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Wyktad plenarny

FROM COLLECTING THE SAMPLE TO MINING THE GENOME: THE
ADVENTURE OF BIODISCOVERY IN CYANOBACTERIA

Spyros Gkelis

Department of Botany, School of Biology, Aristotle University of Thessaloniki, GR 541-24
Thessaloniki, Greece

Cyanobacteria are pioneer organisms and the most important primary producers on our planet.
The evolution of oxygenic photosynthesis in Cyanobacteria changed the Earth’s early
environment, paving the way for the evolution of complex life. In turn, their autotrophic
lifestyle enabled Cyanobacteria to thrive in various habitats, ranging from terrestrial to aquatic
ecosystems, freshwaters to brackish waters, and hot springs to cold Arctic environments.
Cyanobacteria, known to produce toxins, often produce secondary metabolites, in response to
biotic or abiotic stress in the surrounding environment, providing protection and aiding in
survival over other species. Given their ability to survive under harsh and extreme conditions,
we hypothesize that cyanobacteria may produce a wide variety of compounds in specific
niches. The successful adaptation to these harsh environments is largely due to their
morphological and functional versatility, leading to a remarkable biodiversity; a large portion
of this diversity is still unknown, with new species, genera and even families discovered every
year. It is a common perception that chances for the discovery of taxonomic and chemical
novelty increase by moving towards rarely screened organisms, such as underexplored
microorganisms occupying extreme habitats or specific ecological niches. In this presentation
I will discuss on the exploration of the diversity of cyanobacteria in those habitats, their
molecular, morphological, and ecological characterization of strains, and some novel insights
on the discovery of novel metabolic potential based on genomics.
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TOKSYCZNE METABOLITY CYJANOBAKTERII I ANTYBIOTYKOOPORNE
BAKTERIE W BIOAEROZOLACH MORSKICH
W REJONIE ZATOKI GDANSKIEJ

A. Blaszczyk?®, A. Torunska-Sitarz!, E. Kotlarska?, J. Kobos!, A. Lewandowska®, H. Mazur-
Marzec?

YUniwersytet Gdariski, Wydzial Oceanografii i Geografii, Katedra Biologii Morza i
Biotechnologii, Pracownia Biotechnologii Morskiej, al. J. Pitsudskiego 46, 81-378 Gdynia,
Polska

2Instytut Oceanologii PAN, Zaktad Genetyki i Biotechnologii Morskiej, Powstancow
Warszawy 55, 81-712 Sopot, Polska

SUniwersytet Gdanski, Wydzial Oceanografii i Geografii, Katedra Oceanografii Chemicznej
i Geologii Morza, Pracownia Biogeochemicznego Obiegu Pierwiastkow, al. J. Pitsudskiego
46, 81-378 Gdynia, Polska

Autor korespondencyjny: agata.blaszczyk@ug.edu.pl

Bioaerozole nadmorskie sg przedmiotem badan prowadzonych przez wiele osrodkow na
swiecie. W Polsce, wiedza o bioaerozolach i ich konsekwencjach zdrowotnych, poza kilkoma
doniesieniami, wcigz jest znikoma. Niniejsze badania mialy na celu identyfikacje oraz
okreslenie zawarto$ci toksyn sinicowych oraz lekoopornych bakterii w aerozolach
nadmorskich w rejonie Zatoki Gdanskiej. Probki aerozoli pobrano podczas letnich zakwitow
cyjanobakterii, wykorzystujac mikrobiologiczny impaktor kaskadowy, ktory umozliwia
frakcjonowanie probek pod wzgledem wielkosci czastek aerozoli (¢ 0,65-10 um). Do
identyfikacji 1 oznaczen iloSciowych toksycznych metabolitow w probkach aerozoli 1 wody
zastosowano metody chemiczne (LC-MS/MS) i molekularne (PCR). Rownolegle do procesu
pobierania bioaerozoli z zastosowaniem impaktora mikrobiologicznego, probki powietrza
zbierano metodg sedymentacyjng, na podlozach bakteryjnych LA i ZoBell. Z uzyskanych
kolonii wyizolowano DNA genomowe, a nastgpnie badano pod katem wystepowania genow
opornosci na antybiotyki. Przeprowadzono takze analizy jako$ciowe i ilosciowe probek
fitoplanktonu morskiego.Na podstawie analiz LC-MS/MS wykazano obecno$¢ hepatotoksyn
— nodularyny i1 mikrocystyn w probkach powietrza nadmorskiego. Toksyny zidentyfikowano
we wszystkich badanych frakcjach bioaerozoli. Z kolei, analizy molekularne wykazaly
$ladowe ilosci eDNA (~10-20 ng/ul), jednak w reakcji PCR nie wykryto gendéw z operonow
kodujacych mikrocystyny/nodularyny (mcyE/ndaF). W badanym materiale stwierdzono
obecno$¢ gendw opornosci na tetracykling (tetA i tetB) oraz geny kodujace p-laktamazy (geny
blaes 1 blasy). Gtownymi komponentami zakwitu byly sinice z rodzajow: Nodularia
spumigena, Dolichospermum sp. i Aphanizomenon flosaquae. Uzyskane wyniki wskazuja, ze
bioaerozole nadmorskie z rejonu Zatoki Gdanskiej zawieraja 1 jednoczesnie transportujg
hepatotoksyny sinicowe i antybiotykooporne bakterie, co stwarza potencjalne zagrozenie dla
zdrowia 0sob przebywajacych na plazy w okresach intensywnych zakwitow sinic.
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ZMIANY BAKTERIOPLANKTONU W ZATOCE PUCKIEJ

A. Ameryk?, M. Zalewski', M. Biatowas®

Morski Instytut Rybacki — Parnstwowy Instytut Badawczy, Zaktad Oceanografii Rybackiej i
Ekologii Morza, ul. Kotlgtaja 1, Gdynia, Polska

Autor korespondencyjny: aameryk@mir.gdynia.pl

Zatoka Pucka to ostoni¢ty Potwyspem Helskim zachodni rejon Zatoki Gdanskiej. Sktada si¢ z
dwodch czesci oddzielonych od siebie pasmem ptycizn: plytszej wewnetrznej 1 glgbszej
zewnetrznej. Ze wzgledu na swoje polozenie obcigzona jest duza antropopresja. Proby na
udzial procentowy wybranych grup bakterii pobrano na trzech stacjach polozonych w obu
czesciach Zatoki Puckiej w comiesigcznych rejsach od stycznia do grudnia 2020 roku. Stacja
JR potozona w wewnetrznej czgsci zatoki byla zlokalizowana w okolicy ujécia rzeki Redy,
KOL12 w zewnetrznej czgsci zatoki w poblizu kolektora $ciekowego oczyszczalni
Debogorze, a S3 w otwartej zewnetrznej czesci zatoki z najmniejszym  wpltywem
antropogenicznym.  Wykorzystujac  znakowanie sondami  molekularnymi  (metoda
CARDFISH) oznaczono trzy zréznicowane srodowiskowo grupy SARI11 (stodkowodng
SAR11-IlIb (LDI12), oceaniczng SARII-I/I 1 baltycka SARI11-IIla) jak réwniez
Verrucomicrobia i Spartobacterie. W analizowanych wynikach wyr6zniata si¢ stacja KOL12.
W rejonie tym odnotowano wyzszy udzial procentowy Verrucomicrobia i oceanicznej grupy
bakterii SAR11-I/II. Udzial procentowy stodkowodnych SARI11-1llb i Spartobacterii
utrzymywatl si¢ na podobnym poziomie jak na pozostatych dwoch stacjach, jednak dynamika
zmienno$ci sezonowej byla odmienna. W rejonie tym odnotowano zaleznos¢ liczebnosci
oceanicznych SAR11-I/IT od temperatury. Moze to wskazywaé, ze w przeciwienstwie do
innych stacji ta grupa byta tam aktywna. Wyniki produkcji bakteryjnej i ogolnej liczebnos$ci
bakterii wskazywaly na wysoka aktywno$¢ naturalnej flory Zatoki Puckiej w rejonie
kolektora Sciekowego. Pozostate dwie stacje (S3 1 JR) polozone w zewnetrznej 1 w
wewngtrznej czesci zatoki, charakteryzowaty si¢ podobnym przebiegiem zmiennosci
sezonowej badanych grup bakterii. W rejonie ujscia rzeki Redy (stacjaJR) wysokie
liczebnosci bakterii przy ich srednich aktywno$ciach sugerowaty stodkowodne pochodzenie
bakterioplanktonu.
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TEZNIE SOLANKOWE — OTWARTE INHALATORIA CZY EMITERY
PATOGENOW?

A. Burkowska-But 2, M. Wrébel 1

Y Uniwersytet Mikotaja Kopernika, Wydzial Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych, ul.
Lwowska 1, 87-100 Torun, Polska

2 Stowarzyszenie Polskie Teznie, ul. Kosciuszki 10, 87-720 Ciechocinek, Polska

Autor korespondencyjny: wodkow@umk.pl

W ostatnich latach, nie tylko w uzdrowiskach (Busko Zdr6j, Wieliczka, Rabka, Gotdap), ale
roéwniez we wielu innych miastach (np. Warszawa, Chorzoéw, Gliwice) zbudowano teznie
solankowe. Pelnig one przede wszystkim role atrakcji turystycznych, ale takze otwartych
inhalatoridow emitujacych aerozol solankowy. Solanki krazace w obiegu t¢zni maja znaczacy
wplyw na mikrobiologiczng jako§¢ powietrza w otoczeniu tych otwartych inhalatoriéw [1].
Moga zar6wno mechanicznie oczyszcza¢ powietrze i dziala¢ biobdjczo ze wzglgdu na
zawarty w solance chlorek sodu, jak i stanowi¢ dodatkowe zrodlo zanieczyszczen, jesli do
atmosfery sa emitowane drobnoustroje obecne w solance oraz wyplukiwane z powierzchni
galazek tarniny. Z Obwieszczenia Ministra Zdrowia z dnia 29 wrzes$nia 2020 r wynika
wylacznie konieczno$¢ wykorzystywania na tezniach w uzdrowiskach wody uznanej za
lecznicza [2], o potwierdzonym sktadzie chemicznym i przebadanej mikrobiologicznie (przez
producenta, przed wprowadzeniem na tezni¢). Jednak w trakcie eksploatacji t¢zni moze
dochodzi¢ do zanieczyszczania solanki pylami i mikroorganizmami wychwytywanymi z
powietrza, a takze namnazania obecnych w solance drobnoustrojow. Takie wtorne
zanieczyszczenia nie muszg by¢ (1 najczesciej nie s3) monitorowane, mimo iz wprowadzone
do powietrza w postaci aerozolu solankowego, moga mie¢ wplyw na zdrowie osob
przebywajacych wokoét tezni. W prezentowanych badaniach material stanowity solanki
tezniowe z Ciechocinka i1 Buska Zdroju. Sprawdzono zmiany skladu i liczebnosci
mikroorganizméw w trakcie eksploatacji tezni. Z przeprowadzonych badan wynika
konieczno$¢ monitoringu mikrobiologicznego solanek w trakcie eksploatacji t¢zni. Nalezy
roOwniez zapobiega¢ dostawaniu si¢ zanieczyszczen (szczegolnie organicznych) do solanki,
poniewaz znaczaco zwigksza to przezywalno$¢ bakterii potencjalnie patogenych w
srodowisku tezni.

Bibliografia:

[1] Burkowska-But A. (2016) Teznie jako czynnik ksztattujacy mikrobiologiczng jako$¢ powietrza w
uzdrowisku. Wydawnictwo Naukowe UMK, Torun

[2] Dz.U. 2020 poz. 1838 Obwieszczenie Ministra Zdrowia z dnia 29 wrze$nia 2020 r. w sprawie ogloszenia
jednolitego tekstu rozporzadzenia Ministra Zdrowia w sprawie okre§lenia wymagan, jakim powinny odpowiada¢
zaklady lecznictwa uzdrowiskowego
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CZY GLEBOWE MIKROORGANIZMY MOGA STANOWIC ZAGROZENIE DLA
ZDROWIA CZL.OWIEKA? PIERWSZE DONIESIENIE O PRODUKCJI
ANATOKSYNY-A PRZEZ BOLIWIJSKIE SINICE LADOWE

M. Adamski!, A. Flakus®, A. Kaminski?, J. Pigtek®, M. Solarska!, P. Zmudzki®

Instytut Botaniki im. W. Szafera Polskiej Akademii Nauk, ul. Lubicz 46, 31-512 Krakéw,
Polska

2Uniwersytet Jagielloniski, Wydzial Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii, ul. Gronostajowa 7,
30-384 Krakow, Polska

SUniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum, Wydzial Farmaceutyczny, ul. Medyczna 9, 30-
688 Krakow, Polska

Autor korespondencyjny: m.adamski@botany.pl

Toksyczne zakwity sinicowe (ang. cyanobacterial harmful algal blooms, CyanoHABS) w
ostatnich latach pojawiaja si¢ z duza czestoscig na calym $wiecie. Nadmierna ilo$¢ sinic w
zbiornikach, stanowi powazny problem ekologiczny z uwagi na zmiang parametrow
fizykochemicznych wody oraz zaburzenie relacji pomigdzy bytujacymi w niej organizmami.
Sinice znane s3 z produkcji toksycznych metabolitow wtornych (tzw. toksyny
sinicowe/cyjanotoksyny), ktore wprowadzane sg do wody najczgsciej w trakcie lizy komorek.
Wiedza na temat zakwitow sinicowych jest relatywnie szeroka, znane sg czynniki promujace
te zjawiska, metody monitorowania rozwoju sinic, a takze potencjalne sposoby zapobiegania
zakwitom. Podobnie, dostepnych jest wiele informacji referujacych wplyw toksyn sinicowych
na rézne organizmy, w tym komorki cztowieka. Niestety do tej pory niewiele jest danych na
temat mozliwosci syntezy toksycznych metabolitow przez sinice zasiedlajgce nietypowe
stanowiska, takie jak pustynie, arktyczne maty czy zbiorowiska glebowe. Ponadto w
niektoérych rejonach $wiata — np. w Ameryce Poludniowej, wiedza dotyczaca zakwitow
sinicowych i1 cyanotoksyn ograniczona jest tylko do kilku krajow (np. Argentyny, Chile czy
Brazylii). Glownym celem niniejszych badan byta weryfikacja mozliwosci syntezy
najczesciej oznaczanych cyanotoksyn — neurotoksycznej anatoksyny-a, cytotoksycznej
cylindrospermopsyny oraz hepatotoksycznej mikrocystyny-LR przez sinice zasiedlajace
stanowiska glebowe zlokalizowane w poblizu boliwijskiego parku narodowego Reserva
Ecologica de Apa Apa (La Paz, prowincja Sud Yungas; 16°20'39.70"S, 67°29'54.32"W).
Wykorzystano ultrasprawng chromatografi¢ cieczowa w potaczeniu ze spektrometria masowa.
(UHPLC-MS). Uzyskane wyniki potwierdzily obecnos$¢ anatoksyny-a, ktorej stezenie w
przeliczeniu na sucha mase wynosito 1.69 = 1.42 pg-g?. Jest to pierwsze doniesienie
dotyczace wystepowania anatoksyny-a w Boliwii oraz pierwsze wskazujgce na mozliwos¢
syntezy tego zwiazku przez sinice ladowe.
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TRANSFORMACJE AZOTU W STREFIE MINIMUM TLENOWEGO: POTENCJAL
METAGENOMICZNY
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Strefy minimum tlenowego (OMZ, z ang. oxygen minimum zone) to miejsca, w ktorych
drobnoustroje wykorzystuja alternatywne akceptory elektronéw w procesach oddychania.
Reakcje przeksztalcania azotu przeprowadzane przez te zbiorowiska mikroorganizméw
zmieniaja np. stopien utlenienia zwigzkow azotu, zapewniajac jego biodostepnos$é oraz
przyczyniajac si¢ do emisji form gazowych do atmosfery, w tym gazu cieplarnianego, jakim
jest podtlenek azotu (N.O). Analiza porownawcza genow zaangazowanych w cykl azotu w
Glebi Bornholmskiej, Glebi Gdanskiej 1 Glebi Gotlandzkiej (Baltyk Wtasciwy) wykazata, 1z
strefy te byly zdominowane przez Thaumarchaeota (rodzina Nitrosopumilaceae) i
Proteobacteria (rodzina Thioglobaceae). Potencjalne genomy wyodrebnione z metagenomow
skorelowaly natomiast aktywno§¢ metaboliczng tych mikroorganizméw odpowiednio z
nitryfikacja 1 z denitryfikacjg. Ponadto przeprowadzone badania potwierdzity mozliwos¢
uwalniania N.O w strefach deficytu tlenowego, ze wzgledu na wiekszg liczebno$¢ genow
NOR (kodujacych reduktazy tlenku azotu) w poréwnaniu do genéw NOS (kodujacych
reduktazy podtlenku azotu). Podczas analiz zastosowano roéwniez bining, ktéry laczy i
identyfikuje kontigi nalezace do tej samej populacji. Podej$cie to pozwolito na wyjasnienie
wysokiej liczebnos¢ Nitrosopumilaceae w OMZ, poprzez skorelowanie ich szlaku utleniania
amoniaku z potencjalng aktywnos$cig w procesie dysmutacji NO do O. i N.. Uzyskane wyniki
wskazuja zatem, iz w strefach deficytu tlenowego mikroorganizmy wykazuja potencjal do
efektywnego powadzenia procesu nitryfikacji w potaczeniu z dysmutacjg, a ten szlak
metaboliczny obok denitryfikacji moze by¢ istotnym procesem emisji azotu do atmosfery. W
zwigzku z powyzszym zastosowane podejscie badawcze stanowi istotng wskazowke do
dalszych analiz transkryptomicznych.

Podzickowania

Badania byly finansowane z Narodowego Centrum Nauki w ramach projektu nr. 2019/34/E/ST10/00217
~IDEAL: Zbadanie sezonowej zmiennosci denitryfikacji i anammox w kolumnie wody morskiej i osadzie Morza
Balttyckiego™.
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WPLYW ANTROPOPRESJI NA SEZONOWE ZMIANY SKLADU
TAKSONOMICZNEGO MIKROORGANIZMOW JEZIOROWYCH Z DOMENY
BACTERIA I WYSTEPOWANIE POTENCJALNYCH PATOGENOW Z RODZINY
LEGIONELLA | AEROMONAS.
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Jednym z efektow antropopres;ji jest przyspieszona eutrofizacja wod jeziornych, ktora
prowadzi¢ moze do znaczacych zmian w funkcjonowaniu sieci troficznych. W niniejszej
prezentacji przedstawiamy w jaki sposob antropogeniczna eutrofizacja wptywa na sezonowe
zmiany w strukturze taksonomicznej bakterioplanktonu jeziorowego i czy zmiany te moga
wigza¢ si¢ ze zmianami frekwencji wystepowania oportunistycznych patogendéw z rodzaju
Legionella i Aeromonas. Obiektem badan byly jeziora nalezace do systemu Wielkich Jezior
Mazurskich, ktére stanowig unikalny w skali europejskiej system potaczonych jezior
polodowcowych z wyraznym gradientem eutrofizacji utworzony na skutek dziatalnosci
cztowieka. Stwierdzilismy, ze struktura taksonomiczna bakterii w jeziorach eutroficznych w
sposob istotny statystycznie rdznita si¢ od struktury taksonomicznej obserwowanej w
jeziorach mezo-eutroficznych, poddanych mniejszej antropopresji. W jeziorach eutroficznych
sktad taksonomiczny mikroorganizmow z domeny Bacteria charakteryzowal si¢ znaczng
dynamika i podlegat znaczacym zmianom sezonowym, ktorych nie stwierdzono w jeziorach
mezo-cutroficznych. Analizujgc frekwencje wystepowania bakterii z rodzaju Legionella i
Aeromonas stwierdziliémy, ze istnieje specyficzny sktad taksonomiczny bakterii zwigzany z
wystepowaniem Legionella spp. Najwyzsze dodatnie istotne statystycznie korelacje z
wystepowaniem Legionella spp. stwierdzono dla rodzin Pirellulaceae, Mycobacteriaceae i
Gemmataceae. Najwyzsze ujemne korelacje stwierdzono dla rodzin Sporichthyaceae,
Flavobacteriaceae, niehodowanych rodzin z klasy Verrucomicrobia i Chitinophagaceae.
Reasumujac antropogeniczna eutrofizacja wod jeziornych przyczynia si¢ do znaczacych
zmian w dynamice funkcjonowania zespoldw mikroorganizméw jeziorowych, Czego
konsekwencja sg zmiany w funkcjonowaniu calego ekosystemu jeziorowego. Ponadto zmiany
sktadu taksonomicznego bakterioplanktonu moga promowa¢ zwigkszenie udzialu
mikroorganizmoéw potencjalnie patogennych zaré6wno za sprawg preferencji okreslonych
warunkéw  fizykochemicznych wody jak 1 interakcji z poszczegdlnymi grupami
taksonomicznymi wspotwystepujacych mikroorganizmow.
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Ostatnio na calym $wiecie identyfikuje si¢ wielolekooporne bakterie: patogenne, komensalne
1 $Srodowiskowe. Rozprzestrzenianie opornosci na antybiotyki zachodzi gtownie na drodze
horyzontalnego transferu genéw (HGT), w ktorym biora udzial m.in. plazmidy oraz
integrony. Do tej pory opisano pi¢¢ klas integronéw, wérod ktorych klasa 1 i 2 sg najbardziej
rozpowszechnione. Zmiennymi elementami integronow sa kasety genowe. Koduja one
opornos¢ na antybiotyki, ale moga rowniez zawiera¢ geny zwigzane z adaptacja do
zmieniajgcych si¢ warunkow srodowiskowych. W pracy testowano wystepowanie integronOw
klasy 1-3 w puli 442 szczepow pochodzacych ze $ciekéw surowych i oczyszczonych
(Grupowa Oczyszczalnia Sciekéw ,,Debogérze” zrzucajaca $cieki oczyszczone do Zatoki
Puckiej), hodowanych na podiozach z cefotaksymem,. Szczegétowej analizie poddano jedyny
szczep, W ktorym wykryto integron klasy 3. Zbadano lekowrazliwos¢ metoda dyfuzyjno-
krazkowa oraz oznaczono najmniejsze stezenia hamujace (MIC) dla antybiotykow zgodnie z
wytycznymi EUCAST, uzywajac paskow z gradientem stezen antybiotyku (E-test). Badany
szczep wykazywat oporno$¢ na aztreonam, ciprofloksacyne, cefepim, cefotaksym i
ceftazydym. Genomowe DNA szczepu poddano sekwencjonowaniu (NovaSeq6000,
[Mlumina). Szczegoétowa analiza sekwencji wykazata obecnos¢ czterech plazmidow, z ktorych
jeden zawieral integron klasy 3 oraz geny opornosci na aminoglikozydy i fluorochinolony
(gen aac(6°)-1b-cr) oraz na antybiotyki B-laktamowe (gen blaOXA). Plazmid ten nalezat do
grupy niezgodnosci IncQ2. Plazmidy te zdolne sg do replikacji w niezwykle szerokim
zakresie gospodarzy. Badany szczep pochodzacy ze Sciekow oczyszczonych moze by¢ zatem
wektorem przenoszacym geny antybiotykoodpornosci do srodowiska morskiego ze Sciekow.
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DOMINACJA PANDEMICZNEGO KLONU ST131 WSROD
WIELOLEKOOPORNYCH SZCZEPOW ESCHERICHIA COLI IZOLOWANYCH ZE
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I. Wasko?, A. Kozinska?, E. Kotlarska?, A. Luczkiewicz®, S. Fudala-Ksiazek®, A. Baraniak!

Narodowy Instytut Lekoéw, Zaktad Badan Biomedycznych, Chetmska 30/34, Warszawa,
Polska

?Instytut Oceanologii Polskiej Akademii Nauk, Zaktad Genetyki i Biotechnologii Morskiej,
Powstancow Warszawy 55, Sopot, Polska

SPolitechnika Gdariska, Wydzial Inzynierii Lgdowej i Srodowiska, Narutowicza 11/12,
Gdansk, Polska

Autor korespondencyjny: i.wasko@nil.gov.pl

Woprowadzenie: Waznym aspektem nadzoru sanitarno-epidemiologicznego pandemii
COVID-19 byto monitorowanie obecno$ci materiatu genetycznego SARS-CoV-2 w $ciekach
(wastewater based epidemiology, WBE), ktore wskazywalo rzeczywiste trendy czestosci
wystepowania wirusa. Wyniki badan uzyskane z zastosowaniem analizy WBE w walce z
COVID-19 uczynily ja potencjalnym narzedziem do $ledzenia réwniez innych
niebezpiecznych dla cztowieka drobnoustrojow.

Cel badan: Analiza WBE szczepow Escherichia coli izolowanych w czasie pandemii
COVID-19.

Materialy i metody: Szczepy E. coli izolowano na podtozu mFC z cefotaksymem ze Sciekow
surowych (SS) i oczyszczonych (SO) pobranych z oczyszczalni Gdynia-Dg¢bogorze.
Lekowrazliwo$¢ szczepéw oznaczono metoda dyfuzyjno-krazkowa. Typowanie izolatow
przeprowadzono za pomoca analizy filogenetycznej, PFGE 1 MLST. Geny kodujace B-
laktamazy oraz czynniki wirulencji wykrywano z zastosowaniem specyficznych reakcji PCR.
Wyniki: Lacznie ze Sciekow wyizolowano 130 szczepow E. coli (n=50 z SS; n=80 z SO).
Okreslenie lekowrazliwosci wykazato wielolekooporno$¢ wiekszosci (96,8%) szczepow, a
opornos¢ na B-laktamy wynikata glownie z wytwarzania ESBL z rodziny CTX-M-1 (54%)
lub CTX-M-9 (43%). Ponad potowa (53,8%) szczepéw SS nalezata do filogrupy B2,
natomiast wsrdd szczepow SO najczestsza byta filogrupa E (37,5%). Typowanie izolatow
wykazato ich wysoka réznorodnos¢ (73 typy PFGE; 32 klony/ST w typowaniu MLST).
Najczestszymi identyfikowanymi genami wirulencji byty: fim (93,8%), aer (43,8%) i pap
(20,8%).

Podsumowanie: Wsrod zidentyfikowanych klonow, dominujacym (n=31; 23,8%) okazat si¢
ST131, ktory nalezy do tzw. klonow wysokiego ryzyka, bedacych przyczyng zakazen uktadu
moczowego (ZUM). Szczepy E. coli ST131 izolowane byty zarowno w probkach SS jak i SO,
cho¢ w SS byly reprezentowane znacznie liczniej. Uzyskane wyniki potwierdzily
efektywnos¢ analizy WBE w ocenie jakosci Sciekow pod wzgledem bezpieczenstwa
sanitarnego.
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Cyjanobakterie, rozpowszechnione we wszystkich srodowiskach i strefach klimatycznych,
dzicki mozliwosciom adaptacyjnym moga zdominowaé niektore ekosystemy wodne. Ich
niezwykta zdolno$¢ do adaptacji oraz zdobywania przewagi nad innymi organizmami wynika
z kombinacji unikalnych dla tej grupy mikroorganizméw cech, jak tez z umiejetnosci
szybkiego przystosowania si¢ do zmieniajacych si¢ warunkéw abiotycznych i1 biotycznych.
Na tym ogdélnym obrazie oddzialywan cyjanobakterii w $§rodowiskach wddnych
przedstawione zostang przyktady badan prowadzonych na Wydziale Biochemii, Biofizyki i
Biotechnologii, dotyczacych m.in.: (i) genetycznych, fizjologicznych 1 biochemicznych
mechanizmow adaptacji  toksycznych/inwazyjnych cyjanobakterii, (ii) bioremediacji
cyjanotoksyn z wod stodkich, (iii) interakcji cyjanobakterie-cyjanofagi oraz (iv) biologii
syntetycznej cyjanobakterii w kontekscie ich wykorzystania w biotechnologii przemystowe;j i
srodowiskowej. Dzigki szerokiemu spektrum badan, prowadzonych w kooperacji z zespotami
z polskich oraz zagranicznych jednostek naukowych mozliwe jest szersze spojrzenie na
problematyke wystepowania cyjanobakterii w wodach stodkich, ale takze potencjalne
mozliwos$ci ich wykorzystania w procesach biotechnologicznych.
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FIZJOLOGICZNE | BIOCHEMICZNE MECHANIZMY ADAPTACJI SZCZE,P(')W
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Intensywny rozw¢j sinic w ekosystemach wodnych prowadzi do wielu problemow
srodowiskowych i ekonomicznych. W europejskich zbiornikach wody stodkiej coraz czgsciej
notuje si¢ obecno$¢ inwazyjnego gatunku Raphidiopsis raciborskii o duzej zdolnosci
adaptacyjnej do zmieniajagcych si¢ warunkow s$rodowiskowych. Jednakze stabo poznane
pozostaja mechanizmy adaptacyjne toksycznych i potencjalnie toksycznych szczepow tego
gatunku do réznych czynnikow $rodowiskowych, w szczegdlnosci do powszechnego
w klimacie umiarkowanym czynnika stresowego zwigzanego z niskg temperatura i silnym
Swiattem, tzw. stres chill/light. Celem badan byto opisanie fizjologicznych 1 biochemicznych
podstaw adaptacji szczepow R. raciborskii, pochodzacych z réznych rejonow geograficznych
do tego typu stresu. W tym celu analizowano parametry zwigzane ze wzrostem oraz
natezeniem fotosyntezy i1 oddychania: tempo wzrostu, akumulacj¢ chlorofilu i NADPH,
fluorescencje chlorofilu 1 produkcje oraz konsumpcje tlenu. Wyniki wskazuja, ze badane
szczepy posiadaja odmienne modele odpowiedzi na warunki stresowe i s3 zdolne do szybkiej
maksymalizacji tempa wzrostu w warunkach zblizonych do optymalnych. Akumulacja
chlorofilu byla mniejsza w hodowlach poddanych dziataniu stresu, podczas gdy poziom
wewnatrzkomorkowego NADPH byt wyzszy w obecnosci czynnikow stresowych we
wszystkich analizowanych szczepach. Fotochemiczna wydajno$¢ kwantowa znaczaco spadta
w warunkach stresowych u wszystkich szczepéw, z wyjatkiem toksycznego szczepu R.
raciborskii CS-505. Co wigcej, wszystkie badane szczepy zwigkszyly natgzenie oddychania
podczas stresu. Na podstawie uzyskanych danych mozna wnioskowac, ze stres chill/light
indukuje rézne reakcje fizjologiczne i biochemiczne u badanych szczepéw R. raciborskii,
jednak wszystkie z nich moga skutecznie reagowaé, utrzymujac wydajno$¢ procesu
fotosyntezy na stabilnym poziomie podczas stresu i ponownie zainicjowaé wzrost, gdy
warunki ulegaja poprawie, co wskazuje, ze mechanizmy adaptacyjne zapewniaja dobra
ochrong przed ciggla zmiang warunkow $rodowiskowych.
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Morskie cyjanofagi sa w stanie do pewnego stopnia kontrolowa¢ metabolizm zakazonych
komoérek cyjanobakterii, aby wydajnie namnaza¢ wirusy potomne, jednak brakuje
wystarczajacej wiedzy na temat tego, w jaki sposéb cyjanofagi stodkowodne zmieniajg
metabolizm gospodarza. Badania fizjologiczne i proteomiczne przeprowadzone na
stodkowodnych cyjanobakteriach z gatunkow Aphanizomeon flos-aquae, Mircosystis
aeruginosa oraz Raphdiopsis raciborskii wykazaty, ze infekcja cyjanofagowa prowadzi do
znacznego przemodelowania metabolizmu zakazonych komorek. Obnizenie wydajnosci
fotouktadu II w zakazonych komdrkach oraz zmniejszona ilo$¢ biatek zaangazowanych w
faze jasng fotosyntezy wskazuja, iz fotosynteza nie jest gldwnym sposobem pozyskiwania
energii w procesie infekcji. Z kolei zwigkszona 1lo$¢ biatek zaangazowanych w glikolizg, cykl
kwasow trikarboksylowych 1 szlak pentozofosforanowy sugeruja, ze procesy kataboliczne
przewazaja nad anabolicznymi. Obserwacje te potwierdzaja znacznie wyzsze st¢zenia ATP
i NADPH w zainfekowanych komorkach. Proces infekcji wptywa rowniez na zwigkszenie
produkcji biatek odpowiedzialnych za biosynteze nukleotydow i aminokwasow. Zmiany
metaboliczne wywotane infekcja cyjanofagowa prowadza do zwigkszonej podazy energii,
rownowaznikoéw redukcyjnych oraz nukleotydow i aminokwaséw niezbednych do tworzenia
wirusOw potomnych.
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Wody $rodladowe sg waznymi zrodtami transportu metanu do atmosfery, stanowigc nawet
40% catkowitej produkcji metanu z globalnych ekosystemow naturalnych. Ze wzgledu na role
metanogenéw w produkcji metanu oraz znaczaca funkcje metanotrofow w kontrolowaniu
Strumieni emisji tego gazu do atmosfery podjeto badania majace na celu identyfikacje
czynnikow srodowiskowych wptywajacych na metanogeny i metanotrofy wchodzace w sktad
mikrobiomu ekosysteméw mokradtowych. Postawiono hipoteze, ze sktad zbiorowisk
mikroorganizméw  zaangazowanych w obieg metanu jest funkcja warunkow
fizykochemicznych wody oraz zalezy od stezenia tlenu na réznych gltebokosciach zbiornikow
torfowiskowych. Strukture metanogennych Archaea i bakterii utleniajacych metan (MOB)
oznaczano z wykorzystaniem fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ w modyfikacji DOPE-
FISH. Wyniki wykazaly znaczace rdznice w zbiorowiskach Procaryota miedzy srodowiskiem
tlenowym  (podpowierzchniowym) i suboksycznym (przydennym) w zbiornikach
torfowiskowych. Metanogeny byly obserwowane w okresach beztlenowych, podczas gdy
metanotrofy byty obecne niezaleznie od glgbokosci wody 1 pory roku. Obfitos¢ metanogendéw
byta odwrotnie skorelowana z DO i CO.. Metanotrofy natomiast lepiej przystosowaty si¢ do
zmieniajacych si¢ warunkow siedliskowych 1 w warstwach podpowierzchniowych byty
dodatnio skorelowane z temperaturg, DOC 1 TON, podczas gdy ujemnie z pH.
Najwazniejszymi czynnikami regulujacymi obecno§¢ MOB w warstwie naddennej byty CO.
i TON. Wykazano, ze dostepnos$¢ tlenu nie jest warunkiem niezb¢dnym dla obecnos¢
metanotroféw w zbiornikach torfowiskowych.
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Cyjanofagi, czyli wirusy infekujace cyjanobakterie odgrywaja wazng rol¢ w ekosystemach
wodnych regulujac populacje cyjanobakterii, wpltywajac zar6wno na ro6znorodnosé
genetyczna, jak i cykle biogeochemiczne. Szacuje si¢, ze kazdego dnia cyjanofagi na calym
Swiecie usmiercajg okoto 20% wszystkich komorek sinic. Z tego powodu rozwaza si¢ ich
wykorzystanie do ograniczania zakwitdéw cyjanobakterii. Istotnym problemem jest brak badan
podstawowych dotyczacych interakcji cyjanofagow 1 cyjanobakterii, co hamuje ich
ewentualne wykorzystanie do zapobiegania zakwitom sinic. Nasze badania skoncentrowane
sa na relacji wirus-gospodarz miedzy wybranymi szczepami stodkowodnych cyjanobakterii
z gatunkow Microcystis aeruginosa (szczepy NIES-298 i PCC7813) i Raphidiopsis
raciborskii (szczepy wyizolowane w lzraelu, Polsce i Australii) oraz dwoma cyjanofagami
pochodzacymi z réznych stref klimatycznych 1 wykazujacych odmienne mechanizmy infekcji.
Celem byto ustalenie potencjalu obu cyjanofagéw do infekcji szczepdéw sinic innych niz
pierwotnie opisane jako ich naturalni gospodarze. Wykazano, ze oba fagi moga modulowac
fizjologie szczepow niekanonicznych hamujac ich wzrost 1 aktywno$¢ fotosyntetyczna.
Zweryfikowano takze mozliwo$¢ namnazania czastek wirusowych. Obecno$¢ cyjanofagow
prowadzita do réznych zmian w toksycznosci. W przypadku peinej infekcji obserwowano
znaczacy spadek zawartosci toksyn. Jednakze w sytuacji cze$ciowej lizy komorek lub jej
braku (przy jednoczesnych zmianach fizjologii) wykazano zwigkszenie stezenia toksyn w
komorce. Moze to wskazywac na selekcje szczepow bardziej toksycznych, co jest szczegdlnie
istotne dla srodowiska 1 zdrowia ludzi.
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Sinice to gromada samozywnych prokariontéw zdolnych do produkcji licznych, uzytecznych
zwigzkow chemicznych. Co roku odkrywane i badane sg nowe gatunki, ktérych metabolom
moze zawiera¢ niepoznane lub rzadko wystepujace czasteczki. Grupa naukowcoéw z Grecji
opisata niedawno pie¢ nowych przedstawicieli sinic: Iphianassa zackieohae, Jaaginema sp.,
Komarekiella chia, Nodularia mediterranea i Trichormus variabilis. Zbadano wplyw
wymienionych gatunkéw na rosling wodng Lemna trisulca, ktéra wykazata zdolnos¢ do
ograniczania zakwitow sinicowych [1]. Oszacowano rowniez toksyczno$¢ ekstraktow
Z badanych sinic w testach Thamnotoxkit F 1 Algaltoxkit F firmy Tigret. Wyniki wskazuja, ze
wszystkie badane gatunki, oprocz |. zackieohae, w czasie wspoélnej kultywacji ograniczaja
wzrost L. trisulca i powoduja zwickszenie w niej zawartosci karotenoidow. Sinice Jaaginema
sp., N. mediterranea i K. chia podwyzszaja rowniez catkowita zawarto$¢ biatek w roslinie.
Gatunki Jaaginema sp., N. mediterranea i T. variabilis wykazuja zdolno$¢ do alkalizacji
srodowiska w obecnosci makrofitu. Jedynie dla Jaaginema sp. i T. variabilis wykazano
toksycznos¢ w teScie Thamnotoxkit F. Zaobserwowano, ze ekstrakty z badanych sinic
wpltywaja na intensywno$¢ oddychania i fotosyntezy L. trisulca. W przypadku K. chia
zaobserwowano zjawisko ,paralizu metabolicznego”, czyli przejSciowego, prawie
calkowitego zahamowania oddychania i fotosyntezy. Przy uzyciu UHPLC oznaczono §ladowe
ilosci mikrocystyny-LR w I. zackieohae i T. variabilis. Nie zaobserwowano wigkszych zmian
w poziomie chlorofilu a i b w L. trisulca oraz w poziomie rozpuszczonego tlenu w pozywce.
Oceniono, ze test Algaltoxkit F nie nadaje si¢ do pomiaru toksycznosci ekstraktow z sinic.
Otrzymane wyniki wskazuja, ze Jaaginema sp., N. mediterranea, T. variabilis oraz K. chia sg
zdolne do produkcji szkodliwych zwigzkow bioaktywnych.

[1] Kucata M et al (2021), Phytoremediation of CYN, MC-LR and ANTX-a from Water by the Submerged
Macrophyte Lemna trisulca. Cells, 10, 699.
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Wedlug  Swiatowej Organizacji Zdrowia, oporno$¢ na antybiotyki to jedno
z 10 najwiekszych zagrozen dla ludzkosci w XXI wieku [1]. Zjawisko to bylo przyczyna
$mierci stu osob dziennie w Europie w 2020 roku, a w zwiazku z rosnaca lekoopornoscia
patogendw systemy opieki zdrowotnej krajow europejskich ponosza rocznie straty
w wysokosci ok. 1mld € [2]. Wyzwaniem dla naukowcow i przemyshu farmaceutycznego jest
wiec szybkie opracowanie skutecznej alternatywy dla obecnie stosowanych lekow. Przez
wiele dziesigcioleci gtdéwnie mikroorganizmy glebowe byly wykorzystywane jako zrodto
zwigzkow stanowigcych punkt wyjscia do projektowania antybiotykow. Nowym zasobem
eksplorowanym pod tym katem w ostatnich latach sa mikroorganizmy morskie. Celem
prezentowanych badan byta 1) selekcja battyckich szczepéw zdeponowanych w kolekcji
Pracowni Biotechnologii Morskiej Uniwersytetu Gdanskiego, ktore wykazuja najsilniejsza
aktywno$¢ antybakteryjna; 2) identyfikacja wybranych metabolitow aktywnych biologicznie.
Oceniono aktywnos¢ surowych ekstraktow etanolowych 1 heksanowych, pozyskanych z 45
szczepOw  cyjanobakterii.  Testy z  zastosowaniem metody  mikrorozcienczen
w podtozu plynnym wykonano na lekoopornych, klinicznych izolatach z grupy ESCAPE [4],
a takze na szczepach  Streptococcus pyogenes, Mycobcaterium  smegmatis
oraz Chromobacterium violaceum. Aktywnos$¢ antybakteryjng wykazaly glownie ekstrakty
pozyskane ze szczepow sinic nalezacych do rzedéw Oscillatoriales i Nostocales. Do dalszych
badan wyselekcjonowano ekstrakty ze szczepdw o najsilniejszej aktywnosci (odnotwanej
w stezeniu <100 pg/mL): Aphanizomenon sp. KUCCCL, oraz Pseudanabaena sp. KUCC C3.
W celu identyfikacji aktywnych frakcji/zwiazkow zastosowano podejscie izolacji sterowanej
aktywnoscig (ang. bioactivity guided isolation), z wykorzystaniem chromatografii
preparatywnej i spektrometrii mas.

Finansowanie:
Litewska Narodowa Fundacja Nauki, numer grantu S-PD-22-16 CyanoSure
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Mikroplastiki (MPs) sa aktualnie jednym z najczesciej badanych typdw zanieczyszczen.
W $rodowisku wodnym, rozmiary MPs pokrywaja si¢ czesto z wielkoscig typowego pokarmu
drobnych filtratorow i drapieznikow, ale niewiele badan dotyczyto pochtaniania MPs przez
pierwotniaki. Orzeski, stanowig istotny element petli mikroorganizmalnej 1 piramidy
troficznej, a zjadane przez drapiezniki moga przenosi¢ mikroplastiki na wyzsze poziomy
troficzne. Do eksperymentow wykorzystano trzy roézne gatunki orzeskow: Blepharisma
japonicum, Euplotes sp. i Spirostomum teres oraz dwa rodzaje polistyrenowych kulek
0 érednicy 1 i 2 pm, uzywanych kazde w dwodch zageszczeniach 10 i 107 kulek x mL™.
Wyniki przeprowadzonych eksperymentow wykazaly, ze zaggszczenie mikroplastikow
wplywa na tempo podzialu orzgskéw i tempo wzrostu populacji w $rodowisku (p <0.01).
Ponadto stwierdzono, ze liczba mikrokulek pochlanianych przez orzgski, wzrasta w czasie i
zalezy od ich zageszczenia i wielkoéci. Srednio, najwiecej pochtonietych mikrokulek (883,11
+ 521,47) stwierdzono u B. japonicum po 60 minutach ekspozycji w niskim zaggszczeniu
kulek o $rednicy 1 pum, a najmniejszg liczbe kulek obserwowano po 5 minutach w niskim
zageszezeniu wigkszych kulek. Tempo pochtaniania MPs przez wybrane gatunki orzeskow
bylo statystycznie istotnie zalezne od ich zaggszczenia, czasu ekspozycji i rozmiaru
(p <0.001). Najwyzsze tempo pochtaniania MPs, stwierdzono u orzeskow wkrotce
po rozpoczegciu eksperymentow w Srodowisku o najnizszym zageszczeniu mikroplastikow.
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Procesy pozyskiwania zielonej energii sa zagadnieniem wyjatkowo waznym, zardwno w
kontekscie ochrony srodowiska oraz odzyskiwania zasobow i energii. Procesy efektywne;j
produkcji mikrobiologicznej biopaliw stanowig wazny element przetwarzania biologicznych
odpadéw 1 produkcji bioenergii. Fermentacja metanowa stanowi przyklad wykorzystania
mikroorganizméw do produkcji energii z odpadow organicznych o réznym skladzie.
Efektywnos$¢ produkcji metanu oraz jego stezenie w wyprodukowanym biogazie zalezy nie
tylko od warunkéw prowadzenia procesu 1 jakosci i sktadu dozowanego odpadu, ale réwniez
od sktadu jakos$ciowo-ilosciowego oraz aktywnosci poszczegdlnych grup mikroorganizmow
odpowiedzialnych za prowadzenie poszczegélnych etapéw procesu. Zjawisko ksztaltowania
si¢  wyspecjalizowanego funkcjonalne zbiorowiska mikroorganizméw prowadzacego
okreslony proces biochemiczny jest wazne nie tylko z punktu widzenia efektywnosci procesu,
ale rowniez szeroko pojetej ekologii mikroorganizméw. W prezentowanym eksperymencie
zbadano sktad zbiorowiska mikroorganizméw w dwoch bioreaktorach prowadzacych proces
metanogenezy w czasie wpracowania procesu fermentacji metanowej na osadach sciekowych
pochodzacych z komunalnej oczyszczalni $ciekow. Analize struktury i zmiennoSci
zbiorowiska prowadzono metoda sekwencjonowania nowej generacji z uzyciem fragmentu
genu kodujacego 16S rRNA. Proces byt monitorowany pod katem efektywnosci produkcji
biogazu oraz jego sktadu. Zbiorowisko obu bioreaktorow w procesie wpracowania pierwotnie
bylo zdominowane przez typy Anaerolineae i Bacteroidia, w koncowej fazie wpracowania
procesu zwiekszyta si¢ frakcja Clostridia oraz Actinobacteria, a najwigksza zmiana zaszta w
liczebnosci Acidimicrobiia. Struktura zbiorowiska obu bioreaktoréw wygladata podobnie, z
niewielkimi r6znicami w proporcjach poszczegdlnych grup bakterii. Efektywnos¢ produke;ji
biogazu w obu bioreaktorach rowniez ksztaltowata si¢ na podobnym poziomie. Po
rozpoczeciu dozowania wodoru, stymulujgcego proces biometanacji, struktura zbiorowiska
bioreaktora eksperymentalnego nie ulegata wigkszym zmianom na poziomie typu, jednak
produkowany w nim biogaz zawierat o 9-12% wigcej metanu.

Podzigkowania: Prezentowane badania sa finansowanie w ramach projektu POL-NOR 2020-23, Anaerobic
biorefinery ~ for  resource  recovery from  waste feedstock, = Wastevalue nr  kontraktu:
NOR/POLNOR/WASTEVALUE/0002/2019-00. A. Ziembinska-Buczynska jest finansowana z projektu MEIN
w ramach wsparcia dziatalnosci statutowej Wydziatu Inzynierii Srodowiska i Energetyki Politechniki Slaskiej z
projektu o numerze: 08/070/BK_23/0024 (BK-253/RIE7/2023).
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Uzytkowanie herbicydow glifosatowych nie odbywa si¢ bez reperkusji. Masowe protesty
wybuchly w Europie w 2015 roku, gdy Komisja Europejska przedluzyla licencj¢ na
stosowanie herbicydow na bazie glifosatu w krajach UE. To woéwczas wtedy
Migdzynarodowa Agencja Badan nad Rakiem Swiatowej Organizacji Zdrowia (IARC)
stwierdzita, ze glifosat jest ,,prawdopodobnie rakotworczy’’. Przypuszczalnie, w ciagu
ostatnich 10 lat na catym §wiecie zuzyto ponad 6 miliardow kilograméw herbicydu Roundup.
Z tego wzgledu waznym aspektem jest doktadne poznanie, jakie odgrywa ryzyko, zwlaszcza
dla pracownikéw rolnych, konsumentéw zywnosci oraz w jaki sposdb zagraza srodowisku
przyrodniczemu [3]. Osad czynny jest swoistym ekosystemem, w ktorym zachodza
réznorodne procesy fizyczne i biologiczne, prowadzac tym samym do oczyszczania Sciekow.
Mikroorganizmy wchodzace w sktad osadu czynnego, wytwarzaja enzymy, umozliwiajace
katalizacj¢ reakcji biochemicznych, w konsekwencji prowadzac do rozkladu zwigzkéw
wielkoczasteczkowych (biatek, ttuszczy, cukréw) do koncowych produktow nieorganicznych
takich jak CO,, H.O oraz NO<, SOz, POs. Makroskopowo osad czynny przyjmuje postaé
ktaczkow, a zwiazki, ktore sa zawarte w Sciekach absorbuja si¢ na ich powierzchni, tym
samym powodujagc rozpad na mniejsze fragmenty [2]. Podstawowa ideg dotyczaca
zrdwnowazonego rolnictwa jest ochrona gleby dla przysztych pokolen. Dlatego tak istotne
jest, aby wzia¢ pod uwage mozliwos¢ przenikania do gleby herbicyddéw oraz ich adiwuwatow.
Wysoka mobilnos¢ glifoastu do srodowiska wodnego rowniez moze negatywnie przyczynia¢
si¢ do oczyszczania ScieckOw metoda osadu czynnego. Glifosat moze by¢ biodegradowany
przez bakterie osadu czynnego, natomiast réwnoczesnie moze powodowal negatywne
zjawisko jakim jest puchnigcie osadu czynnego, co z kolei prowadzi do pogorszenia zdolnosci
osadu do sedymentacji i zaktocania procesOw oczyszczania Sciekow [1].

[1] Balthazor T.M, Hallas L.E (1986) Glyphosate degrading microorganisms form industrial activated sludge,
Environmental Microbiology, 51: 432-434.

[2] Gryta A. et al. (2013). Application of Biology Ecoplate® to monitor the ecotoxicity status of sewage sludge
(a review), Acta Agrophysica, 174 No. 4

[3] Kowalska G, Kowalski R (2020). Pestycydy — zakres i ryzyko stosowania, korzysci i zagrozenia-praca
przegladowa, Annales Horticulturae 29: 5-25
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Antropogeniczna eutrofizacja wraz z globalnym ociepleniem klimatu stwarzajg preferencyjne
warunki dla rozwoju heterotroficznych mikroorganizméw, w tym bakterii patogennych.
Zanieczyszczenia mikrobiologiczne sa jednymi z najwigkszych zagrozen dla $rodowisk
wodnych na caltym $wiecie. W naszych badaniach skupiliSmy si¢ na zbiornikach wodnych
Wielkich Jezior Mazurskich, ktére stanowig unikalny system polaczonych ze soba jezior,
charakteryzujacy si¢ obecnoscia gradientu eutroficznego. Dotychczasowe badania wykazaty,
ze obecno$¢ patogennych bakterii, $cisle zwigzanych ze srodowiskiem wodnym, np z rodzaju
Legionella jest zwigzana z antropogeniczng eutrofizacjg. W naszych badaniach skupilismy sie¢
na weryfikacji hipotezy, iz specyficzny sktad taksonomiczny zespotow mikroorganizméw
wplywa na wystgpowanie bakterii patogennych z rodzaju Legionella i Aeromonas. Nasze
analizy wykonywane na przestrzeni kilku sezonow (wiosna, lato, jesien) w zbiornikach
0 roznym stopniu eutrofizacji wykazaly zwiazek z wystepowaniem Legionella spp. a sktadem
taksonomicznym bakterii w eutroficznych zbiornikach wodnych. Najsilniejsza pozytywna
korelacje zaobserwowali§my z bakteriami z rodziny Pirellulaceae, Mycobacteriaceae and
Gemmataceae. Z kolei bakterie z rodzin Sporichthyaceae, Flavobacteriaceae, oraz wielu
rodzin w obrebie klasy Verrucomicrobia wptywaly negatywnie na wystgpowanie Legionella
spp. Wyniki naszych badan zostaly potwierdzone réwniez przy zastosowaniu automatycznych
sieci neuronowych, ktorych modele oferujg podobne do rzeczywistych frekwencje bakterii
z rodzaju Legionella spp. W przypadku Aeromonas spp. nie znalezliSmy wyraznych relacji
Z towarzyszacymi mikroorganizmami w badanych zbiornikach wodnych.
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Obecnos¢ potencjalnie chorobotworczych bakterii w wodzie 1 piasku kgpielisk moze stwarzaé
zagrozenia dla zdrowia korzystajacych z nich os6b. Wymogi mikrobiologiczne dotyczace
jakosci wody w kapieliskach 1 miejscach wykorzystywanych do kapieli nie obejmuja
wszystkich patogendéw, dlatego celem pracy byla molekularna detekcja wybranych,
potencjalnie chorobotwoérczych bakterii w dwoch popularnych kapieliskach nad Baltykiem.
Probki wody 1 osadu pobierano czterokrotnie w okresie od listopada 2021 do lipca 2022, w
dwach kapieliskach w Kotobrzegu (przy molo 1 w Podczelu) i transportowano w laboratorium
w 4°C. Wybrane potencjalnie chorobotwodrcze bakterie izolowano na podtozach selekcyjnych
1 identyfikowano metoda PCR ze starterami komplementarnymi do specyficznych gendow: sec
(Staphylococcus aureus), groES (Enterococcus faecalis) i vh (Vibrio vulnificus). Dodatkowo,
wystepowanie ww. bakterii okreslano tez metoda cyfrowego PCR (dPCR) w
metagenomowym DNA izolowanym bezposrednio z probek wody i piasku. Liczba E. faecalis
wynosita od 0 do 28 jtk/100 ml wody. Bakterii tych nie wyizolowano z piasku. Liczba S.
aureus wynosita od 0 do 15 jtk/ml wody 1 od 0 do 39 jtk/g piasku. Jeden z izolatéw miat gen
mecA, warunkujacy opornos¢ ma meticyling. Liczba V. vulnificus wynosita od 0 do 26 jtk/ml
wody. Srednia kopii genéw w metagenomowym DNA wody wynosita 6,8x102 dla genu
groES oraz 2,7x10* dla genu sec. Srednia kopii genéw w metagenomowym DNA piasku
wynosila 3,5%10? dla genu groES oraz 3,4x10! dla genu sec.
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Jednym z najwigkszych wspoétczesnych probleméw stanowigcych zagrozenie dla zdrowia
publicznego jest coraz czgstsze nabywanie przez bakterie opornosci na $rodki
przeciwdrobnoustrojowe. Rozpowszechnione stosowanie antybiotykow zaré6wno w
medycynie jak 1 w rolnictwie doprowadzito w ostatnich latach do wzrostu ilosci lekoopornych
bakterii rowniez w Srodowiskach naturalnych. Dlatego celem niniejszej pracy byla ocena
wystepowania 1 lekoopornosci szczepow bakterii fekalnych izolowanych z warstwy
bakterioplanktonu trzech jezior wykorzystywanych w celach rekreacyjnych zlokalizowanych
na terenie Zaborskiego Parku Krajobrazowego. W badaniu wykorzystano 20 izolatow
Escherichia coli oraz 26 izolatow paciorkowcow katowych, z czego 4 reprezentowane byty
przez Enterococcus faecalis a 17 przez Enterococcus faecium. Opornos¢ bakterii katowych na
wybrane antybiotyki oznaczano za pomoca metody dyfuzjno-krazkowej zgodnie z
rekomendacjami The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST). W badaniu zastosowano nalezagce do rdéznych grup antybiotyki takie jak
ampicylina, piperacylina, imipenem, lewofloksacyna, wankomycyna, tigecyklina,
gentamycyna oraz cefepim. Dodatkowo w reakcji PCR przeprowadzono amplifikacje
specyficznych gendéw lekoopornosci (vanA, tetA, gepA, aadA9 oraz CTX, TEM, OXA-51 i
SHV z grupy genow bla), gdzie jako kontrolg wykorzystano szczepy izolowane ze $ciekow. Z
przeprowadzonych analiz wynika, ze izolaty bakterii fekalnych w réznym stopniu
wykazywaty fenotypowo oporno$¢ na kazdy z zastosowanych antybiotykow. Jedynie szczepy
Escherichia coli wykazywaty 100% wrazliwo$¢ na tigecykling. Nie odnotowano natomiast
wystepowania zadnego z amplifikowanych gendw opornosci zarowno w szczepach bakterii
Escherichia coli jak i paciorkowcoéw katowych. Wyniki niniejszych badan wskazuja, ze
lekooporno$¢ szczepow izlolowanych ze S$rodowisk naturalnych jest prawdopodobnie
indukowana przez inne geny niz szczepdéw bytujacych w $ciekach komunalnych. Wyniki
sugeruja jednoczesnie na konieczno$¢ prowadzenia dalszych badan w zakresie wykrywania
mechanizmow opornos$ci wsrdd szczepdéw bakterii sSrodowiskowych.

,,Projekt finansowany w ramach programu Ministra Edukacji i Nauki pod nazwg ,,Regionalna Inicjatywa
Doskonatosci” w latach 2019 - 2023 nr projektu 008/RID/2018/19”
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Kolistyna (polimyksyna E), antybiotyk peptydowy jest lekiem tzw. "ostatniej szansy",
stosowanym w przypadku infekcji wywolywanych przez karbapenemooporne pateczki Gram-
ujemne. Do niedawna opornos¢ pateczek G(-) na kolistyne wystepowata rzadko, jednak w
ostatnich latach wykryto gen mcr warunkujacy opornos¢ na ten antybiotyk i umiejscowiony
na plazmidzie, co skutkuje jego rozprzestrzenianiem si¢ na drodze horyzontalnego transferu
genow. Celem pracy bylo okre$lenie wystepowania genow mcr u Kolistynoopornych bakterii
grupy coli oraz w metagenomowym DNA ze S$ciekow z mechaniczno-biologicznej
oczyszczalni $ciekow w Koziegtowach. Materiatem byty $cieki nieoczyszczone, oczyszczone
i z komory napowietrzania, pobierane sezonowo przez rok, w latach 2021-2022,
oraz metagenomowy DNA $ciekow pobranych w latach 2015-2017. Kolistynooporne bakterie
grupy coli selekcjonowano na podtozu Brilliance E.coli/Coliform Selective Agar z kolistyng
(4 pg/ml). W genomach wyizolowanych szczepoéw wykrywano dziewig¢ wariantow genow
mcr, a zamplifikowane fragmenty DNA sekwencjonowano. Liczbe kopii genéw 16S rRNA,
mcrl i mcr3 w metagenomowym DNA $ciekoOw oznaczano metoda real-time PCR
i cyfrowego PCR. W genomach 0,3% izolatow opornych na kolistyne zidentyfikowano gen
mcrl. Szczepy te pochodzily ze $cieku oczyszczonego. W metagenomie $ciekow pobranych
w latach 2021-22 odnotowano mniejsza liczbg kopii genow mcrl i mcr3, jak i mniejsze
czgstosci w pordwnaniu z latami 2015-17. W latach 2015-17 czgsto$¢ wzgledna genéw mcerl i
mcr3 w metagenomowym DNA S$ciekéw oczyszczonych istotnie wzrastala w poroéwnaniu ze
$ciekami nieoczyszczonymi. Wystepowanie kolistynoopornych szczepoéw E. coli z genem
mcrl oraz obecnos¢ mcrl i mer3 w metagenomie Sciekow oczyszczonych zrzucanych rzeki
Warty, $wiadczy o tym, ze oczyszczalnia Sciekow jest droga rozprzestrzeniania si¢ w
srodowisku wodnym opornosci na kolistyneg.

37



MIKROBIOM BIOLOGICZNIE AKTYWNYCH FILTROW WEGLOWYCH
STOSOWANYCH DO OCZYSZCZANIA WODY PRZEZNACZONEJ DO SPOZYCIA

B. Madrecka-Witkowska®!, M. Komorowska-Kaufman?!, A. Pruss®, A. Trzebny?, M. Dabert?

YUnstytut Inzynierii Srodowiska i Instalacji Budowlanych, Wydziat Inzynierii Srodowiska i
Energetyki, Politechnika Poznanska, Berdychowo 4, 60-965 Poznan, Polska

2Laboratorium Technik Biologii Molekularnej, Wydzial Biologii, Uniwersytet im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu, ul. Uniwersytetu Poznanskiego 6, 61-614, Poznan, Polska

Autor korespondencyjny: beata.madrecka@put.poznan.pl

Proces filtracji przez biologicznie aktywne filtry weglowe (BAF) jest nowoczesng, coraz
czesciej stosowang na stacjach uzdatniania wody metoda oczyszczania wody przeznaczonej
do spozycia przez ludzi. Przy jego zastosowaniu mozliwe jest efektywne usunigcie z wody
rozpuszczonej] materii organicznej i prekursoréw ubocznych produktéw dezynfekcji oraz
wielu zanieczyszczen zaliczanych m.in. do ksenobiotykéw i toksyn, a takze niektérych
zwigzkéw nieorganicznych np. amoniaku i manganu(ll). Proces ten zapewnia mniejsze
zuzycie dezynfektantow oraz stabilno$¢ mikrobiologiczng wody w sieci wodociggowe;.
Oczyszczanie wody odbywa si¢ dzigki adsorpcji zanieczyszczen na ziarnach granulowanego
wegla aktywnego, ktory tworzy zloze filtracyjne oraz na skutek biodegradacji prowadzonej
przez mikroorganizmy zasiedlajace filtr. Celem badan byto okreslenie sktadu zbiorowisk
mikroorganizméw zasiedlajacych ztoze dwoéch filtrow pospiesznych pracujacych w skali
pilotowej. Szczegdlng uwage zwrocono na taksony dominujgce w badanych zbiorowiskach
oraz na mozliwo$¢ wystepowania w BAF mikroorganizméw patogennych oraz
oportunistycznych. Badania wykonano na filtrach o nastgpujgcych parametrach: wysoko$é
kolumny filtracyjnej — 300 cm; catkowita wysoko$¢ ztoza - 210 cm; $rednica wewngetrzna
kolumny — 10 cm; ztoze filtracyjne — granulowany wegiel aktywny (WG-12, Gryfskand Ltd.,
Polska). Filtry roznity si¢ sktadem zasilanej wody: Filtr 1 byl zasilany wylacznie woda
kranowa, a Filtr 2 woda kranowg wzbogacong roztworem biohumusu. Probki ztoza do badan
zostaly pobrane na poczatku 1 koncu wybranych cykli filtracyjnych. Analiza obejmowata
okreslenie skladu mikrobiomu 1 wzglednej liczebnosci mikroorganizméw przy pomocy
technik NGS — sekwencjonowanie metagenomowe 16S rRNA przy uzyciu systemu lon
Torrent. W obydwoch filtrach dominowaly bakterie nalezace do Xanthobacteraceae,
Hyphomicrobiaceae, Rhodospirillales. Wsrod taksonow potencjalnie chorobotworczych
zidentyfikowano m.in.: Legionella, Bacillus, Brevundimonas, Nocardia, lecz ich wzgledna
liczebnos¢ byta zwykle bardzo niska.

Badania zostaly sfinansowane przez NCN, Polska [nr projektu 2019/03/X/NZ9/01051] oraz z projektow
finansowanych z subwencji badawczej Politechniki Poznanskiej [nr projektéw: 5200201/0010/0713/SBAD/0958
oraz 5200201/0010/0713/SBAD/0981].
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Ekosystemy stodkowodne maja kluczowe znaczenie dla fauny i flory wodnej, ale sg podatne
na szkodliwe zakwity glondow powodowane przez cyjanobakterie (Cyano-HAB). Te
cyjanotoksyny stanowia zagrozenie dla zdrowia publicznego poprzez kontakt ze skoérg lub
spozycie zanieczyszczone] wody pitnej lub zywno$ci. Aby ograniczy¢ wystgpowanie
zakwitéw sinicowych, potrzebne sg skuteczne procedury fizyczne, chemiczne, technologiczne
lub biologiczne usuwajace toksyny zewnatrzkomoérkowe rozpuszczone w wodzie.
Zaawansowane procesy utleniania (AOP) z rdzeniem z wegla aktywnego i1 kompozytami
polimerowymi maja na celu zminimalizowanie lub usunigcie cyjanotoksyn w stosunkowo
krotkim czasie. Fotokataliza dwutlenku tytanu (TiO2) jest skuteczng technika degradacji
cyjanotoksyn, przy czym TiO2 aktywowany promieniowaniem UV jest stosunkowo
niedrogim 1 prostym podejsciem do uzdatniania wody pitnej. Badanie ma na celu znalezienie
skutecznej i niedrogiej metody fotokatalityczno-chemicznej remediacji cyjanotoksyn oraz
wplywu na CyanoHabs. W tym badaniu przeanalizowano adsorpcje i desorpcj¢ mikrocystyny-
LR i anatoksyny-a do dwoch kompozytow pokrytych TiO2. W przypadku McLR pierwszy
kompozyt, RFM-15520PT35-850, miat poczatkowa adsorpcje -66%, a nastgpnie stopniowa
adsorpcje -87% do 60 minut, drugi kompozyt, RF-520PT36-850, z najwicksza pula McLR
zwigzany w ciggu pierwszych 15 sekund - 86% i zaadsorbowany do 90-99% od 10 minuty,
ale tylko 50-60% zostato zaadsorbowane z Atx-a przez oba kompozyty. Woda MilliQ nie
desorbowata McLR z kompozytow, ale metanol pozwolil na desorpcj¢ do 29% McLR
zwigzanego z kompozytem. Kompozyty te sg obiecujgce w fotokatalityczno-chemicznej
remediacji cyjanotoksyn, a dalsze badania z rdéznymi cyjanotoksynami pozwola na
poréwnanie, w jaki sposob mozna osiggnac¢ te remediacije.

Podzigkowania:

Dzigkujemy prof. dr hab. Piotrowi Kustrowskiemu i Katedrze Technologii Chemicznej Wydziatu Chemicznego
Uniwersytetu Jagiellonskiego za wspotprace w realizacji niniejszej pracy badawczej
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Hildenbrandia rzeczna (Hildenbrandia rivularis) to stodkowodny gatunek krasnorosta,
charakteryzujacy si¢ ptaska i skorupiasta plechg o czerwonym zabarwieniu [1]. Glon ten jest
podwodnym epilitem, ktory najczesciej porasta kamienie oraz inne elementy dna, w tym te
naturalne (np. muszle) a takze antropogenicznego pochodzenia (np. cegly). Hildenbrandia
znajduje si¢ na czerwonej liScie glonéw Polski (status ,,V”’ — narazona na wymarcie) a od
2004 roku objeta jest ochrong gatunkowg w naszym kraju [2]. Do 1944 roku krasnorost ten
wystepowat zaledwie w kilkunastu stanowiskach w Polsce [4—6], dlatego nawet dzi$ czgsto
panuje przekonanie, ze hildenbrandia jest rzadka w Srodowisku i zwigzana tylko z czystymi
oraz dobrze natlenionymi wodami o matej zawartosci biogenéw [3]. Jednak obecnie glon ten
jest u nas pospolity 1 znany z ponad 300 stanowisk, a przewaznie zasiedla systemy
antropogeniczne z optimum w wodach ptytkich o wartkim nurcie, ale alkalicznych i silnie
zmineralizowanych [7,8]. Ponadto, z biezacych analiz danych biogeograficznych wynika, 1z
krasnorost ten wystepuje w catym spektrum trofii, cho¢ m.in. w makrofitowej metodzie oceny
rzek jest bioindykatorem wod mezotroficznych [9]. Tym samym dalsza zasadnos¢
wykorzystania tego gatunku (ze wzgledu na charakterystyczny wyglad i przez to tatwos¢ w
identyfikacji) jako bioindykatora wod czystych jest bezzasadna. Bledne jest réwniez
przekonanie o narazeniu tego gatunku na wyginigcie. Podobna tendencja ekspansji
hildenbrandii dotyczy catej Europy, co zapewne wynika ze zwigkszonego zakresu tolerancji
tego krasnorosta w stosunku do kluczowych parametréw fizykochemicznych [7]. W celu
wyjasnienia mechanizmow tej adaptacji, przedmiotem Naszych badan jest efektywnosc
metabolizmu tlenowego (kluczowego dla rozwoju wielu gatunkow glonéw) w warunkach
stresu srodowiskowego.
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= Ztoza chromatograficzne wykonane z sieciowanej agarozy, przeznaczone do

separacji biomolekut z wykorzystaniem réznych technik chromatografii cieczowej.
= Zestawy do ekstrakcji i oczyszczania DNA/RNA
=  Substraty chemiluminescencyjne do Western blottingu (dwa komponenty)
= Substraty chemiluminescencyjne do Western blottingu (jeden component)

= Substraty chemiluminescencyjne do testow immunochemiluminescencyjnych

lub immunoenzymatycznych opartych na peroksydazie chrzanowej (HRP)
= Amino-reaktywne znaczniki fluorescencyjne
= Znaczniki zywotnosci komorek w cytometrii przeptywowej
= Zestawy do ilosciowego oznaczania biatek metodg BCA
= Kompleksy z rutenem do testow polaryzacji i czasu zycia fluorescencji
= Reagenty do kowalencyjnego wigzania lub sieciowania biomolekut

= Zestawy do multipleksowego fluorescencyjnego znakowania biatek (technika 2D

oraz 2D DIGE)

= Zestawy do analizy biatek réznigcych sie potencjatem REDOX
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/ i-3---- KOMPLEKSOWA OFERTA

DLA OCENY EKOTOKSYKOLOGICZNEJ
EKOTOKSYKOLOGIA:

* pakiety TOXKIT (PROTOXKIT F, ROTOXKIT F, ROTOXKIT F short-chronic,
THAMNOTOXKIT F, DAPHTOXKIT F magna, CERIODAPHTOXKIT F,
ALGALTOXKIT F, RAPIDTOXKIT F, OSTRACODTOXKIT F, PHYTOTOXKIT,
PHYTOTESTKIT, SPIRODELA DUCKWEED TOXKIT,

ROTOXKIT M, ARTOXKIT M, ALGALTOXKIT M)

* system BioToxy / Microtox

* system MARA (ocena ryzyka ekotoksykologicznego)

MUTAGENNOSG: CYTOTOKSYCZNOSL:
* testy AMES MPF

w postaci mikrop’ry?kowej TOKSYNY SINICOWE:
* testy MicroAmes i MacroAmes * microcistins

na plytkach z agarem o cyIindrospermop_sin
GENOTOKSYCZNOSG: Fbréfetoxin
* testy UmuC Easy * domoic acid
w postaci mikroptytkowej * okadaic _acid
OCENA AKTYWNO$CI HORMONALNEJ: e
* testy XL YES/YAS

w postaci mikroptytkowej

OCENA SUMY ZYWEJ BIOMASY:
* metoda ATP

SPRZET | AKCESORIA gPCR:

* analizatory gPCR,

* systemy do automatycznej ekstrakcji DNA / RNA

* pakiety do konserwaciji prébek

* pakiety do oczyszczania probek

* pakiety testowe dla: - suma prokariotéw, - suma bakterii, - suma archeonow,
- prokarioty redukujgce siarczany, - bakterie redukujgce zelazo,

- suma metanogendw, - metanogeny wywotujgce korozje, - suma grzybow,

- bakterie utleniajgce siarke, - Legionella spp., - Legionella pneumophila
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