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Streszczenie. Celem pracy byla izolacja i identyfikacja molekularna wybranych szczepoéw bakte-
rii zasiedlajacych wspotczesne drewno dgbu (Quercus sp.) 1 sosny (Pinus sylvestris L.), przecho-
wywane w zalanym woda torfie na stanowisku archeologicznym nr 4 w Biskupinie przez szes¢ lat
w warunkach zblizonych do beztlenowych. Badania wody z Jeziora Biskupinskiego nie wykazaty
obecnosci bakterii jeziornych w probkach drewna i otaczajacej je glebie; stwierdzono réznorod-
no$¢ niechorobotworczych i chorobotworczych bakterii kolonizujacych drewno, wystepujacych
w glebie i wodzie, nalezacych do rodzin: Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae, Bacillaceae
i Clostridiaceae.

Stowa kluczowe: mokre stanowisko archeologiczne, zasiedlanie drewna, drewno wspolczesne,
bakterie wody i gleby, Biskupin

Wstep

W Muzeum Archeologicznym w Biskupinie przy wspotpracy Wydziatu Technologii
Drewna Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu oraz w Samodzielnym Zaktadzie
Biologii Mikroorganizméw SGGW w Warszawie od szeregu lat prowadzone sg badania
nad stopniem mikrobiologicznego zasiedlania i rozktadu archeologicznego i wspotcze-
snego drewna dgbu (Quercus sp.) 1 sosny (Pinus sylvestris L.), zalegajacego w warun-
kach anoksji na stanowisku nr 4 przy stacjach pomiarowych SP1 i SP4 w zalanej glebie
torfowej (GAJEWSKA 1 IN. 2006, 2007, 2008, 2009). Na stanowisku tym monitorowane
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sa wybrane parametry srodowiskowe wptywajace na stopien rozktadu drewna i celulozy
(BABINSKI i IN. 2006, BABINSKI 2009, BABINSKI i FEJFER 2009, ZBOROWSKA 1 IN.
2007).

W przypadku stanowiska archeologicznego potozonego na potwyspie biskupinskim,
otoczonym Jeziorem Biskupinskim, zaistniato przypuszczenie, ze drobnoustroje pocho-
dza z wody jeziornej (ZBOROWSKA i IN. 2007). Bakterie, grzyby i wirusy znajdujace si¢
w wodzie mogty pochodzi¢ ze $Sciekow, z odchodow ludzi i zwierzat. Do najwazniej-
szych bakterii chorobotworczych szerzacych epidemie za posrednictwem wody nalezg:
Salmonella sp. (S. Typhi), Shigella dysenteriae, Vibrio cholerae, Campylobacter jejuni
i C. coli, Yersinia enterocolitica, Leptospira sp., a takze E. coli, Mycobacterium tuber-
culosis 1 Staphylococcus aureus. Ponadto w wodach powierzchniowych stwierdza si¢
obecnos¢ bakterii oportunistycznych z rodzajow: Pseudomonas, Aeromonas, Klebsiella,
Enterobacter, Citrobacter, Serratia, Proteus, Flavobacterium, Acinetobacter i Provi-
dencia (BLASZCZYK 2009, RUSSELL i PERDEK 2007).

Celem niniejszej pracy byly badania mikrobiologiczne probek wspotczesnego drew-
na debu (Quercus sp.) i sosny (Pinus sylvestris L.), przechowywanych przez szes¢ lat
w zalanej wodg glebie na stanowisku archeologicznym nr 4 przy stacjach SP1 i SP4,
oraz probek gleby otaczajacej drewno, a takze wody Jeziora Biskupinskiego. Z wybra-
nych szczepow bakterii wyizolowano DNA, wykonano reakcje PCR (Polymerase Chain
Reaction), a otrzymane produkty reakcji poddano sekwencjonowaniu w pracowni Insty-
tutu Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie, porownujac otrzymane wyniki z baza
danych NCBI.

Materialy i metody

Do badan mikrobiologicznych zostaly pobrane w 2009 r. probki wody Jeziora Bi-
skupinskiego oraz wspolczesnego drewna debu i sosny, przechowywane w warunkach
anoksji na stanowisku archeologicznym w Biskupinie przez sze$¢ lat w glebie zalanej
woda. Muzeum Archeologiczne w Biskupinie znajduje si¢ nad Jeziorem Biskupinskim,
polozonym w woj. kujawsko-pomorskim, w powiecie zninskim, w gminie Gasawa, na
terenie Pojezierza Gnieznienskiego.

Mikrobiologiczne badania ilosciowe probek wody z Jeziora Biskupinskiego doty-
czyly oznaczenia metoda ptytkowa Kocha wybranych wskaznikéw: 1) ogélnej liczeb-
nosci bakterii heterotroficznych, na agarze odzywczym bez/z dodatkiem 5% odwiok-
nionej krwi baraniej; 2) bakterii z rodziny Enterobacteriaceae, na podtozu Eijkmana,
Endo i SS Agar (VAN DER WAAI i IN. 1977); 3) bakterii z rodziny Pseudomonadaceae
— na Pseudomonas Agar (MAROLD i IN. 1981); 4) enterokokdéw — Streptococcus Agar
(NIEMI i NIEMELA 1994). Oznaczano réwniez NPL (najbardziej prawdopodobng liczbe):
1) tlenowych bakterii celulolitycznych — podloze Dubosa; 2) beztlenowcow celuloli-
tycznych — podtoze wg Weimer i Zeikus; 3) C. perfringens redukujacych siarczyny —
podtoze Wilsona-Blaira (ROZALSKI 1996). Ponadto oznaczono: miano coli, miano coli
typu katowego, miano enterokokéw katowych, miano Clostridium perfringens reduku-
jacych siarczyny i NPL (najbardziej prawdopodobng liczbg) bakterii z grupy coli w 1 ml
wody (zgodnie z PN i DYREKTYWA RADY UNII EUROPEJSKIES 98/83/WE).
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Z probek wspolczesnego drewna debu i sosny, gleby oraz z wody Jeziora Biskupin-
skiego wyizolowano metoda posiewu redukcyjnego czyste kultury, z ktérych wyizolo-
wano DNA i poddano amplifikacji PCR. Badania nad identyfikacja gatunkow bakterii,
wystepujacych w wodzie jeziornej oraz zdolnych do kolonizacji wspotczesnego drewna
debu (Quercus sp.) 1 sosny (Pinus sylvestris L.) pozostajacych ponizej poziomu wody,
oraz otaczajacej je gleby polegaty na izolacji szczepow bakterii przy zastosowaniu pod-
16z opisanych w pracy GAJEWSKIEJ i IN. (2007). Identyfikacje izolatow przeprowadzono
na podstawie badan: morfologiczno-fizjologicznych, zgodnie z BERGEY’S MANUAL OF
SYSTEMATIC BACTERIOLOGY (2009).

Roéwnolegle z hodowli szczepow bakterii, pozyskanych z probek drewna debu i so-
sny oraz gleby i wody z Jeziora Biskupinskiego, wyizolowano DNA zestawem Mini
AX Bacteria firmy A&A Biotechnology. Nastepnie wykonano PCR o skladzie miesza-
niny reakcyjnej (25 pl): 2,5 ul PCR bufor Qiagen (x10), 5 ul Q bufor Qiagen (x5), 3 pl
Mg**, 0,4 ul ANTP, po 0,25 pl starter 27F (DOJKA i IN. 2000) i 534R (YANG i IN. 2007),
1 ul DNA, 0,1 pl Polimerazy Taq Invitrogen, 12,5 ul wody MiliQ. Reakcj¢ PCR zapro-
jektowano naste¢pujaco: denaturacja wstgpna (w 95°C — 3 min) i nastgpnie 35 cykli
amplifikacji DNA w okres$lonych warunkach (denaturacja w 95°C — 20 s, przylaczanie
startera w 55°C — 30 s, wydluzanie startera w 72°C — 2 min.; wydtuzanie koncowe
w 72°C — 7 min). Produkty PCR rozdzielono w 1-procentowym zelu agarozowym
o sktadzie: 1x stezony bufor TBE (sktad buforu TBE: 4 ml EDTA, 5,5 g kwasu borne-
go, 10,4 g Trisma Base) wybarwionym bromkiem etydyny 5 pl/100 ml buforu TBE.
Obraz zelu uwidoczniono w aparacie do archiwizacji zeli firmy BioRad (rys. 1). Frag-
menty DNA po amplifikacji PCR oczyszczono zestawem Clean up firmy A&A Bio-
technology i poddano sekwencjonowaniu w Pracowni Sekwencjonowania Instytutu
Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie, a nastepnie wyniki poréwnano z bazg danych
NCBI.

Rys. 1. 1-procentowy zel agarozowy uwidaczniajacy 500-bp produkt amplifikacji PCR regio-
nu 27-534 16S rRNA: linia 1 — markery molekularne, linie 2-14 — produkty PCR DNA bakte-
rii, 15 — kontrola pozytywna

Fig. 1. 1% agarose gel with 500 bp amplification PCR product of 27-534 16 S rRNA, line 1 —
molecular markers, lines 2-14 — products of bacterial PCR DNA, 15 - positive control
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Wyniki

W badanych préobkach wody, gleby i drewna stwierdzono réznorodno$¢ bakterii ko-
piotroficznych, chorobotwdrczych oraz niechorobotwoérczych, zdolnych do korzystania
z réznych zrodet C, np. zdolnych do rozktadu celulozy (tab. 1).

Tabela 1. Zidentyfikowane technika PCR szczepy bakterii wyizolowane z probek wspotczesnego
drewna zalegajacego w glebie w warunkach anoksji, otaczajacej gleby oraz wody Jeziora Bisku-
pinskiego

Table 1. Identified strains by PCR technique isolated from a contemporary oak (Quercus sp.) and
pine (Pinus sylvestris L.) wood samples saved for 6 years in soil in anoxic conditions, surrounded
by soil and water from the Biskupin Lake

Nr izolatu Identyfikacja szczepow Stopien homologii Zr6dto pochodzenia probek
1 Bacillus licherniformis 100% Woda z jeziora
2 Bacillus pumilus 100% Woda z jeziora
4 Pseudomonas jessenii 100% Woda z jeziora
6 Bacillus subtilis 100% Woda z jeziora

58 Pseudomonas syringae 99% Woda z jeziora
10 Pseudomonas cepacia 99% Dab, SP4

11 Alcaligens faecalis 100% Gleba, SP 4

12 Alcaligens faecalis 100% Sosna, SP 4

13 Alcaligens faecalis 100% Sosna, SP 1

14 Bacillus mycoides 100% Dab, SP 1

W wodzie jeziornej zidentyfikowano: Gram-ujemne pateczki z rodzaju Pseudomo-
nas: P. jessenii, P. syringae; E. coli, Enterobacter cloacae; a takze Gram-dodatnie Ba-
cillus subtilis, B. licheniformis i B. pumilus. Z probek drewna debu i sosny oraz otacza-
jacej je gleby oznaczono szczepy Gram-ujemne: Alcaligenes faecalis i Pseudomonas
cepacia oraz Gram-dodatnie: Bacillus mycoides.

Wisrdd zidentyfikowanych bakterii z wody Jeziora Biskupinskiego stwierdzono
obecnos$¢ oportunistycznych oraz chorobotworczych dla ludzi i zwierzat bakterii z ro-
dzaju Pseudomonas: gatunki P. jesseni, P. syringae, P. cepacia.

Jedne z najbardziej niebezpiecznych bakterii Pseudomonas aeruginosa (YEN i IN.
2003) zasiedlaty drewno debu i sosny przechowywanych w glebie (GAJEWSKA i IN.
2007, 2008). Obecnie, po szesciu latach, nie wykryto obecnosci tych patogenow. Po-
twierdzono obecnos¢ warunkowo chorobotwoérczych szczepow w drewnie i w wodzie
jeziornej: E. coli oraz chorobotwodrczych (oportunistycznych) Enterobacter cloacae.
Stosujac technik¢ PCR, w drewnie sosny i glebie wykryto (obecnie, po 6 latach) choro-
botworcze bakterie Alcaligenes faecalis, znane jako ,,silent killers”, bedace przyczyna
bakteriemii (Befaproteobacteria, rodzina Alcaligenaceae).
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Z probek drewna debu (Quercus sp.) 1 sosny (Pinus sylvestris L.) oraz otaczajacej je
gleby wyizolowano pateczki z rodzaju Pseudomonas: P. cepacia, ktorych nie stwier-
dzono w wodzie jeziornej. W przypadku szczepéw z rodzaju Bacillus w probkach
drewna dominowaly laseczki Bacillus mycoides, natomiast w wodzie wykryto niecho-
robotworcze B. subtilis, B. licheniformis oraz B. pumilus (wg LINK i IN. 2004 szczepy
celulolityczne i ksylanolityczne, z przetrwalnikami bardziej opornymi na UV niz inne
Bacillus sp.).

Na podstawie badan wody Jeziora Biskupinskiego, przeprowadzonych w 2004 r.,
zaklasyfikowano je do wod pozaklasowych (CHOINSKI 2006). Wyniki badan wskazni-
kéw mikrobiologiczno-sanitarnych wody, pobranej z Jeziora Biskupinskiego w 2009 r.,
przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Wskazniki sanitarno-mikrobiologiczne wody Jeziora Biskupinskiego w 2009 r.
Table 2. Sanitary-microbiological indexes of the Biskupin Lake water in 2009 year

Miano . . . Miano Miano bakterii Miano bakterii
Badana . Miano Miano coli . . .
cecha Clostridium coli | typu katowego enterokokow | celulolitycznych | celulolitycznych
perfingens katowych tlenowych beztlenowych
Warto$é powyzej 1 0,1 0,1 0,1 0,0001 0,0001

Wykazano, Ze miano coli, miano coli typu kalowego i miano enterokokow katowych
wody jeziornej wynosito 0,1, miano Clostridium perfringens redukujacych siarczyny —
powyzej 1, a tlenowych i beztlenowych bakterii celulolitycznych — 0,0001. We wszyst-
kich badanych probkach wody i drewna nie stwierdzono chorobotworczych bakterii
z rodzaju Salmonella i Shigella.

Podsumowanie

Wyniki badan mikrobiologicznych zwigzanych z zasiedlaniem i rozktadem bisku-
pinskiego drewna archeologicznego i wspotczesnego drewna debu i sosny, zalegajacych
w torfie, oraz otaczajaca je gleba na stanowisku archeologicznym wskazywaty na roz-
norodnos¢ mikroflory, zardwno saprofitycznej, jak i chorobotworczej. Drobnoustroje
w glebie oraz w drewnie moga pochodzi¢ z powietrza (GORNY 2009), opadéw desz-
czowych, doplywoéw rzecznych, sciekow, od zwierzat, ze sptywow powierzchniowych,
opadajacych i gnijacych lisci drzew, obumartych organizmoéw roslinnych i zwierzecych
(BERLEC 1 IN. 2009). Znaczna ilo$¢ drobnoustrojow przedostaje si¢ do wody podczas
epidemii oraz ze $ciekami komunalnymi i szpitalnymi. Wedlug KREGIEL i RYGALY
(2009) jakos¢ mikrobiologiczna wod powierzchniowych (podobnie jak wod z Jeziora
Biskupinskiego) wskazywata na zanieczyszczenia bakteriami grupy coli, enterokokami
i beztlenowymi bakteriami redukujacymi siarczany z rodzaju Clostridium, natomiast
bakterie Escherichia coli byty nieobecne — czyli wyniki te byty catkowicie odmienne od
wynikdéw obecnej pracy.
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Stosujac technike PCR, w wodzie z Jeziora Biskupinskiego stwierdzono obecnos¢
szczepow nalezacych do klasy Bacilli: B. licheniformis, B. pumilus, B. subtilis, co zosta-
to wczeséniej potwierdzone przez TIQUIA 1 IN. (2007), ktorzy zidentyfikowali powyzsze
bakterie z wody glebowej oraz rzecznej. Ponadto w wodzie z jeziora ustalono obecnos¢
izolatow nalezacych do Pseudomonas jesseni, ktory byt izolowany przez MAZUMDER
i IN. (2000) z wody jezior i stawow, powierzchniowej warstwy gleby oraz osadu czyn-
nego. W wodzie z Jeziora Biskupinskiego stwierdzono takze obecno$¢ P. syringae,
fitopatogenu a, dla ktorego wektorem rozprzestrzeniania si¢ jest woda (DULLA i LIN-
DOW 2008). W probkach drewna wspolczesnego przechowywanego w glebie na stano-
wisku SP4 zidentyfikowano P. cepacia, ktory wystepuje powszechnie w $rodowisku
wilgotnym (gleba, woda) i jest przyczyna zakazen oportunistycznych (VANDAMME
i MAHENTHIRALINGAM 2003). Ponadto w drewnie na stanowisku SP1 oznaczono szczep
B. mycoides, ktory zostal wezesniej oznaczony przez BABINSKIEGO i IN. (2006) w prob-
kach rozkladajacego si¢ drewna debu przechowywanego na stanowiskach archeologicz-
nych w Biskupinie. Obecno$é tych samych chorobotworczych szczepow Alcaligenes
faecalis stwierdzono w glebie i wspotczesnym drewnie sosny, przechowywanym przy
stacji pomiarowej SP4. Te dane potwierdzili wczesniej LIN i IN. (2000), ktorzy izolowa-
li ten patogen z podtopionej gleby na plantacjach ryzu. Natomiast ich obecnosci nie
stwierdzono w wodzie z Jeziora Biskupinskiego. Inne bakterie wykryte w wodzie je-
ziornej nie zostaly stwierdzone w glebie i probkach drewna. Prawdopodobnie wystepu-
jace warunki anoksji, niski potencjat redoks (Srednio okoto —200 mV) oraz nagroma-
dzenie siarczkéw produkowanych przez C. perfringens redukujacych siarczyny w glebie
nie stanowity dogodnego srodowiska do przezycia i kolonizacji drewna przechowywa-
nego w tych warunkach.

Whioski

1. W probkach drewna wspotczesnego i archeologicznego zalegajacych w torfie na
stanowiskach archeologicznych SP1 i SP4 w Biskupinie stwierdzono obecno$¢ bakterii
saprofitycznych i patogennych dla czlowieka.

2. Metodami mikrobiologii klasycznej oznaczono bakterie z grupy coli, enterokoki,
beztlenowe bakterie redukujace siarczany z rodzaju Clostridium, nie stwierdzono nato-
miast obecnosci E. coli.

3. Za pomocg amplifikacji PCR w wodzie z Jeziora Biskupinskiego zidentyfikowa-
no szczepy bakterii nalezacych do B. licheniformis, B. pumilus, B. subtilis, P. jesseni,
P. syringae. Tg sama metoda w probkach drewna wspotczesnego oznaczono szczepy
P. cepacia, B. mycoides, A. faecalis. Ten ostatni gatunek odnaleziono takze w probkach
gleby na stanowisku SP4.
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IDENTIFICATION OF BACTERIA BY MOLECULAR TECHNIQUE ISOLATED
FROM THE BISKUPIN LAKE WATER AND THE CONTEMPORARY OAK
AND PINE WOOD DEPOSED FOR SIX YEARS IN WATERLOGGED SOIL

AT ARCHAEOLOGICAL SITE IN BISKUPIN

Summary. The main aim of this work was isolation and morphological, physiological and mo-
lecular characteristics of the chosen strains of bacteria colonizing modern oak (Quercus sp.) and
pine (Pinus sylvestris L.) wood saved for six years in wet peat at the archacological site in
Biskupin in anoxic conditions. The experiments with water from the Biskupin Lake did not show
any presence of water bacteria in wood samples and surrounding soil. Diversity of pathogenic and
nonpathogenic bacteria colonizing wood samples, soil and lake water bacteria from Enterobacte-
riaceae, Pseudomonadaceae, Bacillaceae and Clostridiaceae were observed.

Key words: wet archaeological site, wood colonization, modern wood, water and soil bacteria,
Biskupin
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