uvjetima.

Smanjenje omjera koncentracije fekalnih koliforma i bakteriofaga uka-
zuje na moguénost njegova koristenja kao indikatora starosti zagadenja mora
fekalnim otpacima ljudskog porijekla. U prilog tome ide i Cinjenica da taj
omjer nije zavisan od razrjedenja otpadne vode u moru kao Sto je to sludaj
s koncentracijom fekalnih koliforma.
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Slika 1. Omjer broja fekalnih koliforma i bakteriofaga
u zagadenoj morskoj vodi pohranjenoj na tem-
peraturi od 20°C ( ) 1 4°C (---).

Ratio of faecal coliforms to bacteriophages in
heavy polluted seawater stored at 20°C ( )
and 4°C (---).
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Pad omjera koncentracije fekalnih koliforma i bakteriofaga sa starosti
zagadenja zabiljeZen je kako pri vi§im (20°C), tako i pri miZim (4°C) tempe-
raturama (Slika 1). UoCena je temperaturna ovisnost smanjenja omjera.

Vrijednost omjera koncentracije fekalnih koliforma (E. coli) i bakteriofaga
kao indeksa starosti zagadenja umanjena je ako se ima na umu njegova
ovisnost kako o temperaturi, tako i o prisutnosti suspendiranih cestica (Bell,
1976). Zbog razlicitog vijeka prezivljavanja bakterija i bakteriofaga iz ranijeg
zagadenja omjer u svjeZijem zagadenju moZe se smanjiti, pa prikazuje zaga-
denje starijim, nego $to ono stvarno jest. Gore navedene &injenice upuéuju
na zakljudak da se taj omjer ne moZe koristiti kao precizan indeks vremena
starosti zagadenja.

Vrijednost bakteriofaga kao indikatora prisutnosti enterovirusa je disku-
tabilna kada su oni prisutni u daleko veéem broju ili kada je indikator pri-
sutan, a virusa nema u uzorku. Neka dosadasnja istrazivanja (Metcalf
et al., 1970; Buttiaux, 1958) pokazala su da bakteriofagi kao indikatori
prisustva virusa posjeduju nedostatke i dovode njegovu vrijednost u pitanje.

ZAHVALA

Zahvaljujemo se Samoupravnoj interesnoj zajednici za znanstvena istra-
zivanja SR Hrvatske, koja je omogucila ova istrazivanja.
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SUMMARY

Bacteriophages, survived in seawater even longer than viruses, have been
investigated by various authors as adequate indicators of sanitary quality
of seawater and the presence of enteric viruses in the sea. Advantage cited
for a coliphage indicator include easy and economy of laboratory procudures
that yield quantitative measures of bacteriophage.

The declining ratio of faecal coliforms to bacteriophages observed during
storage experiment and in samples taken at different distances from the
source of pollution supports the use of this ratio as an index of the time
since a faecal contamination occured. However, the influence of temperature,
suspended material and different survival time of Escherichia coli and bacte-
riophages in the seawater had to be taken into consideration.

The validity of bacteriophages as indicators of the presence of entero-
viruses in seawater is questionable.
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