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Streszczenie. Najwazniejsze w walce z chorobotwodrczymi patogenami jest ich szybkie, skuteczne
i doktadne diagnozowanie. Tradycyjne metody, wymagajace wielogodzinnych hodowli, sa stopniowo
wypierane przez narzg¢dzia biologii molekularnej i biochemii, takie techniki jak: PCR, elektroforeza,
hybrydyzacja czy znakowanie mikroorganizméw przy pomocy zielonego biatka fluorescencyjnego (ang.
GFP). Celem badan byto okres$lenie, czy metoda real-time PCR moze zastapi¢ tradycyjna metode posiewow
powierzchniowych dla probek $ciekéw i osadow Sciekowych oraz w jakich okoliczno$ciach jej stosowanie
jest wskazane. Okre$lono nie tylko obecno$¢ tradycyjnych organizméw wskaznikowych, takich jak
Salmonella typhinmurium czy Clostridium perfringens, ale takze oznaczono patogeny ,,wylaniajace si¢”
(Escherichia coli 0157:H7), oraz tzw. patogeny ,,nowe” (Yersinia enterocolitica i Legionella pneumophila).
Jako fluorochromu uzyto DyNAmo HS SYBR Green qPCR Kit. Stwierdzono, ze procesy oczyszczania
$ciekdw w znacznym stopniu wplywaja na redukcje liczebnosci wymienionych mikroorganizméw, cho¢ ich nie
eliminuja, a $cieki i osady S$cickowe opuszczajace oczyszczalnie moga nadal pozostawaé ich istotnym
rezerwuarem. Metoda real-time PCR okazata si¢ wysoce czutg metoda okreslenia liczebno$ci mikroorganizméw ze
$ciekdéw 1 osadow Sciekowych, choé izolacja DNA nie tylko z Zywych komorek mikroorganizméw moze daé
znacznie zawyzone (fatszywie pozytywne) wyniki.

Stowa kluczowe: real-time PCR, oczyszczanie $cickow, osad $ciekowy, patogeny

WSTEP

Tradycyjne metody oznaczania drobnoustrojow maja wiele wad. Przede wszystkim
tylko 1% gatunkow bakterii zawartych w glebie mozna w tatwy sposob hodowa¢ (Malik
i in. 2008). Hodowla drobnoustrojow jest limitowana odpowiednim sktadem pozywki
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i zapewnieniem niemal identycznych z naturalnymi warunkéw. Ponadto, niektore mikro-
organizmy moga rosna¢ na podltozach szybciej, maskujac przy tym inne, stabsze drobno-
ustroje. Powoduje to powstanie zaburzonego obrazu mikrosrodowiska (Gilbride i in.
2006). Diagnostyka drobnoustrojow oparta na metodach wymagajacych hodowli, czy
obserwacji mikroskopowych, pozwolita na sklasyfikowanie wielu organizmow. Pomimo
tego wciaz pozostaje bardzo duzo niezidentyfikowanych gatunkow i powstaja nowe
szczepy gatunkow juz istniejacych. Doktadne poznanie metabolizmu drobnoustrojow jest
sprawa kluczowa dla ich zastosowania w bioremediacji skazonych terenow czy Sciekow.
Dlatego tez poszczegblne metody moga postuzy¢ nie tylko stwierdzeniu, czy i w jakich
ilosciach dany mikroorganizm znajduje si¢ w badanej probce, ale tez w jaki sposob od-
dziatuje na konkretny ekosystem (Schneegurt i in. 1998). Ogromna zaleta metod diagno-
stycznych, omijajacych konieczno$¢ hodowli mikrobiologicznej, jest mozliwos¢ izolo-
wania DNA i ekstrahowania produktéw metabolizmu organizmow bezpo$rednio z pro-
bek srodowiskowych, co zapewnia analiz¢ w naturalnych warunkach (Francy i in. 2009).

Osady $ciekowe, wprowadzane do gleby w celu poprawienia jej whasciwosci fizyko-
chemicznych, moga by¢ szczegodlnie niebezpieczne dla ekosystemu ze wzgledu na duza
zawarto$¢ groznych grzybow i bakterii (Bien 2007). Mikroorganizmy te sa jednym z po-
wodow, dla ktorych z wielka ostrozno$cia podchodzi sie¢ do zagospodarowania osadow
w rolnictwie, czy tez w celu rekultywacji gleb (Kacprzak, Stanczyk-Mazanek 2003). Cho-
robotworcze patogeny moga by¢ bardzo szybko wykrywane przy pomocy odpowiednich
testow molekularnych nie tylko w wodzie, glebie, pozywieniu, powietrzu, ale tez w prob-
kach pochodzacych z oczyszczalni sciekow. W wielu przypadkach wczesna detekcja row-
na si¢ szybkiej odpowiedzi, a ta decydowac moze o zyciu i zdrowiu wielu istnien (Froste-
gard i in. 1993).

Sposrdd technik bazujacych na obecnosci kwasoéw nukleinowych w komorkach drob-
noustrojow, na szczegdlna uwage zastuguje metoda PCR. Dzigki jej zastosowaniu produ-
kowane sa miliony kopii pozadanego genu, charakterystycznego dla danego organizmu,
z duza doktadnoscia, w krotkim czasie. Wiele zespolow badawczych podkresla zalety tej
metody w diagnostyce migdzy innymi bakterii Clostridium perfringens w przewodzie po-
karmowym kurczat (Wise i Siragusa 2005), Yersinia enterocolitica w pozywieniu (Lam-
bertz i in., 2008), ale tez roznorodnej mikroflory w $ciekach czy osadach $ciekowych (Lee
i in. 2006, Varma i in. 2009). Skutecznos¢ przeprowadzanej reakcji zalezy w duzej mierze
od zastosowanej metody izolacji materialu genetycznego z komorek bakterii. Konieczne
jest uzyskanie odpowiedniej czystosci i ilosci DNA, co w przypadku probek srodowi-
skowych stanowi trudnosé. Wintzingerode i in. stwierdzili, ze niewystarczajaca liza ko-
morek moze skutkowaé preferencyjna ekstrakcja DNA z bakterii gram ujemnych, pod-
czas gdy przesadnie ,,0stre” traktowanie komorek moze by¢ powodem utraty DNA
(Wintzingerode i in. 1997). Ogromnym problemem w przypadku probek $rodowisko-
wych sa wszelkie inhibitory, takie jak kwasy huminowe, materia organiczna, czy frag-
menty gliny. Substancje te moga izolowac si¢ razem z kwasami nukleinowymi hamujac
reakcje PCR (Kirk i in. 2004).
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Celem pracy byto okreslenie skuteczno$ci metody real-time PCR jako narzedzia umoz-
liwiajacego diagnostyke mikrobiologiczna w probkach $ciekow i osadow sciekowych.
Podjeto probe okreslenia zmian liczebnosci pieciu gatunkéw drobnoustrojow: Salmonella
typhinmurium, Clostridium perfringens, Escherichia coli 0157:H7, Yersinia enterocolitica
i Legionella pneumophila w poszczegdlnych etapach oczyszczania Sciekdw.

MATERIAL I METODY

Czyste kultury bakterii

Czyste kultury pigciu bakterii, to jest Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium str. LT2, Clostridium perfringens ATCC 13124, Escherichia coli 0157:H7
str. EDL933, Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica 8081 i Legionella pneumo-
phila subsp. pneumopbhila str. Philadelphia 1 poddano hodowli powierzchniowej na pod-
fozu statym z wykorzystaniem selektywnych pozywek (Merck KGaA, Darmstadt, Ger-
many). Po okre$lonym czasie inkubacji szalki przeptukano woda destylowana i przenie-
siono po 1 ml zawiesiny do proboéwek. Cato$¢ zwirowano (12000 rpm, 4°C, 1 min)
z uzyskanego peletu komoérek bakteryjnych wyizolowano genomowe DNA przy pomocy
zestawu QIAGEN DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN, Duesseldorf, Germany),
zgodnie z zaleceniami producenta. DNA przechowywano w temperaturze —80°C.

Izolacja DNA genomowego bakterii z probek srodowiskowych

Probki przeznaczone do badan pobrano z komunalnej oczyszczalni §ciekéw o prze-
pustowosci ~ 22 000 m*d™. Pobrano scieki doptywajace, $cieki z komér napowietrzania,
$cieki z osadnika wtdrnego i oczyszczone oraz osady: z komdr napowietrzania, osad z
komor fermentacyjnych, osad z osadnika wtdrnego oraz osad po prasie.

DNA genomowe wyizolowano zestawem MO BIO UltraClean DNA extraction kit
(MO Bio Laboratories Inc., Carlsbad, USA) wedtug protokotu dla zmaksymalizowania
ilo$ci otrzymanego DNA. Czysto$¢ wyekstrahowanego w ten sposéb DNA potwierdzono
przy pomocy pomiaru spektrofotometrycznego (BioPhotometer, Eppendorf, Hamburg,
Germany), przy czym stosunek A260/280 miescit si¢ w przedziale 1.7-2.0.

Wyizolowane DNA przechowywano w temperaturze —80°C (Innova range U101,
New Brunswick Scientific co., Inc., New Jersey, USA).

Reakcja real-time PCR

Sekwencje starteréw do reakcji real-time PCR zaczerpnieto z literatury (tab. 1). Mie-
szanina reakcyjna zawierala 25 ul 2x DyNAmo HS SYBR Green qPCR Kit (Finnzymes
Oy, Vantaa, Finland), 5 pl badanego DNA (1-100ng), po 1 pl starteréw odpowiednich dla
konkretnej bakterii (Genomed S.A., Warszawa, Polska) oraz 18 pl wody czystej pod
wzgledem mikrobiologicznym. Zastosowano nastgpujace warunki temperaturowe dla
przeprowadzonych reakcji: 95°C przez 15 minut wstepnej denaturacji oraz 40 cykli ztozo-
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nych z trzech nastepujacych po sobie etapéw: denaturacja w 94°C przez 10 sekund, przyta-
czanie starterow przez 35 sekund z wykorzystaniem gradientu temperatur specyficznego
dla kazdej pary starterow, wydluzanie lancucha DNA w 72°C przez 30 sekund.W celu
weryfikacji wynikow przeprowadzono réwniez dodatkowy etap wyznaczania krzywej
topnienia powstatych fragmentéw DNA (rys. 1): 95°C przez 10 sekund, 65°C przez 10
sekund, stopniowe zwigkszanie temperatury od 65°C do 95°C przez 20 minut, 95°C przez
10 sekund. Dla kazdej pary starterow sporzadzono kontrolg negatywna, dzigki ktorej

wykluczono mozliwo$¢ tworzenia si¢ dimerow primer-primer.

Tabela 1. Sekwencje DNA wykorzystane jako startery do reakcji real-time PCR

Table 1. DNA sequences used for real-time PCR primers

Zrodlo litera-

Bakteria Starter . Gen
. - Sekwencja — Sequence turowe
Bacteria Primer Gene
Reference
S. typhimurium Forward GGTCTGCTGTACTCCACCTTCAG bipA L
Calvé i in. 2008
Reverse TTGGAGATCAGTACGCCGTTCT
Y. enterocolitica Forward ATGATAACTGGGGAGTAATAGGTTCG ail Lambertz
Reverse CCCAGTAATCCATAAAGGCTAACATAT i in. 2008
C .perfringens Forward GCATGAGTCATAGTTGGGATGATT plc Shannon
Reverse CCTGCTGTTCCTTTTTGAGAGTTAG i in. 2007
L. pneumophila Forward ACCGATGCCACATCATTAGCT mip Shannon
Reverse CCAAATCGGCACCAATGC iin. 2007
E. coli O157:H7 Forward TCGAGCGGACCATGATCA tir Shannon
Reverse GGCGGCGTCTGAGATAACA i in. 2007

-dl/dT (%)

73 74 75 76 77 78 79 80
Temperatura (°C)

Temperature (°C)
Rys. 1. Krzywa topnienia dla Yersinia enterocolitica
Fig. 1. Melting curve for Yersinia enterocolitica
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Posiewy powierzchniowe na podlozu stalym

Pobrano 1 ml lub 1g kazdej probki. Odmierzona ilos¢ zawieszono w 9 ml buforu
PBS (Calbiochem, EMD Biosciences Inc. La Jolla , CA, USA) i doktadnie wymieszano.
Sporzadzono kolejne rozcienczenia: 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000.

Na wczesniej przygotowane podtoza (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) posiewa-
no 0,1 ml odpowiednio rozcienczonej probki. Wszystkie analizy wykonywane byly w
dwodch powtdrzeniach. Po okreslonym dla kazdej pozywki czasie odczytano ilos¢ jedno-
stek tworzacych kolonie dla kazdej probki.

WYNIKI I DYSKUSJA

Zgodnie z oczekiwaniami autorow, stwierdzono obecnos¢ wszystkich badanych mi-
kroorganizméw w $ciekach doptywajacych, obserwujac znaczna redukcje kontaminacji
w kolejnych etapach ich oczyszczania (rys. 2).
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Rys. 2. Zawarto§¢ jednostek tworzacych kolonie poszczegdlnych drobnoustrojow w probkach pocho-
dzacych z kolejnych etapow oczyszczania Scickow na podstawie metody ptytkowe;j

Fig. 2. The amount of colony forming units of microorganisms in samples from successive stages of
wastewater treatment — Petri dish method

Kolejne rozcienczenia DNA wyizolowanego z czystych kultur bakterii postuzyty ja-
ko wzorzec do wykreslenia krzywej standardowej w reakcji real-time PCR. Przyktadowa
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krzywa okreslajaca zalezno$¢ migdzy numerem cyklu reakcji, w ktérym uzyskano okre-
$long ilos¢ kopii materialu genetycznego (ang. cycle treshold), a logarytmem stg¢zenia
materiatu genetycznego w badanej probce, zostata przedstawiona na rysunku 3. Wykre-
slenie powyzszej zaleznos$ci umozliwito odczyt ilosci kopii badanego DNA dla kazdej
probki, a wiec okreslenie liczby komorek bakteryjnych. Czuto$¢ metody ograniczona jest
przez rozcienczenie DNA wzorcowego, czyli istnieje mozliwos¢ wykrycia od 30 do
3000000 kopii genu. Uzyskane wyniki poréwnano z wynikami posiewow powierzch-
niowych.

Numer cyklu - Cycle

T L T L T U T T
1.0 100 1.0E+04 1.0E+06 1.0E+08

Liczba kopii badanego genu - Amount of target gene copies

Rys. 3. Krzywa standardowa dla mikroorganizmu Salmonella typhinmurium
Fig. 3. Standard curve for Salmonella typhimurium

W przypadku kazdego z badanych drobnoustrojow stwierdzono wigksza liczbg komo-
rek bakteryjnych metoda real-time PCR (tab. 2 i 3). Fakt ten tlumaczy si¢ mozliwoscia
izolacji DNA réwniez z martwych komorek bakteryjnych, co uwazane jest za glowna wade
tej metody w aspekcie diagnostycznym (Kacprzak i Fijatkowski 2009). Podobny wniosek
wysnuli Morio i in. (2008) poréwnujac metode ptytkowa z real-time PCR w oznaczaniu
bakterii Legionella pneumophila oraz Lee i in. (2006) przeprowadzajac podobne poréwna-
nie dla kilku patogenéw wystepujacych w oczyszczalniach $ciekow. Soejima i in. (2008)
zaproponowali rozwigzanie, jakim jest wstgpne traktowanie probek monoazydkiem etydy-
ny, co jest rowniez przedmiotem badan autoréw publikacji. Zadaniem tej substancji jest
penetracja do martwych komorek i zwiazanie si¢ z ich materialem genetycznym, co unie-
mozliwia izolacj¢ DNA. Podobne rozwiazanie zaproponowali Nocker i in. (2007), sugeru-
jac zastosowanie w tym celu monoazydku propydyny. P6zZniejsze prace innych zespotow
potwierdzaja mozliwo$¢ izolacji DNA wylacznie z komorek zywych, jednak konieczne sa
dalsze badania nad mozliwo$cia zastosowania wyzej wymienionych substancji w przypad-
ku probek pochodzacych z oczyszcezalni sciekow (Varma i in. 2009).

Skutecznos¢ metody real-time PCR w diagnostyce mikrobiologicznej w produktach
spozywczych stwierdzono wielokrotnie (Lambertz i in. 2008, Omiccioli i in. 2009). Jej
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zastosowanie w diagnostyce groznych bakterii udowodnili Volkmann i in. (2004), bada-
jac pie¢ wybranych oczyszczalni $ciekow pod katem obecnosci genow odpowiedzial-
nych za odporno$¢ mikroorganizmdéw na konkretne antybiotyki.

Tabela 2. Poréwnanie metody ptytkowej i real-time PCR dla Salmonella typhinmurium
Table 2. Comparision of Petri dish method and Real-time PCR for Salmonella typhinmurium

Miejsce poboru prébki Jtk.ml? Liczba kopii genu-ml™
Sampling location cfu-ml? Target gene copy-ml™
Osad z komér napowietrzania
Sewage sludge from the aeration chamber 139545 1413594
Osad z komér fermentacyjnych
Sludge from the fermentation chamber 3500 456 024
Osad wigrmy 127 273 378 909
Secondary sludge
Osad po prasie 89 000 2113142

sewage sludge after the press

Tabela 3. Poréwnanie metody ptytkowej i real-time PCR dla Legionella pneumophila
Table 3. Comparision of Petri dish method and Real-time PCR for Legionella pneumophila

Miejsce poboru prébki Jtk.mlt Liczba kopii genu-ml*
Sampling location Cfu-ml? Target gene copy-ml™
Osad z komor napowietrzania
Sewage sludge from the aeration chamber 52213 6220000
Osad z komor fermentacyjnych
Sludge from the fermentation chamber 20500 14355300
Osad wtorny 2600 518160
Secondary sludge
Osad po prasie 18095 9500000
sewage sludge after the press
WNIOSKI

1. Wysoko czuta metoda real-time PCR stanowi obiecujace narzedzie biologii moleku-
larne;j, dzigki ktéremu mozliwa jest szybka i doktadna diagnostyka mikrobiologiczna.

2. Probki srodowiskowe, a w szczegolnosci te pochodzace z oczyszczalni $ciekow,
moga zawiera¢ inhibitory reakcji PCR, wobec czego konieczne jest szczegolne trakto-
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wanie materiatlu podczas izolacji DNA, a w niektorych przypadkach doczyszczanie
otrzymanego juz kwasu dezoksyrybonukleinowego.

3. Stosunkowo wysoki koszt reakcji real-time PCR rekompensowany jest poprzez
mozliwo$¢ uzyskania diagnozy w bardzo krotkim czasie.

4. Konieczne sa kolejne badania nad zastosowaniem monoazydku etydyny jako
substancji umozliwiajacej izolacj¢ DNA tylko z zywych komorek bakteryjnych.
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APPLICATION OF REAL-TIME PCR METHOD IN THE DIAGNOSIS
OF PATHOGENS IN SEWAGE TREATMENT PROCESS

Matgorzata Kacprzak, Krzysztof Fijatkowski, Agnieszka Rorat

Institute of Environmental Engineering, Faculty of Environmental Protection and Engineering,
Czestochowa University of Technology
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e-mail: AgnieszkaRorat@gmail.com

Abstract. The most important thing when dealing with pathogens is quick, effective and accurate
diagnosis. Traditional methods require many hours of culturing and are gradually being replaced by molecu-
lar biology and biochemistry tools, involving techniques like PCR, electrophoresis, hybridisation or green
fluorescent protein (GFP) marking. The aim of this study was to determine whether real-time PCR may
replace the traditional method of surface cultures of environmental samples and when it should be used. The
analysed samples came from various stages of wastewater treatment processes. The amount of indicator
organisms’ cells like Salmonella typhinmurium or Clostridium perfringens was determined. The method was
also tested for “emerging” organisms such as Escherichia coli 0157:H7 and for “new” bacteria like Yersinia
enterocolitica or Legionella pneumophila. The DyNAmo HS SYBR Green gPCR Kit was used as a fluoro-
chrome. It was noted, that wastewater treatment processes significantly influenced reduction of quantity of
studied microorganisms, however do not eliminate them, hence wastewater and sewage sludge may still be
an important reservoir of pathogens. The real-time PCR is highly sensitive method, although isolation of
DNA not only form alive cells of microorganisms, could resulted in high false positive results.

Keywords: real-time PCR, wastewater treatment, sewage sludge, pathogens
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