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STRESZCZENIE

Zakres oddzialywania oczyszczalni $ciekow bytowo-gospodarczych na srodowisko obejmuje
emisj¢ bioaerozoli, ktore stanowi¢ moga zagrozenie dla ludnosci oraz zwierzat,
korzystajacych z terenow przyleglych. Okreslenie uciazliwos$ci, ustalenie jej skali oraz zrodia
moze by¢ trudne z wykorzystaniem klasycznych metod mikrobiologicznych, zwlaszcza jesli
na danym terenie znajdowaé si¢ moze wigcej niz jeden emitor. W niniejszym artykule
przedstawiono przyklad wykorzystania metod biologii molekularnej w celu okreslenia
zagrozenia oraz zrodla jego pochodzenia. Wykorzystanie tych metod umozliwilto
identyfikacje drobnoustrojow oraz wyznaczenie ich tzw. molekularnych odciskow palcow,
pomocnych przy okresleniu pochodzenia szczepow.

1. Wstep

Obiekty zwiazane z gospodarka komunalna sa czgstym zrodtem uciazliwos$ci
zapachowe] na terenach wokot danego obiektu. Wraz z odorami, ktorych powstawanie
zwiazane jest z aktywnoscia metaboliczna drobnoustrojow, do powietrza dostaja si¢ znaczne
ilosci tzw. bioaerozoli. Bioaerozol zawiera¢ moze wirusy, bakterie, grzyby, ich zarodniki oraz
formy przetrwalne. Wystgpowanie bioaerozolu na terenach zaludnionych wiazaé¢ si¢ moze
z ryzykiem zakazeh oraz zwigkszona zachorowalno$cia na choroby o podtozu
mikrobiologicznym. Ponadto, do$¢ powszechnym zjawiskiem jest wystepowanie alergii
u 0sOb narazonych na dziatanie bioaerozolu [1].

W przypadku oczyszczalni Sciekow komunalnych, gtownym emitorem bioaerozolu sa
komory osadu czynnego, w ktorych Scieki poddawane sa napowietrzaniu. W zalezno$ci od
warunkéw meteorologicznych i przezywalnosci drobnoustrojow w powietrzu, ich komorki
transportowane moga by¢ na znaczne odleglosci od zrodia emisji. Systematyczna kontrola
mikrobiologicznej jakosci powietrza wokdt oczyszczalni moze by¢é pomocna w ocenie
wpltywu oczyszczalni na srodowisko. Niemniej jednak, w przypadku wystgpowania wigkszej
ilosci zrodet emisji na danym obszarze, ustalenie ktory z nich jest przyczyna ztej jakoSci
powietrza, jest problematyczne z wykorzystaniem klasycznych metod mikrobiologicznych.
Podobnie, stwierdzenie czy wyizolowane z powietrza szczepy mikroorganizméw naleza do
gatunkow chorobotworczych wymaga identyfikacji, ktorej dokonanie z wykorzystaniem
klasycznych testow biochemicznych jest obarczone ryzykiem btedu.

Celem badan przedstawionych w niniejszej pracy bylo okreslenie przynaleznosci
taksonomicznej szczepoéw bakteryjnych, wyizolowanych z powietrza wokol oczyszczalni
sciekow bytowo-gospodarczych, a takze okreslenie mozliwosci wykorzystania metod biologii
molekularnej do kontroli jakosci mikrobiologicznej powietrza.
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2. Materialy i metody

Szczepy, poddane identyfikacji oraz charakterystyce, zostaty wyizolowane z powietrza
wokot oczyszczalni Sciekow bytowo-gospodarczych. Szczepy pozyskano w ramach analizy
jakosci mikrobiologicznej powietrza, z wykorzystaniem metody sedymentacyjnej Kocha.
Izolacje przeprowadzono dla kolonii bakteryjnych namnozonych na poditozu King B (ISO
16266). Wyizolowane mikroorganizmy przechowywane byty na stupkach agarowych (agar
odzywczy wzbogacony glukoza).

Wyizolowane szczepy, pochodzace ze $wiezej hodowli, poddane zostaly izolacji
genomowego DNA. Kwasy nukleinowe wyizolowane zostaly z wykorzystaniem zestawu do
izolacji DNA (Eurx, Polska). Wyizolowane DNA oczyszczone zostalo na kolumnach
krzemionkowych, poddane analizie ilosciowej metoda spektrofotometryczna [2], a nastepnie
postuzyto jako matryca do reakcji PCR. Reakcje PCR przeprowadzono z wykorzystaniem
standardowych starterow dla podjednostki 16S rRNA. Elektroforezg, oczyszczanie
produktow, sekwencjonowanie oraz analiz¢ sekwencji przeprowadzono zgodnie z
metodologia opisang przez Pasternaka i in. [3].

W podobny sposéb wyznaczono tzw. molekularny odcisk palca. Wyizolowane kwasy
nukleinowe postuzyly jako matryca do przeprowadzenia reakcji PCR, z wykorzystaniem
starterow komplementarnych do odcinka pomigdzy podjednostkami 16S oraz 23S rRNA.
Uzyskane produkty PCR analizowane byly poprzez rozdziat elektroforetyczny oraz
oprogramowanie do analizy obrazu Jmicrovision oraz ImageJ.

3. Wyniki

W wyniku przeprowadzonej analizy jako$ci mikrobiologicznej powietrza pozyskano
9 szczepdw bakteryjnych rozniacych si¢ morfologicznie. Identyfikacja oraz charakterystyka
szczepow przeprowadzona i omowiona zostala na przykladzie szczepoéw pozyskanych
Z wybranego podtoza (King B).

W wyniku reakcji PCR otrzymano produkt o wielkosci 1400 pz. Wyniki analizy
sekwencji genéw kodujacych podjednostke 16S rRNA zostaly zestawione w tabeli 1.
Zdecydowana wigkszo$¢ izolatow zaklasyfikowana zostata do rodzaju Pseudomonas.
Szczepy 5.1 oraz 7.1 zostaly zaklasyfikowane do rodzaju Pantoea. Sposroéd wszystkich
wyizolowanych szczepéw, w przypadku jednego warto$¢ zbieznosci sekwencji byta
stosunkowo niska w poréwnaniu do najblizej spokrewnionego szczepu. Podobienstwo
sekwencji z najblizej spokrewnionym szczepem Pantoea agglomerans (NCBI) wynosito
96%. Warto$¢ na tym poziomie umozliwia jednak klasyfikacj¢ rodzajowa szczepu 5.1,
w zwiazku z czym zostal przypisany do rodzaju Pantoea. W przypadku szczepow 11.1, 12.1
12.2, 4.1 oraz 7.1 wyniki pordwnywania sekwencji umozliwity klasyfikacj¢ szczepow jako
P. moraviensis, P. psychrotolerans, P. psychrotolerans, P. putida oraz Pantoea agglomerans.
Wedlug starszej klasyfikacji gatunek Pantoea agglomerans klasyfikowany byt jako
Enterobacter agglomerans.

Przeprowadzona w obrgbie rejonu RIS reakcja PCR umozliwita wyznaczenie tzw.
molekularnych odciskéw palca poszczegolnych szczepow. Wyniki elektroforetycznego
rozdzialu produktéw elektroforezy przedstawione zostalty na rys. 1. WSszystkie
z analizowanych szczepow wykazywaty heterogenicznos¢ operonu RIS. Zblizone wzory
uzyskano dla szczepow 5.1 oraz 7.1, co sugeruje, ze szczepy te naleza do tego samego
gatunku. W pozostatych przypadkach, w wyniku przeprowadzonego rozdzialu produktow
PCR uzyskano odmienne wzory dla kazdego ze szczepow.
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Tabela 1. Wyniki identyfikacji wybranych mikroorganizméw wyizolowanych
z powietrza wokot oczyszczalni $ciekow komunalnych.
Wyniki uzyskano poprzez sekwencjonowanie odcinka kodujacego 16S rRNA

Nazwa szczepu Najblizszy krewmy Warto$¢ max ident., %
11.1 Pseudomonas moraviensis 98
12.1 Pseudomonas psychrotolerans 98
12.2 Pseudomonas psychrotolerans 98
3.1 Pseudomonas graminis 97
4.1 Pseudomonas putida 98
5.1 Pantoea agglomerans 96
(Enterobacter agglomerans)
7.1 Pantoea agglomerans 98
9.1 Pseudomonas sp. 97

Uzyskane wyniki identyfikacji oraz charakterystyka szczepoéw wyizolowanych ze
srodowiska pozwalaja przypuszcza, ze wyizolowane mikroorganizmy wyposazone byty
w odmienny zestaw cech, nawet jesli nalezaty do tego samego gatunku.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 M

Rys. 1. Molekularny odcisk palca szczepéw wyizolowanych z powietrza wokot oczyszczalni
sciekow komunalnych: 0 — kontrola, 1 — szczep 3.1, 2 — szczep 4.1, 3 — szczep 5.1, 4 — szczep
7.1,5—szczep 9.1, 6 — szczep 12.1, 7 —szczep 11.1, 8 — szczep 12.2, M — marker 100 bp+.

4. Dyskusja

Wsrdéd wszystkich mikroorganizmow, ktorych sekwencja 16S rRNA wykazywata
najwigksze podobienstwo do sekwencji Szczepoéw poddanych identyfikacji, nie wykryto
mikroorganizmow patogennych. Najblizej spokrewnione szczepy nalezaly do bakterii
glebowych [4] oraz bakterii wyizolowanych z filosfery [5]. Niemniej jednak wtasciwos$ci oraz
doniesienia literaturowe dotyczace niektorych gatunkow wskazuja na ich pochodzenie
zwiazane ze $Sciekami komunalnymi. Gatunek P. psychrotolerans zostal po raz pierwszy
wyizolowany w klinice dla zwierzat [6]. Z kolei gatunek Pantoea agglomerans, znany
wczesniej jako Enterobacter agglomerans izolowany byt czgsto z odchodow ludzkich oraz
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zwierzecych. Jest on patogenem oportunistycznym, mogacym wywotywac zakazenia ran,
uktadu krwionoénego czy moczowego [7].

Przynaleznos$¢ szczepow do wymienionych gatunkéw moglaby wskazywaé na ich
pochodzenie zwiazane z emisja bioaerozolu przez urzadzenia stosowane do oczyszczania
Sciekéw. Pamigta¢ nalezy jednak, ze z uwagi na stosunkowo niskie (< 99%) wartosci
podobienstwa sekwencji, przynalezno$¢ gatunkowa wybranych szczepéw nalezaloby
potwierdzi¢ rOwniez innymi metodami.

Wykorzystanie techniki tzw. molekularnego odcisku palca umozliwito ich
charakterystyke w stopniu wystarczajacym, aby okresli¢ ich pochodzenie, gdyby podobne
badania przeprowadzone zostaty dla probek $ciekow pobranych na terenie oczyszczalni.

5. Whnioski

Identyfikacja szczepdw poprzez sekwencjonowanie odcinka 16S rRNA wykazala, ze
wsrod wyizolowanych z powietrza wokdt oczyszczalni mikroorganizméw, znajdowaé sig
mogtly bakterie pochodzace ze $ciekéw poddawanych procesom oczyszczania.

Wsroéd mikroorganizméw poddanych identyfikacji prawdopodobnie wykryto gatunek
0 charaterze patogenu oportunistycznego.

Wyznaczenie molekularnych odciskéw palca, umozliwi¢ moze identyfikacje zrodla
skazenia srodowiska mikroorganizmami.
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