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ZASTOSOWANIE METODY FISH
DO IDENTYFIKACJI SKLADU BIOCENOZY
OSADU CZYNNEGO

APPLICATION OF THE FISH METHOD FOR IDENTIFICATION OF
ACTIVATED SLUDGE COMPOSITION

The activated sludge method using different types of microorganisms is the basic tech-
nology of treating municipal and industrial wastewater. Optical microscopes enable to
observe sludge floc structure, as well as to identify protozoa, multi-cellular organisms and
filamentous bacteria, providing valuable information about proper functioning of wastewa-
ter treatment plants. However, they do not reveal specific forms of bacteria mainly re-
sponsible for reducing nitrogen and phosphorus compounds. The article presents the
characteristics of fluorescence in situ hybridization (FISH) for determining microorgan-
isms involved in nitrification, denitrification and Anammox processes. It has been shown
that the method can improve monitoring of microorganisms participating in the process of
wastewater treatment with activated sludge.

1. Wprowadzenie

Dominujacg technologia oczyszczania $cickow bytowo-gospodarczych i przemysto-
wych jest metoda osadu czynnego. Do prawidlowego przebiegu procesu nitryfikacji,
denitryfikacji czy procesu Anammox (4nraerobie ammonium oxidation) niezbg¢dne jest
nie tylko rozpoznanie sktadu mikrobiologicznego osadu czynnego ale réwniez jego
ciggla obserwacja. Klasyczna metoda badania osadu czynnego z wykorzystaniem mikro-
skopow optycznych pozwala na obserwacje budowy klaczkéw osadu oraz identyfikacje
pierwotniakoéw 1 organizméw tkankowych, dostarczajac cennych informacji na temat
stanu 1 struktury klaczkéw [1]. Duze, przerosnicte bakteriami nitkowatymi klaczki
negatywnie wplywaja na sedymentacje osadu [2], podczas gdy obecno$¢ organizmow
tkankowych takich jak wrotki czy nicienie §wiadczy o dobrej pracy oczyszczalni [3].
Metoda ta nie dostarcza jednak szczegdétowych informacji na temat gatunku bakterii
obecnych w ktaczkach osadu czynnego.
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Mikroorganizmy biorace udzial w procesie oczyszczania $ciekdw metoda osadu
czynnego sa wrazliwe na zmiany warunkow, takich jak temperatura, zawartos¢ tlenu czy
organicznych zwigzkow wegla, co stwarza ryzyko zmniejszenia wydajnosci lub catkowi-
tego zatamania procesu. Efektywna walka ze zjawiskiem puchnigcia czynnego polega na
identyfikacji mikroorganizmoéw odpowiedzialnych za ten proces, poznaniu ich biologii
a takze przyczyn nadmiernego wzrostu. Dlatego szybkie metody identyfikacji i iloscio-
wego oznaczania mikroorganizméw w osadzie czynnym sg bardzo waznym narzedziem
nie tylko poznawczym, ale majg szans¢ sta¢ si¢ jedna z metod badan rutynowych.
Wykryty stosunkowo wczesnie spadek kluczowej populacji bakterii dla sprawnosci
technologicznej oczyszczania $cickow moze zapobiec powaznym problemom eksploata-
cyjnym. W artykule przedstawiono metod¢ FISH (fluorescence in sifu hybridization),
ktéra moze usprawni¢ proces monitoringu mikroorganizméw bioracych udzial w proce-
sie oczyszczania $cickow metoda osadu czynnego.

2. Zasada oznaczania bakterii metoda FISH

W procesie nitryfikacji biora udziat tlenowe chemolitoautotrofy prokariotyczne, czyli
mikroorganizmy samozywne (autotrofia), dla ktérych zrodtem energii uzytecznej biolo-
gicznie jest utlenianie substancji chemicznych (chemotrofia) a donorem elektronow
zwiazki nieorganiczne (litotrofia). Mozemy wyrdzni¢ dwie podstawowe grupy chemoli-
toautotrofow z domeny Bacteria: bakterie utleniajace amoniak (ammonia-oxidizing
bacteria AOB) i bakterie utleniajace azotyny (NOB: nitrite-oxidizing bacteria) oraz
z domeny Archaea, archeony utleniajace amoniak (A0A: ammonia-oxidizing archaea).
Najczesciej spotykane w osadzie czynnym sg bakterie AOB z grupy Nitrosomonas,
Nitrosococcus 1 Nitrospira oraz NOB z grupy Nitrobacter [4]. Dodatkowa grupa bakterii
redukujacych amoniak w warunkach niedotlenienia bezposrednio do azotu gazowego sa
odkryte w 1995 roku przez Muldera i in. [5] bakterie realizujace process Anammox,
ktorych wykorzystanie w oczyszczaniu $ciekow znacznie redukuje koszty eksploatacyj-
ne zwigzane z wprowadzaniem tlenu i dodatkowego zrodta wegla. Wsérdd bakterii
Anammox najczesciej spotykane sg bakterie z rodzaju Brocadia 1 Kuenenia [6].

Proces denitryfikacji, jako najwazniejszy w cyklu przemian azotu jest realizowany
przez bakterie w warunkach anoksycznych i prowadzi do redukcji azotynow i azotanow
do azotu gazowego. Niewiele jest informacji na temat bakterii realizujacych ten proces
w pelnej skali technicznej. Bakterie denitryfikacyjne nie sa ograniczone do danej grupy
taksonomicznej, ale sa obecne w wielu podgrupach filogenetycznych. Badania Zumft
z 1992 roku [za 4] wykazaly, ze ponad 50% tych mikroorganizmoéw nalezy do rodzaju
Proteobacteria, Firmicutes i Bacteroidetes, natomiast inne badania wskazuja, ze inne
denitryfikanty dominuja w osadzie czynnym. Swiadczy to o ztozonosci procesu denitry-
fikacji 1 potwierdza zasadno$¢ prowadzenia badan w kierunku identyfikacji tych mikro-
organizmow w osadzie czynnym.

Bakterie nitkowate, odpowiedzialne za proces puchnigcia osadu, sa specyficzne dla
danego rodzaju oczyszczalni lub miejsca jej wystgpowania [4]. Mozna wyrdzni¢ ok. 80
gatunkow bakterii nitkowatych wystepujacych w osadzie czynnym [2]. Identyfikacja
bakterii nitkowatych jest mozliwa na podstawie ich morfologii bez stasowania metod
barwienia lecz okre$lenie konkretnych gatunkéw wymaga zastosowania specyficznych
sond molekularnych. W tabeli 1 przedstawiono przyktadowe sondy oligonukleotydowe
stosowane do wykrywania mikroorganizméw osadu czynnego za pomocg metody FISH.
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Tab. 1. Przyktadowe sondy oligonukleotydowe stosowane w analizie FISH [8]

Tab. 1. Examples of rRNA oligonucleotide probes used in the FISH analysis [8]

Mikroorganizmy Sonda
Bakterie utleniajgce amoniak z
grupy Nso01225
B-Proteobakteria
W S il A i Nitrosomonas spp.
o Nitryfikacji
3 4 ) Nitrosococcus mobilis Nsm156
[e]
g Nitrosospira Nsv443
(8]
5 Nitrobacter NIT3
®
H Wszystkie Planctomycetes PLA46
a Anammox
Wszystkie bakterie Anammox Amx386
Wiekszo$¢ Pseudomonas spp. Pae997
Denitryfikaciji
Thauera Thau646
Nitkowate Wigkszos¢ bakterii wlasciwych EUB338

Sondy fluorescencyjne sa to krotkie sekwencje DNA (15-30 nukleotydow) znakowane
barwnikiem fluorescencyjnym na koncu 5°. Sekwencje te rozpoznajg sekwencje 16S rRNA
w utrwalonych komérkach i hybrydyzuja do nich in situ (w preparacie mikroskopowym),
czyli tworzg dwuniciowe helisy kwasow nukleinowych. RNA matej podjednostki ryboso-
malnej (16S rRNA dla Prokariota) zostala wybrana ze wzgledu na swoja uniwersalnosé¢
i liczebno$¢ we wszystkich zywych organizmach (10° do 10° rybosoméw/komorke) oraz
fakt, ze jest ona wysoce niezmienna w toku ewolucji czasteczki, chociaz wykazuje wysoka
zmienno$¢ pewnych regionéw. Cechy te umozliwiaja poréwnanie organizmow z tej samej
domeny, jak rowniez ich zréznicowanie [11]. Wybdr znacznika fluorescencyjnego zalezy od
odpowiedniego zestawu filtrow mikroskopowych. Zwykle stosowane sg florochromy emitu-
jace $wiatto przy dhugosci fali obejmujacej szerokie spektrum i zawieraja takie barwniki jak
fluoresceina (518 nm) czy cyjanina CY-3 (566 nm) i CY-5 (670nm). Zazwyczaj oznacza si¢
sondy pojedynczym fluorochromem. Intensywnos$¢ sygnatu moze by¢é wzmocniona przez
oznaczanie sond enzymem np. peroksydaza chrzanowa, w procedurze zwanej CARD-FISH
(catalyzed reported deposition) [13]. Po hybrydyzacji, enzymy przyczepiajg si¢ do sond
katalizujac (przyspieszajac) depozyt dostarczonego wykrywanego substratu, co zwigksza
sygnat z pojedynczej hybrydyzacji i poprawia czuto$¢. Za pomoca hybrydyzacji mikroorga-
nizmy mogg by¢ zlokalizowane, zidentyfikowane i oszacowane iloSciowo w prawie kazdym
ekosystemie.

Procedura oznaczania mikroorganizméw metoda FISH zostala opisana szczegétowo
w wielu publikacjach [4, 10, 12]. Sklada si¢ z czterech podstawowych krokéw: utrwalenia
probki, hybrydyzacji, ptukania i analizy mikroskopowej. Celem utrwalania probki jest przede
wszystkim unieruchomienie komérek mikroorganizméw, ochrona ich morfologii, zwigksze-
nie przepuszczalnosci dla sondy oraz powstrzymanie aktywnosci enzyméw przed liza
i degradacja komoérek docelowych. Do utrwalania komorek gram ujemnych z domeny
Bacteria najczeSciej stosowanym utrwalaczem jest paraformaldehyd a w przypadku komérek
gram dodatnich stosuje si¢ etanol [14]. Utrwalone komorki moga by¢ przechowywane



582 M. DOMANSKA, J. tOMOTOWSKI, M. MARTIENSSEN, P. WIERCIK

w temperaturze 4°C przez krétsze okresy a dla optymalnego dtugoterminowego przechowy-
wania, bez zauwazalnej utraty fluorescencji, wymagana jest temperatura -20°C [7].

Hybrydyzacja polega na inkubacji komérek w buforze w warunkach dogodnych dla
tworzenia duplekséw. Na przebieg hybrydyzacji ma wpltyw temperatura, st¢zenie po-
szczegolnych roztwordéw oraz czas inkubacji. Chociaz pH nie ma wptywu na interakcje
kwasow nukleinowych to podczas hybrydyzacji utrzymywane jest neutralne pH ze
wzgledu na wrazliwo$¢ niektoérych fluorochroméw [12]. Temperatura inkubacji jest
utrzymywana na poziomie 46°C a czas hybrydyzacji trwa zwykle od 1,5 godziny do
catej nocy. Celem przemywania probki jest usunigcie sond, ktore nie ulegty hybrydyza-
cji, utrzymujac jednoczesnie odpowiednie warunki stezenia, ktore byly na etapie hybry-
dyzacji. Podczas tego etapu zwigksza si¢ pH do 8, temperaturg do 48°C a czas przemy-
wania wynosi od 10 do 30 min.

W czwartym etapie probki sg analizowane na podstawie sygnatu fluorescencji z ko-
morki zawierajacej sonde¢ docelowa. Efekt wywotuje fluorochrom, ktory jest pobudzany
swiattem o odpowiedniej dlugosci. Do analizy probki stosowane sa mikroskopy epiflu-
orescencyjne lub konfokalne wyposazone w odpowiednie oprogramowanie do analizy
obrazu. Konfokalny laser skaningowy oddaje trzeci wymiar ggsto upakowanych komo-
rek, umozliwiajac w ten sposob ich ilosciowa ocene [12].

Jest wiele prac badawczych poswieconych ocenie ilosciowej mikroorganizméw
obecnych w osadzie czynnym z wykorzystaniem mikroskopéw fluorescencyjnych lub
konfokalnych wyposazonych w oprogramowanie do analizy obrazu [15]. Niestety ze
wzgledu na stopien ztozonosci zjawisk zachodzacych w ktaczkach osadu czynnego nie
opracowano standardéw tych metod badawczych i brak jest do tej pory ich wdrozenia do
monitoringu sktadu biocenozy osadu czynnego.

3. Wyniki badan

Do badan wykorzystano trzy probki osadu czynnego pobranego z oczyszczani §cie-
kéw we Wroclawiu, w Nysie i z instalacji doswiadczalnej [9]. Pobrane probki w ciggu
kilku godzin dostarczono do laboratorium w Cottbus. Probki osadu czynnego analizo-
wano przy uzyciu metody FISH, ktorej szczegétowy opis zawarto w rozdziale 1.2.

Glowna wada techniki FISH jest konieczno$¢ znajomosci spodziewanych mikroorgani-
zméw w probce. Dlatego badania zwykle rozpoczyna si¢ od zastosowania réwnolegle
kwasé6w  nukleinowych  (jak DAPI  (4',6-diamidyno-2-fenyloindol), =~ DABCO
(1.4-diazabicyklo(2.2.2)oktan) lub Vectashield), ktdre silnie wigzg si¢ do DNA mikroorgani-
zmow, dziatajg jak barwnik fluorescencyjny i informujg nas o obecnosci w probee wszyst-
kich mikroorganizméw, nastepnie dodaje si¢ sonde ogdlng (np. EUB338 dla bakterii whasci-
wych) oraz kilka sond specyficznych skierowanych do danego gatunku bakterii.

Wyniki badan (rys. 1-3) potwierdzaja obecno$¢ poszczegoélnych bakterii w osadzie
czynnym. Na rys. 1. po lewej stronie obserwowano bakterie nitryfikacyjne granulowa-
nym tlenowym osadzie czynnym po zastosowaniu DAPI. Bakterie nitryfikacyjne rzadko
sa spotykane jako pojedyncze komorki i zazwyczaj tworza prawie kuliste zwarte skupi-
ska komorek. Rysunek 1 po prawej stronie przedstawia bakterie Nitrosospira spp. po
hybrydyzacji sonda specyficzng Nsv443. W probce osadu pobranego z oczyszczalni
sciekow w Nysie rowniez zidentyfikowano mikroorganizmy bioragce udziat w procesie
nitryfikacji takie jak Nitrobacter spp. oraz Nitrosomonas spp. i Nitrosococcus mobilis po
zastosowaniu kolejno sondy NIT3 i Nsm156 (rys. 2).
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Rys.1.

Fig. 1.

Rys.2.

Fig. 2.

Typowy klaster bakterii nitryfikacyjnych zidentyfikowany po zastosowaniu DAPI (po
lewej stronie) oraz bakterie Nitrosospira spp. po hybrydyzacji sondg specyficzng
Nsv443 (po prawej stronie), zidentyfikowane w probce tlenowego granulowanego
osadu czynnego.

Microorganisms identified in the sample of aerobic granular sludge. Typical cluster-
form of nitrifying bacteria after DAPI (left side) and Nitrosospira spp. after hybridiza-
tion of specific probe Nsv443 (right side).

‘/

Mikroorganizmy biorgce udziat w procesie nitryfikacji. Nitrobacter spp. (po lewej
stronie) po zastosowaniu sondy specyficznej NIT3 oraz Nitrosomonas spp., Nitro-
sococcus mobilis (po prawej stronie) po zastosowaniu sondy specyficznej Nsm156
zidentyfikowane w prébce osadu pobranego z Oczyszczalni Sciekéw w Nysie.

Microorganisms involved in the nitrification process identified in a sample of acti-
vated sludge taken from the Wastewater Treatment Plant in Nysa. Nitrobacter spp
(left side) after hybridization of specific probe NIT3 and Nitrosomonas spp Nitroso-
coccus mobilis (right side) after hybridization of specific probe Nsm156.
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Rys.3. Mikroorganizmy nitkowate po zastosowaniu Vectashield (po prawej stronie) oraz
sondy EUB338 (po lewej stronie) zidentyfikowane w probce osadu pobranego
z Wroctawskiej Oczyszczalni Sciekéw

Fig. 3. Filamentous bacteria identified in the sample of activated sludge collected from
Wroclaw Wastewater Treatment Plant after application of Vectashield (right side)
and hybridization with the universal oligo probe EUB338 (left side)

W probee osadu czynnego pobranego z Wroclawskiej Oczyszczalni Sciekow ziden-
tyfikowano mikroorganizmy nitkowate po zastosowaniu Vectashield (po prawej stronie)
oraz sondy EUB338 (po lewej stronie) (rys. 3). OkreSlenie gatunku tych bakterii jest
mozliwe po zastosowaniu sond specyficznych.

4. Podsumowanie

Wdrozenie metody FISH do monitorowania wybranych mikroorganizméw w osadzie
czynnym i ich dynamiki rozwoju moze dostarczy¢ waznych wskazowek przy prognozo-
waniu niekorzystnych zmian morfologii osadu czynnego (np. puchnigcie osadu) oraz
dynamicznymi zmianami w liczebno$ci bakterii wptywajacych na sprawno$¢ usuwania
ze $ciekow zwigzkow azotu i fosforu. Metoda FISH nie jest skomplikowana analitycznie
a jej wykonanie zajmuje kilka godzin. Moze by¢ stosowana zaréwno do oznaczania
mikroorganizméw w osadzie czynnym, jak rowniez do oceny biocenozy biofilméw oraz
btony biologicznej powstajacej na ksztattkach stosowanych w reaktorach MBR. Koszty
inwestycyjne wdrozenia takiej metody w gtownej mierze zalezg od kosztéw amortyzacji
aparatury badawczej. Mikroskopy epifluorescencyjne w podstawowej wersji mozna
kupi¢ obecnie za kilkadziesiat tysiecy ztotych.
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