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Bakterie glebowe zcmentarzyska kultury pucharéw lejkowatych w Pawtowie,

stan.3, pow. Sandomierz

Prowadzone od szeregu latw Zaktadzie Fizjologii Roslin
UMCS w Lublinie badania nad izolacjg i charakterystyka
antybiotyczngbakterii z probek glebowych Spitsbergenu
(J6zwik 1993,1994,1996,1998) skionity autoréw tej pracy do
analiz mikrobiologicznych bakterii izolowanych z prébek
pobranych ze stanowiska archeologicznego w Pawtowie,
cmentarzysko kultury pucharéw lejkowatych (KPL), dato-
wane na 3500 r. przed Chrystusem (B. Bargiet, M. Florek
1999).

Pomystprzeprowadzeniatakich badar z miejsc kulturo-
wych w Polsce wigze sie z wczes$niejszymi pracami Jozwika
(1993,1994,1998) nad izolacjg i charakterystyka antybio-
tyczngbakterii z XV I1-wiecznego stanowiska towcow wielo-
rybéw ,,Viking” naZachodnim Spitsbergenie.

M ateria+t

1. Prébki glebowe pobrane przez Z. J6zwika w sierpniu
1999 roku z grobéw nr 3,5« KPL w Pawtowie.

2. Podtoza do izolacji bakterii: uniwersalne, dlapromie-
niowcow, Bunta i Rovixy, Sautonaiagar odzywczy 1,4%.

M etody

Izolacja drobnoustrojow glebowych: 1g gleby przeno-
szono do kolby z 99 mljatowej wody destylowanej. Wytrza-
sano na wytrzasarce 10 minut. Zawiesineg gleby saczono.
Uzyskany przesacz traktowano jako podstawowe rozcien-
czenie badanej prébki glebowej w stosunku 1100 (:X10 2).
Z tegorozcienczeniapobrano 1ml zawiesiny glebowej iprze-
noszono do kolby z 99 mljatowej wody destylowanej. Na-
stepnie zrozciefAczenia 1x 10'4 pobrano 10 ml tej zawiesiny
i pizeniesiono do kolby z 99 ml jatowej wody destylowanej,
uzyskujac rozcienczenie 1:100 000 (Ix10'5). RozcieAczenia
1X10sUZywano do dalszych badan.

0.5 mlroztworuz 0,00001 g materiatu glebowego wysie-
wano na ptytki Petriego z pozywkami: uniwersalng, dla pro-
mieniowcéw, Bunta i Rovixy i Sautona.

Ptytki inkubowano w temperaturach: pokojowej (~20°C)
i 37°C przez 14 dni. Zliczano wyroste kolonie bakteryjne.
Pojedyncze kolonie przenoszono na skosy agarowe. Wyizo-
lowane szczepy przechowywano w temperaturze pokojowe;j
W zaciemnionym miejscu.

Uzyskany materiat postuzyt do przeprowadzenia dal-
szych badan.

Testy réznicujace

1. Morfologia kolonii bakteryjnych

Opis morfologiczny wyizolowanych kolonii bakteryj-
nych pozwala rozdzieli¢ mieszanine bakteryjna na okreslo-
ne grupy, utatwiatakze szybkie scharakteryzowanie mikro-
biologiczne réznych typéw gleb z mozliwos$cig podawania
procentowego udziatu okreslonych form morfologicznych
bakterii.

Poszczegdlne rodzaje i gatunki bakterii tworzgkolonie
odmienne pod wzgledem wygladu zewnetrznego, réznigce
sie miedzy sobgwielkoscia, ksztattem, konsystencjg i zabar-
wieniem. Cechy te sg state tylko w $cisle okreslonych wa-
runkach hodowlanych. Pozwala to na ustalenie wstepnej
przynaleznosci systematycznej.

Po dokonaniu obserwacji i opisaniu wygladu zewnetrz-
nego kolonii bakteryjnych na okreslonych typach podtozy,
wyizolowane szczepy wysiewano na skosy agarowe.

2. Wzrost na skosach agarowych

W opisie wzrostu bakterii na skosach agarowych
uwzgledniono:

«typ wzrostu (jednolity z brzegiem réwnym lub falistym,
paciorkowaty, rozproszony, drzewiasty, koronkowaty),

ekonsystencja (sprawdzamy zapomocaezy),

estopief wzrostu (brak, staby, sredni, obfity),

ewzniesienie ,,rysy” (niskie, wysokie),

epowierzchniawzrostu (réwna, falista, ptatowata, strze-
piasta),

ebarwa i przejrzystos¢.

Dalsze badania kolonii drobnoustrojow prowadzono na
podtozu ptynnym: bulion ibulion z solgfizjologiczng (wptyw
zasolenia nawzrost danej kolonii).

Typy wzrostu na pod+ozu ptynnym

Wyrdzniamy 3 typy wzrostu na podtozu ptynnym: osad
nadnie probéwki, zmetnienie podtoza oraz wzrostpowierzch-
niowy. Takipodziatumozliwia klasyfikowanie bakterii z uwa-
gina zapotrzebowanie tlenowe:

*bezwzgledne beztlenowce (osad),

*wzgledne beztlenowce (osad+ zmetnienie, zmetnienie) i

*bezwzgledne tlenowce (btonka, kozuszek, nalot).

Wykonano takze preparaty mikroskopowe ibarwionoje
metodgGrama.

3. Morfologia mikroskopowa bakterii (barwienie wg
Grama)

Wi iekszos¢ bakterii mozna obserwowac w mikroskopie
$wietlnymjedynie po ich uprzednim wybarwieniu. Najcze-
Sciej stosowangdo celdw diagnostycznych metodgbarwie-
nia drobnoustrojow jest metoda Grama. Wynik tego barwie-
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nia pozwala zaliczy¢ oglagdane komaérki dojednej z dwéch
grup bakterii: Gram-dodatnich lub Gram-ujemnych. Prepara-
ty mikroskopowe umozliwiajgponadto okreslenie wielkosci
komorek bakteryjnych, ich ksztattu oraz ugrupowan.

4. Testy biochemiczne

Testom biochemicznym poddano bakterie wykazujgce
sie dobrym wzrostem na agarze odzywczym 1,4% po 24h
inkubacji w temperaturze 37°C. Bardzo staby wzrost pozo-
statych szczepéw (kolonie wyrastaty dopiero po kilkudnio-
wej lub kilkunastodniowej inkubacji) uniemozliwit zbadanie
ich whasciwosci biochemicznych.

Do testdw wykorzystano system API 20 NE. System ten
jestwystandaryzowangmikrometodg zawierajacas testow
powszechnie stosowanych i .. testdw asymilacyjnych okre-
$lajacych zdolnos$¢ adaptacji enzymatycznej. Biochemiczny
szereg API sktada sie z 20 mikroprobowek zawierajgcych
odwodnione podtoza i substraty.

Mikroprobowki przeznaczone do testow powszechnie
stosowanych napetniano zawiesingbakterii w roztworze fi-
zjologicznym soli, ktéry rozpuszcza zawarto$¢ mikroprobow-
ki. Reakcje biochemiczne zachodzace w czasie inkubacjipo-
wodujgzmiane zabarwienia samoistnie, bagdz po dodaniu
odczynnikawskaznikowego. Mikroprob6éwki przeznaczone
do testdw asymilacyjnych napetniano minimalngiloscigpo-
zywki. Wzrost bakterii w hodowlijest uzalezniony wytgcznie
od zdolnosci zuzycia odpowiedniego substratu.

System APl 20 NEjest przeznaczony do identyfikacji
drobnoustrojéw Gram-ujemnych nie nalezacych do rodziny
Enterobacteriaceae i nie wymagajacych podtozy wzboga-
conych. Identyfikacji dokonywano w oparciu o ksigzke ko-
dowsg.

O moéwieniewynikéow

Prace wykopaliskowe prowadzone przez pracownikow
Katedry Archeologii UMCS w Lublinie nacmentarzysku KPL
w Pawtowie, zwrdcity uwage na mozliwo$¢ pobrania prob
glebowych z tego stanowiska archeologicznego, a nastep-
nie ich analize mikrobiologiczna, réwniez pod katem antago-
nizmu wobec saprofitycznych pratkéw kwasoopomych.

W niniejszej pracy przeprowadzono izolacjebakterii z pie-
ciu probek glebowych pobranych przez J6zwikaw Pawtowie
z obiektow: nr 3- dwie prébki, nr5- jedna prébka, nrs —
dwie prébki, w sierpniu 1999r.

Doswiadczenia prowadzono w temperaturach 20°C
i 37°C, naczterech podtozach bakteriologicznych: pozywce
uniwersalnej, pozywce Bunta i Rovixy, pozywce dla promie-
niowcow ipoditozu Sautona. Trzy pierwsze sgto pozywki
selektywne o odczynie lekko zasadowym, ktdiy sprzyjaroz-
wojowi bakterii glebowych. Podtoze Sautona stosowane jest
do hodowli saprofitycznych pratkéw kwasoopomych.

Uzyskano kilkaset kolonii bakteryjnych, z ktérych po
wstepnej selekcji w oparciu o testy wzrostowe wyodrebnio-
no 79 szczepéw. Materiat ten postuzyt do przeprowadzenia
testow morfologicznych, fizjologicznych ibiochemicznych.

W temperaturze 20°C wyizolowano 53 szczepy bakteryj-
ne, pozostate 26 w temperaturze 37°C (tab. 1). Uwzgledniajac

warunki temperaturowe charakterystyczne dla obszarow
Polski potudniowo-wschodniej (gdzie $rednia roczna tem-
peratura- wg W. Wiszniewskiego - wynosi ok. 22°C) zrezy-
gnowano z uzyciado izolacji temperatury 4°C. W takiej tem-
peraturze izolowano bakterie z gleb Spitsbergenu. Jednak
optymalngtemperaturgdla drobnoustrojéw i z tamtego ob-
szaru okazata sie temperatura zblizona do 20°C.

W oparciu o podziat bakterii, izolowane bakterie zali-
czy¢ moznado grupy mezofili - o optymalnych temperatu-
rach rozwoju w granicach od 20°C do 40°C.

Sposrod czterech podtozy izolacyjnych najmniej drob-
noustrojow izolowano na podtozu Sautona- 11 szczepow.
Niemal réwnorzednymi okazaty siepozywki: Bunta i Rovixy
- 24 szczepy, dlapromieniowcéw - 23 szczepy ipozywka
uniwersalna.. 1 szczepow.

W zrost bakterii glebowych na réznych podtozach
i w réznych warunkach przedstawia tabelanr : .

Tab. 1L llos¢ izolowanych szczepdw bakteryjnych na réznych
typach podtozy i w réznych temperaturach

Liczba Temperatura
Podtoze izolacyjne izolowanych izolacji
szczepow ~ 20°C  37°C
Pozywka Bunta i Rovixy 24 17 7
Pozywka dla promieniowcow 23 14 9
Pozywka uniwersalna 21 13 s
Pozywka Sautona 11 9 2
Razem 79 53 2%
79

Przy opisach kolonii bakteryjnych brano pod uwage
barwe, typ wzrostu, ksztatt, powierzchnie i przejrzystos¢
kolonii. Kultury poszczeg6lnych szczepow wykazujgbar-
dzo zr6znicowane zabarwienie: biate, kremowe, z6tte, poma-
raficzowe, bordo, szare oraz odcienie tych koloréw. Niektore
znichwytwarzajaréwniez barwniki dyfimdujace do podtoza
-15 szczepbw (18,99%).

Zdolno$¢ do wytwarzania barwnikow zabarwiajacych
podtoze lub zawartych w komoérkach bakteryjnychjest uwa-
runkowana genetycznie, stanowi wiec ceche diagnostycz-
ng. Barwniki posiadajgzréznicowangbudowe chemiczna.
Wiele z nich to pochodne takich zwigzkoéw jak: karotenoidy,
pirole, azochinony, antocyjany (Schlegel 1996). Wedtug Za-
btockiego (1955) na ich wytwarzanie mawptyw pH podioza,
zrodta wegla i azotu, temperatura, dostep tlenu i Swiata.
Barwniki zabarwiajgce podtoze majgzdolnosé przechodze-
nia przez btone komérkowg i sgrozpuszczalne w wodzie.

W obrebie izolowanych szczepéw wydzielono kolonie
rosnace napowierzchnipozywki- 49 szczepdw (62,03%)
oraz kolonie wrastajace w podtoze - 30 szczepéw (37,97%),
z czego 4 szczepy byty wroste w podioze catkowicie a 1szczep
brzegami.

Wiekszo$¢ szczepow charakteryzowata sie powierzch-
niggtadkaibtyszczaca. Wedtug Schlegela (1996) wiele szcze-
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poéw bakteryjnych swiezo wyizolowanych ze Srodowiska ro-
$nie napodtozu agarowym w formie takich wtasnie kolonii
(formy S). Powierzchnia ich komérek zatrzymuje duzo wody
wskutek obecnosci O-swoistych wielocukrow. Formy Smoga
spontanicznie przechodzi¢ w formy R (ang. Rough, szorstki)
tworzac kolonie ptaskie iszorstkie. W $cianach komérek form
R - jak podaje Kunicki-Goldfmger- brakjest czesciowo lub
zupetnie pewnych komplekséw lipidowo-wielocukrowych.
U wielu szczepdw chorobotwdrczych brak tego kompleksu
znosi ich chorobotwércze wtasciwosci (cecha diagnostycz-
na).

Wzrost poszczeg6lnych szczepdw bakteryjnych obser-
wowano réwniez na skosach agarowych, bulionie ibulionie
z7%NacCl.

Typ wzrostu drobnoustrojéw w hodowlach ptynnych
zalezy od cech gatunkowych ijestwykorzystywany do usta-
lenia przynalezno$ci systematycznej (W. Kunicki-Goldfin-
gerl998).

Na bulionie wigkszo$¢ bakterii —45 szczepdw - rosta
w postaci osadu, co $wiadczy o ich przynaleznosci do bez-
wzglednych beztlenowcéw (anaerobéw). Wzrost dyfuzyj-
ny (w postaci zmetnienia) stwierdzono u 9 szczepéw, aw po-
staci zmetnienia i osadu u 15 szczepow. Takie typy wzrostu
sg charakterystyczne dla bakterii, ktére potrzebujgmniej-
szej zawartosci tlenu do wzrostu —mikroaerofili (wzgled-
nych beztlenowcdéw). Tylko 2 szczepy wyrosty w postaci
kozucha, . w postaci kozucha izmetnienia i . w postaci
btonki i zmetnienia. Taki wzrost wykazujabakterie tlenowe
(aeroby), ktére zawierajg w $cianie komorkowej wiecej
substancji hydrofobowych (W. Kunicki-Goldfinger 1998).
Sposrod 79 szczepow tylko sze$¢ nie wyrosto na podtozu
ptynnym.

Bakterie samato wrazliwe na zmiany warto$ci osmotycz-
nej podtoza, co nie oznacza, ze ichwzrosticzynnosci fizjolo-
giczne sgod tego czynnika niezalezne. Wiekszo$¢ bakterii
moze rosngc tylko przy okre$lonym ci$nieniu osmotycznym
i po przekroczeniu pewnej granicy ich funkcje zostaja zaha-
mowane (W. Kunicki-Goldfinger 1998). Opierajac sie na za-
potrzebowaniu drobnoustrojow na NaCl, mozna podzieli¢je
na gatunki halofilne, rosngce dobrze przy niskich stezeniach
NaCl, wzgledne halofile wyrastajgce dobrze przy wyzszych
jego stezeniach oraz bezwzgledne halofile (cyt. K. Kotetko
i wsp. 1977). Dodanie NaCl do bulionu spowodowato zaha-
mowanie wzrostu 38 szczepéw. Wyroste w tych warunkach
w postaci osadu - 29 szczepdw, osadu i zmetnienia- s szcze-
pow, kozucha-1 szczep, kozuchaizmetnienia- 3 szczepy,
nalezy wstepnie zaliczy¢ do umiarkowanych halofili, czyli
bakterii stonolubnych.

Podjeto tez prébe wstepnej charakterystyki morfologicz-
nej wyizolowanych szczepédw. W tym celu wykonano prepa-
raty mikroskopowe barwigc je metodg Grama. Stosujac te
ztozong metode barwienia mozna wyrdzni¢ wérod bakterii
dwie grupy. W pierwszym przypadku bakterie barwigsie na
fioletowo inie odbarwiajgsie pod wptywem alkoholu. Sgto
bakterie Gram+. Druga grupa bakterii, ktéra ulega odbarwie-
niu pod wptywem alkoholu baw i sie fuksyngna kolor czer-

wony. Sato bakterie Gram-. Swoisto$¢ zabarwienia wynika
z r6znic w budowie $ciany komérkowej tych dwaéch grup
bakterii, a konsekwencjgodmiennej budowy oston komor-
kowych sgzasadnicze r6znice w ich wtasciwosciach fizjolo-
gicznych. W oparciu o te metode barwienia do bakterii Gram+
zaszeregowano 53 szczepy (67,09%), natomiast pozostate 26
szczepow (32,91 %) do Gram-.

WS$rod badanych szczep6w najliczniejsze okazaty sie
ziarniaki (97,47%), aws$rdd nich 7 paciorkowcow. Wyizolo-
wano rowniez 2 pateczki (2,53%) (tab. 2). Ziarniaki byty row-
niez dominujgcagrupg morfologiczngbakterii izolowanych
z gleb Spitsbergenu.

Tab.2. Formy morfologicznewyizolowanych szczepéw bakte-
ryjnych
e L
Forma |zolowar]ych Gram+  Gram -
. SzCzepow
morfologiczna
Ziarniaki 70 53 17
Paciorkowce 7 - 7
Pateczki 2 - 2
Razem 79 53 26
79

Antagonizm wyizolowanych bakterii wobec Mycobac-
terium 279 badano metodg Gratii (P. Frederiq 1957) napo-
zywkach izolacyjnych ina agarze odzywczym 1,4% -jako
podtozu uniwersalnym dla wzrostu wiekszos$ci bakterii.

Niestety zaden ze sprawdzonych w ten sposob szcze-
poéw nie produkowatantybiotykéw zdolnych do zahamowa-
nia wzrostu Mycobacterium. Antagonizmu szczepow wra-
stajacych w podtoze ze wzgledéw metodycznych nie mozna
byto zbada¢ metodg Gratii.

W monografii Chmielg i Grudzinskiego (1998) u szcze-
pow dzikich w warunkach optymalnych dlawzrostu, mecha-
nizmy regulacyjne zapewniajg dominacje proceséw zwigza-
nych zewzrostem irozmnazaniem komdrek nad przemianami
prowadzacymi do gromadzenia antybiotykéw, ktore nie spet-
niajgzasadniczych funkcji metabolicznych, wiec ich synteza
podlega najczesciej silnej represji. Derepresja nastepuje zwy-
kle w warunkach ograniczenia lub zahamowania wzrostu
drobnoustrojéw w p6znym okresie rozwoju hodowli. Poza
tym wiele szczepdw dzikich produkuje antybiotyki w ilo-
Sciach niewielkich, czasem wrecz niewykrywalnych przy uzy-
ciu standardowych metod analitycznych.

Samawydajnosé syntezy antybiotykéw w duzym stop-
niu zalezy od pH $rodowiska, temperatury i warunkéw po-
karmowych. By¢ moze wigc sktadniki stosowanych pozy-
wek obnizaty ubadanych szczepow wydajnos$¢ proceséow
biochemicznych prowadzacych do wytwarzania antybioty-
kow, lub tez warunki w ktéiych badano antagonizm okazaty
sie dlatych drobnoustrojéw na tyle korzystne (optymalne),
ze procesy wzrostu irozmnazaniakomorek zdominowaty te,
ktére prowadzg do syntezy antybiotykdw.
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Kontynuujagc badania nad antagonizmem izolowanych
ze stanowiska archeologicznego Pawtow bakterii nalezato-
by dobra¢ odpowiednie parametry, ktére warunkowatyby
tworzenie antybiotykdw.

W kolejnym etapie badan szczepy bakteryjne wykazuja-
ce siedobrym wzrostem na agarze odzywczym 1,4% podda-
no testom biochemicznym. Pozostate szczepyjako materiat
muzealny postuzgdo kolejnych badan.

Do przeprowadzenia testdw wykorzystano system API
20 NE, ktéry w koricowym etapie umozliwia identyfikacja
badanych drobnoustrojow.

Sposrod 29 szczepow poddanych testom biochemicz-
nym 4 znich udato sie oznaczy¢ do gatunku. Sgto odpo-
wiednio: szczep 13—Aeromonas salmonicida ssp salmoni-
cida, szczep 27 —Pasteurella haemolytica, szczep 69-Bre-
vundimonas vesicularis, szczep 22 - Burkholderia cepacia
lub Burkholderia gladioli. W przypadku szczepu nr 22 ko-
niecznejest przeprowadzenie dodatkowych testow by wy-
kluczy¢jednaz mozliwosci.

Zatozeniem niniejszej pracy, poza izolacjg drobnoustro-
jow nawybranych podtozach, byto poszukiwanie bakterii,
antagonistow pratka gruzlicy, cojest zasadniczym nurtem
badan w zakresie tematyki mikrobiologicznej Zaktadu Fizjo-
logii Roslin UMCS.

Mozliwosci pozyskiwania z terenéw Polski nowych
szczepow glebowych producentéw antybiotykéw sgw za-
sadzie minimalne. Stad wczesniejsze badania J6zwika na

nowym tereniejakim jest Spitsbergen, a obecnie stanowiska
archeologiczne w Polsce.

Pracatarozpoczeto nowy cykl badan.

Woprawdzie z prébek pobranych z Pawtowa, z grobow
nr: 3,56 nie udato sie uzyska¢ szczepéw antagonistow
pratka gruzlicy tojednak dzieki testom (morfologicznym, fi-
zjologicznym i biochemicznym), ktérym poddano izolowane
bakterie, otrzymano szereg interesujacych wynikow, ktére
wzbogacg charakterystyke tego stanowiska o dane mikro-
biologiczne.

W nioski

1 WSraod bakterii wyizolowanych z probek glebowych

ze stanowiska archeologicznego w Pawtowie 97,47% stano-
wity ziarniaki.

2 Najwiecej drobnoustrojow wyizolowano napozyw-

ce BuntaiRovixy (30,38%), aoptymalngtemperaturgizolacji
byta temperatura ok. 20°C.

3. W badanej mikroflorze przewage stanowity beztle-
nowce (56,96%).

4. W$rod badanych szczepow nie wykazano antagoni-
stow pratka gruzlicy.

Poza charakterystykamikrobiologiczngwarstwy kultu-
rowej, podjete badaniamogaroéwniez poszerzy¢ wyniki ana-
lizy antropologicznej odno$nie zachorowalnosci spoteczen-
stwa pradziejowego.
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Soil bacteria of an archeological study place at Paw+#6w

Seventy-nine bacterial strains were isolated in aplace ofar-
cheological studies at Pawtow dating back to the year 3.500 B. C.
(Funnel Beaker culture).

Onthe basis of morphological and physiological tests 70 stra-
ins were classified into cocci, 7 strains into streptococci, and the
others into bacilli. Fifty - theree strains were Gram- positive, and

Zaklad Fizjologii Roslin UMCS w Lublinie

26 strains- Gram-negative. The most numerous microorganisms
were isolated at 20°C in Bunta and Rovixy medium.

Anaerobes predominated in the studied microflora.

No antagonists of tuberulous bacilli were found among the

studied strains.
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