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Streszczenie

Celem pracy byta ocena mozliwosci wykorzystania bakterii drapieznych z
rodzaju Bdellovibrio do oczyszczania Sciekow komunalnych z patogen-
nych bakterii Serratia liquefaciens i Citrobacter freundii. Wykazano, ze
wyizolowane ze Sciekow bakterie drapiezne oraz ich ofiary byty wrazliwe
na antybiotyki, m.in. chloramfenikol, streptomycyne i tetracykling oraz
ptyn dezynfekcyjny tzw. Wode Ecofair. Stwierdzono, ze bakterie Bdellovi-
brio sp. mogq petnic funkcje regulatora liczebnosci bakterii G (-) z rodzi-
ny Enterobacteriaceae.

Stowa kluczowe: bakterie drapiezne, Bdellovibrio sp., Serratia liquefaciens,
Citrobacter freundii, Enterobacteriaceae, patogeny, $cieki
komunalne, Woda Ecofair

WPROWADZENIE

Scieki to wody zuzyte na potrzeby bytowo-gospodarcze, przemystowe i in-
ne. W zaleznosci od pochodzenia, ich sklad chemiczny moze by¢ rézny, nie-
mniej jednak zawsze obecne s mikroorganizmy. Scieki powinny by¢ oczysz-
czone tak, aby obecne w nich bakterie nie stanowity zagrozenia dla jakosci gle-
by iwody powierzchniowej [Btaszczyk 2007]. Naturalnymi antagonistami
Gram-ujemnych bakterii sa drapiezne bakterie z rodzaju Bdellovibrio, wystgpu-
jace w réznych srodowiskach, w tym w §$ciekach komunalnych [Gajewska, Da-
browski 2008, Jurkevitch 2006].

Samodzielny Zaklad Biologii Mikroorganizméw, SGGW Warszawa
* Ecofair, Warszawa
" Zaklad Histologii i Embriologii SGGW Warszawa
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W artykule przedstawiono wyniki badan, ktérych celem byta ocena przydat-
no$ci bakterii Bdellovibrio bacteriovorus w ograniczeniu liczby wybranych
patogennych bakterii G(-) z rodziny Enterobacteriaceae, wyst¢pujacych
w Sciekach komunalnych.

METODYKA BADAN

Bdellovibrio bacteriovorus jest Gram-ujemng bakterig drapiezna, zZywiaca
si¢ protoplastem innych bakterii Gram (-). Ten niespecyficzny i nietypowy dla
bakterii tryb Zycia przyczynit si¢ do postrzegania Bdellovibrio sp. jako poten-
cjalnego kandydata naturalnego reducenta liczby bakterii w §ciekach. Do zwe-
ryfikowania tych pogladéw uzyto dwoch przedstawicieli z rodzaju Enterobacte-
riaceae zaklasyfikowanych jako Serratia liquefaciens 1 Citrobacter freudii.
Wszystkie szczepy, zaréwno ofiary jak i drapieznik sg zawsze obecne w Scie-
kach.

W badaniach wykorzystano $cieki komunalne z Grodziska Mazowieckiego.
Scieki zostaty rozcienczone w zakresie 10” — 10 w roztworze fizjologicznym.
Zawiesiny wysiewano po 100 ul na podtoza Endo i agar odzywczy metoda po-
siewu powierzchniowego, a takze po 1 ml na Petrifilmy 3M Poland (3M™ Pe-
trifilm™ Enterobacteriaceae Count Plater; 3M™ Petrifilm™ E.coli/Coliform
Count Plater; 3M™ Petrifilm™ Aerobic Count Plates). Z wyrostych kolonii
wykonywano preparaty barwione metoda Grama, w celu wytypowania poten-
cjalnych ofiar dla Bdellovibrio sp., preferujacych bakterie Gram (-). Kolejnym
etapem bylo oczyszczenie materiatu poprzez wielokrotne pasaze na podioza:
agar odzywczy (AO) i1 Trypticase Soy Agar (TSA). Dalsza identyfikacja byta
przeprowadzana za pomocg tradycyjnych testow biochemicznych, przy uzyciu
podt6z, m.in.: Columbia Agar, Endo, Christensena z mocznikiem, Voges — Pro-
scauera, wody peptonowej z tryptofanem, Simmonsa, podtoza Salmonella —
Shigella (SS) oraz Enterosystemu 18 R firmy Liofilchem i potwierdzone testami
Microgen GnA+B-ID firmy Microgen Bioproducts.

Materiat z kolonii Bdellovibrio sp. namnazano w 5 ml podtoza YP w pro-
béwkach, nastgpnie inkubowano przy uzyciu tazni z wytrzgsaniem (150 rpm/
30° C) przez 3h. Po odwirowaniu (~ 3000g/15 min) osad zawieszano w $§wiezej
pozywce i w dalszej kolejnosci uzywano go do namnazania drapieznika.

W dalszym etapie probowano doprowadzi¢ do izolacji i namnazania Bdello-
vibrio bacteriovorus. Materialem bazowym byly réwniez $cieki komunalne,
ktére poddano dwém typom wirowania — jednocyklowemu wg zmodyfikowanej
metody Varon i Shilo (~10000g/10 min) [Varon, Stilo 1969] oraz tréjcyklowe-
mu (trzy cykle kazdy ~2000g/30 min) [Dias, Bhat 1965].

Do izolacji Bdellovibrio sp. ze srodowiska zastosowano technik¢ dwuwar-
stwowa [Stolp i Starr 1963]. Do probéwki zawierajacej po 0,1 ml wodnego
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roztworu jonéw Mg®* i Ca®* (o koficowym stezeniu odpowiednio 0,003M i
0,002M), dodano 1 ml prébki zawierajacej drapieznika i 0,1 ml probki ofiary.
Nastepnie tak ztozong mieszaning inkubowano (20 min/25° C), w celu umozli-
wienia adhezji drapieznika do ofiary. Po tym czasie cato$¢ zalano 2,9 ml ptyn-
nej pozywki YP (temp ok. 47-50° C), o koncowym stezeniu ok. 0,65% i wylano
ja na wczesniej przygotowane na ptytkach zestalone podioze YP o stezeniu ok.
1,5%. Po zestaleniu si¢ wierzchniej warstwy, ptytki inkubowano przez 7 dni w
temperaturze 30°C.

Pojawienie si¢ pierwszych, pojedynczych tysinek wymusilo konieczno$¢
dodatkowego namnazania B. bacteriovorus, celem zwickszenia ich ilo$ci, nie-
zbednej do dalszych badan. W tym celu wykorzystano zmodyfikowang metode
hodowli ptynnej wg Jurkevitcha [Jurkevitch 2006]: materiat z tysinki byl wyci-
nany z otaczajagcym go agarem i umieszczany w kolbkach o pojemnosci 100 ml,
zawierajacych 50 ml pozywki YP zaszczepionej wczesniej preferowang ofiara,
by w dalszej kolejnosci inkubowac ja w tazni z wytrzasaniem (150 rpm/30° C).

W celu okreslenia wrazliwosci Bdellovibrio sp. i jego ofiar, uzyto plyn
o dziataniu biobdjczym, tzw. Wode¢ Ecofair, bedacg elektrochemicznie przetwo-
rzong woda wodociagowa (firmy Ecofair Sp. z 0.0). o pH 6,2 1 8,2. Zastosowa-
no metode krazkowo-dyfuzyjna, przy uzyciu techniki dwuwarstwowe;.

Woda Ecofair (w wyniku procesu elektrochemicznego przetwarzania wody
wodociagowej z dodatkiem nieznacznej iloSci chlorku sodu w postaci dopusz-
czonej do spozycia soli spozywczej) zawiera: 80% - ClO,, ktéry w zaleznoS$ci
od poziomu pH uwalnia si¢ do Cly; ponadto w wodzie Ecofair wystgpuja w
sladowych ilosciach: Cl,0, HCIO, HCIO,, HCIO;, CI-1, O* (rodnik, uwodnio-
ny), OH (rodnik wodorotlenowy). Woda Ecofair charakteryzuje si¢ silnym po-
tencjatlem redox (informacja producenta).

W celu okreslenia wrazliwosci Bdellovibrio sp. i jego ofiar, na ptytke Petrie-
go o $rednicy 9 cm z podtozem agarowym wysiewano po 0,1 ml hodowli bakte-
rii (OD 1,0), a nastepnie umieszczano 6 kragzkéw bibutlowych o $rednicy 6 mm,
z antybiotykami (amoksycylina — Amc 30, ampicylina —Amc 30, ceftazydym -
Caz 30), chloramfenikol — C 30, streptomycyna — S 10, tetracyklina — Te 30),
o $rednicy 6 mm (firmy Biomed) lub zawierajacych 0,01 ml Wody Ecofair (pH
6,2 18,2). W przypadku oznaczania wrazliwosci bakterii na Wode¢ Ecofair, kon-
trole stanowity krazki bibutowe o $rednicy 6 mm, nasgczone po 0,01 ml jato-
wego roztworu soli fizjologicznej (0,85% NaCl) o pH 6,2 1 8,2. Po 2 godz. pre-
inkubacji w temp. +4° C, plytki hodowano w temp. 30° C przez okres do 12 dni
1 odczytywano wrazliwo$¢ szczepdw na podstawie strefy zahamowania wzro-
stu, pojawienia si¢ lub braku tysinek oraz kontroli mikroskopowej w prepara-
tach w kropli ptaskiej, przy uzyciu mikroskopu Nikon E600 z kamera. Badania
wykonywano w 2 powtérzeniach.
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WYNIKI BADAN

Po izolacji bakterii Bdellovibrio sp. na podtozach Endo i AO a takze na Pe-
trifilmach firmy 3M Poland, przystapiono do ich identyfikacji. W celu zweryfi-
kowania i potwierdzenia wynikdéw, przeprowadzono dwa typy systeméw bio-
chemicznych: tradycyjny oraz Enterosystem 18 R firmy Liofilchem, potwier-
dzone testami Microgen GnA+B-ID firmy Microgen Bioproducts. Na podstawie
przeprowadzonych badan wyizolowano i zidentyfikowano dwa szczepy ofiar,
nalezacych do rodziny Enterobacteriaceae: Serratia liquefaciens (P 1) 1 Citro-
bacter freundii (P 2). Na rys. 1 przedstawiono wyniki oznaczenia liczebnoS$ci
bakterii Bdellovibrio bacteriovorus, w hodowlach pateczek ofiar P 11 P 2. Naj-
wyzsza liczebno$¢ bakterii drapieznych z rodzaju Bdellovibrio uzyskano
w wyniku 6 pasazy w hodowli z bakteriami ofiar.

EmP1 P2
4
3 —
2 —
) -] I -
O 1 T T T T T 1
Pasaz 1 Pasaz 2 Pasaz 3 Pasaz 4 Pasaz 5 Pasaz 6

Rys. 1 Zmiana liczby tysinek w kolejnych pasazach poprzedzonych preinkubacjg;
P 1i P 2- ofiary preferowane przez Bdellovibrio bacteriovorus
Fig. 1 Change of the plaques number in subsequent passages preceded by preincuba-
tion; P I and P 2 - preys preferred by Bdellovibrio bacteriovorus

Fot. 1 ilustruje morfologi¢ tysinek i wzrost liczby bakterii Bdellovibrio sp.
wyhodowanych na szczepie Serratia liquefaciens po piatym pasazu, w porow-
naniu z drugim pasazem.

Po namnozeniu szczepu drapiezcy do liczebnosci ok. 10° jtk cm™, a ofiar do
ok. 10 jtk cm”, uzyto je do oznaczenia wrazliwosci na Wode Ecofair (pH 6,2
1 8,2). Kontrole stanowily dwie probki soli fizjologicznej (0,85% roztwér NaCl)
o identycznych odczynach, oznaczone jako K 1 (pH 6,2) oraz K 2 (pH 8,2).
Wyniki badah przedstawiono w tabelach 11 2.
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Fot. 1 Zmiana liczby tysinek w pasazu 2 (po lewej) i pasazu 5 (po prawej) zawiera-

S

Jjacych bakterie Bdellovibrio sp. hodowane na bakteriach Serratia liquefaciens
Fot. 1 Change of plaques number in second passage (on left) and fifth passage (on
right) contained Bdellobibrio sp. bacteria cultivated on Serratia liquefaciens bacteria

Tab. 1. Oznaczenie wrazliwosci bakterii ofiar: P 1 — Serratia liquefaciens i P 2
— Citrobacter freundii, na dziatanie Wody Ecofair (pH 6,2 i 8,2), w poréownaniu

z kontrolg (K 1iK 2)

Tab.1. Determination of the sensitivity of victims bacteria: P 1 — Serratia lique-
faciens i P 2 — Citrobacter freundii on Ecofair Water (6,8 and 8,2 pH), in com-

parison with controls (K 1 and K 2)

Strefa zahamowania wzrostu [mm] po dziataniu Wody Eco-

Szczep fair na ptytkach Petriego o $rednicy 9 cm

pH 6,2 pH 8,2 K1 K2

10 10 0 0

9 10 0 0

Pl 10 9 0 0

10 11 0 0

Xy dlaP 1 9,75 10 0 0

10 10 0 0

9 9 0 0

P2 10 10 0 0

10 11 0 0

Xy dlaP 2 9,75 10 0 0
Xg dla  antybiotykéw

(chloramfenikol, tetra- 9,75 10 0 0
cyklina i streptomycyna)
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Nastepnie, po oznaczeniu wrazliwos$ci ofiar na Wodg¢ Ecofair, wykonano po-
dobne oznaczenia, z uzyciem techniki dwuwarstwowej, w celu okreslenia wraz-
liwos$ci Bdellovibrio bacteriovorus (tab. 2).

W obu przypadkach strefy zahamowania wzrostu bez widocznych bakterii
powstate wskutek biobdjczego dziatania Wody Ecofair, byty kontrolowane
mikroskopowo, z wykorzystaniem mikroskopu kontrastowo-fazowego Nicon
Eclipse E600 z kamera. Badania potwierdzity brak obecno$ci zardwno drapiez-
nika, jak i ofiar w strefach zahamowania wzrostu. Wykazano, ze zaréwno bak-
terie drapiezne, jak i ich ofiary byly wrazliwe na dziatanie chloramfenikolu,
streptomycyny, tetracykliny oraz ptynu dezynfekcyjnego tzw. Wody Ecofair
(pH 6,2 1 8,2) oraz oporne na dziatanie takich antybiotykow, jak amoksycylina,
ampicylina i ceftazydym.

Tab. 2. Okreslenie strefy wrazliwosci B. bacteriovorus po dziataniu Wody Eco-
fair. P11 P2 - szczepy ofiar, K 1i K 2 - proby kontrolne

Tab. 2. Determination of the sensitivity zones for B. bacteriovorus after Ecofair
Water action; P I and P 2 - prey strains; K 1 and K 2 - the controls

Strefy zahamowania wzrostu bakterii [mm] po dzialaniu Wody
Szczepy Ecofair nma ptytkach Petriego o $rednicy 9 cm
pH 6,2 pH 8,2 K1 K2
13 15 0 0
14 14 0 0
12 15 0 0
13 13 0 0
i 5 2 0 0
6 12 0 0
12 12 0 0
7 10 0 0
xg dlaP 1 11,50 12,88 0 0
15 12 0 0
15 11 0 0
12 12 0 0
13 12 0 0
b2 3 0 0 0
12 0 0 0
13 12 0 0
11 12 0 0
XgdlaP 2 13,00 9,88 0 0
xgdlaP1iP2 12,25 11,38 0 0
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PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Badane $cieki komunalne okazaty si¢ dobrym materialem umozliwiajacym
izolacje¢ Bdellovibrio bacteriovorus, podobnie jak we wczeSniejszej pracy Ga-
jewskiej 1 Dabrowskiego [2008]. Autorzy izolowali ze sciekéw bakterie Bdello-
vibrio sp. przy uzyciu izolatéw bakterii chorobotwoérczych Aeromonas hy-
drophila, podobnie stosujac technike ptytek dwuwarstwowych. W badaniach
wykazanie powinowactwa bakterii Bdellovibrio sp. do dwéch kolejnych gatun-
kéw patogennych dla ludzi i zwierzat, oznaczonych jako Serratia liquefaciens
1 Citrobacter freudii, wskazatlo na pozyteczny i pozadany wptyw Bdellovibrio
bacteriovorus na redukcje liczebnosci wyizolowanych patogennych bakterii
jelitowych, wystepujacych w Sciekach komunalnych.

Na podstawie badan ustalono, Ze:
1. Bdellovibrio bacteriovorus jako bakteria drapiezna, moze by¢ skutecznie
wykorzystana do redukowania liczby patogenéw z rodziny Enterobacteriaceae,
wystepujacych w sciekach komunalnych.
2. Woda Ecofair moze by¢ stosowana do redukc;ji liczebnosci bakterii z rodziny
Enterobacteriaceae, obecnych w $ciekach komunalnych (Serratia liquefaciens
1 Citrobacter freundii).
3. Laczne zastosowanie szczepu drapiezcy Bdellovibrio bdellovorus i Wody
Ecofar do eliminacji chorobotwdrczych pateczek jelitowych nie jest wskazane,
ze wzgledu na wrazliwos¢ drapiezcy na ten srodek dezynfekcyjny.
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SENSITIVITY OF PREDATORY BACTERIA OF THE GENUS
BDELLOVIBRIO SP. AND THEIR PREYS FROM ENTEROBAC-
TERIACEAE FAMILY ON ANTIBIOTICS AND DISINFECTANT

Summary

The aim of this study was to evaluate the use of predatory bacteria of the
genus Bdellovibrio to treatment municipal wastewater with Serratia lig-
uefaciens and Citrobacter freundii bacteria. It was observed, that isolated
predadatory bacteria and their preys were sensitive on antibiotics: chlo-
ramphenicol, streptomycine and tetracycline and Ecofair Water disinfect-
ant. It was showed that the bacteria of Bdellovibrio genus can reduce the
total number of G (-) pathogenic bacteria from Enterobacteriaceae fami-

ly.

Key words: predatory bacteria, Bdellovibrio sp., Serratia liquefaciens, Citrobacter
[freundii, Enterobacteriaceae, pathogens, sewage, Ecofair Water



