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rodzaju wodach powierzchniowych w potgczeniu z diagnozg gatunkowg uwzgledniajaca
trzy najistotniejsze z punktu widzenia epidemiologicznego gatunki, stanowigce przy-
czyne 99,5% zachorowan wywotywanych przez rodzaj Campylobacter [13].

MATERIAL | METODYKA BADAN

Pobieranie prob

Prébki wody z réznych zhiornikéw wodnych byly pobierane z powierzchni wody w niewielkiej
odlegtosci od brzegu, do jatowych stoikdw typu ,twist”. Drobne obiekty z dna zbiornikéw takie
jak muszle, kamienie, czesci roslin i t.p. byly wydobywane przy pomocy pensety i umieszczane
w stoiku wraz z wodg z danego zbiornika. Tak uzyskane probki transportowano do laboratorium,
gdzie byly natychmiast poddawane analizie mikrobiologicznej.

Diagnostyka Campylobacter

50 ml badanej wody mieszano z 50 ml dwukrotnie stezonego bulionu Brucella (Oxoid)
zawierajgcego 7 ml odwidknionej krwi konskiej oraz 0,4 ml obnizajacego potencjat redox
roztworu zawierajgcego 25 mg propionianu sodu, 25 mg metadwusiarczynu sodowego i 25 mg
siarczanu zelazawego. Po 4 godzinach inkubacji w temperaturze 37°C, probke uzupetniano
zestawem antybiotykdw firmy Oxoid dodajac na 100 ml podioza 0,4 ml roztworu zawierajacego
1 mg wankomycyny, 250 j. Polimyksyny 0,5 mg trimetoprimu, 0,2 mg amfoterycyny B i 1,5 mg
cefalotyny. Nastepnie hodowle inkubowano jeszcze przez 20 godzin w temperaturze 42°C w nor-
malnej atmosferze. Po tym czasie 100ul hodowli przenoszono na nitrocelulozowy filtr membra-
nowy (Sartorius) o $rednicy poréw 0,65 Tu, umieszczony w szalce Petriego na powierzchni agaru
Brucella uzupetnionego krwig i antybiotykami, podobnie jak podtoze ptynne. Po 4 godzinach
inkubacji w temperaturze 42°C, w warunkach mikroaerofilnych filtry usuwano a podtoze inku-
bowano przez dwie doby w tych samych warunkach. Uzyskane kolonie diagnozowano pod katem
przynaleznosci do rodzaju Campylobacter, najpierw wstepnie poprzez ocene morfologii komorek
w mikroskopie kontrastowo-fazowym, a nastepnie za pomocg polimerazowej reakcji tancucho-
wej. Dla przeprowadzenia PRC pojedyncze kolonie zawieszano w 100 ul H20 z 10 |il 20%
zawiesiny chelatujgcej zywicy Chelex-100. Po 10 minutach inkubacji w temperaturze 100°C
probke odwirowywano a z supernatantu zawierajacego wyekstrahowane DNA wykonywano serie
dziesieciokrotnych rozciefczen z ktorych pobierano po 5 ul roztworu do reakcji amplifikacji.
Reakcje prowadzono w warunkach opisanych przez Wegmiillera [21] ze starterami z regionu
genu flageliny o nastepujacej sekwencji:

5-GCT CAA AGT GGT TCT TAT GCT ATG G-3'

5-GCT GCG GAG TTC ATT CTA AGA CC-3

40 cykli reakcji prowadzono na termocyklerze Perkin Elmer 2400, a uzyskane produkty o
wielkos$ci 350 p.z. analizowano metodg elektroforezy w 1,5% zelu agarozowym. Powyzsza analiza
pozwalata na potwierdzenie przynaleznosci badanych bakterii do grupy trzech termofilnych
gatunkéw Campylobacter - jejuni, coli lub lari. Dalsze rozr6znienie opierano na tescie hippura-
nowym przeprowadzanym wedtug Liora [8] oraz na wrazliwosci na kwas nalidiksowy analizowa-
nej dyfuzyjng metodg krazkowsa.

Wykrywanie obecnos$ci Campylobacter na obiektach pobranych
z dna zbiornikéw wodnych

Badanie prowadzono w sposob podobny jak w przypadku prébek wody umieszczajac badane
obiekty w 100 ml podtoza o opisanym wyzej skfadzie. Przed wprowadzeniem tych obiektéw do
podtoza zanurzano je w jalowej wodzie celem usuniecia mikroorganizméw nie zwiazanych
bezposrednio z obiektem, a jedynie zawartych w otaczajgcym je Srodowisku. Dalsze etapy ana-
lizy byly identyczne jak w przypadku badania probek wody.
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Badanie zdolnoséci Campylobacter do tworzenia bton
biologicznych

24-godzinne hodowle C. jejuni (Pen 11) na statym podtozu agar Brucella z krwig i antybio-
tykami zmywano z kazdej szalki 2 ml soli fizjologicznej i po trzykrotnym przemyciu doprowa-
dzano zawiesine do gestosci 109 komorek/ml. W tej zawiesinie umieszczano nastepujgce uprze-
dnio wysterylizowane obiekty: ptytki szklane, ptytki polistyrenowe, ptytki polietylenowe, phytki
aluminiowe, ptytki stalowe, kostki drewniane, kamienie (piaskowiec). Po dwdéch tygodniach
inkubacji w temperaturze 20C wszystkie obiekty delikatnie sptukiwano jatowg wodg, a nastepnie
przy pomocy skalpela zdrapywano powierzchniowg warstwe i poddawano analizie mikroskopo-
wej celem ustalenia obecnosci bakterii.

WYNIKI | ICH OMOWIENIE

Ocena czutos$ci metody

Metoda zastosowana do wykrywania obecnosci Campylobacter w wodzie jest zasa-
dniczo zgodna ze schematem proponowanym przez ISO [2] z nastepujacymi wyjatkami:
na etapie wstepnego namnazania ptynne podioze Preston Broth zastgpiono podiozem
Brucella Broth a przy wysiewie na podfoza state zastosowano dodatkowg selekcje przy
pomocy nitrocelulozowych filtréw membranowych o $rednicy poréw 0,65 yT, co za-
pewnito prawie catkowitg eliminacje zakazen i tylko w nielicznych przypadkach uzys-
kano na ptytkach wzrost mikroorganizméw innych niz Campylobacter.

W celu okreslenia zakresu stosowalnosci metody wykonano szereg rozcienczen
zawiesiny Campylobacter jejuni o znanej gestosci i przeprowadzono oznaczenia wedtug
schematu stosowanego do probek wodnych, opisanego w cze$ci metodycznej. Wyniki
przedstawiono w tabeli I.

Tabela |.  Wykrywalno$¢ Campylobacterjejuni przy réznych stezeniach tych bakterii w wo-
dzie.
Detectability of Campylobacter jejuni at its different concentrations in water.

Opisane doswiadczenie przeprowadzono w pieciu niezaleznych powtdrzeniach.
Obecnos$¢ C. Jejuni wykryto we wszystkich przypadkach w zakresie stezen 1 - 500
j-tk/ml (j.t.k. = jednostki tworzace kolonie) oraz w 2 na 5 probek o stezeniu 0,1
j-t.k./ml. Na podstawie tych wynikéw przyjeto, ze za pomocg zastosowanej metody
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mozna wykry¢ 1 bakterie w 1 ml H20 pod warunkiem uzycia do analizy co najmniej
50 ml wody.

Zastosowane czynniki selekcyjne (temperatura, antybiotyki, filtry) oraz analiza PCR
(Rye. 1) pozwolity na wyselekcjonowanie grupy termotolerancyjnych bakterii rodzaju
Campylobacter, a nastepnie ich identyfikacje gatunkowa w oparciu o znane wasciwosci
fizjologiczne [8] przedstawione w tabeli II.

Ryc. 1 Elektroforeza na zelu agarozowym amplifikowanego metodg PCR fragmentu genu
flagelliny (350 pz) Campylobacter.
Agarose gel electrophoresis of the Campylobacter flagellin gene fragment (350 bp)
amplified by PCR
W - wzorzec wielkosci DNA, 1, 2, 3 - kolejne rozcieiczenia prébek wg opisu w czeéci metody-

cznej, 4 - kontrola
W - DNA size marker, 1, 2, 3 - Tenfold dilutions of the samples as described in Methods, 4 -

control

Tabela I1I. Kryteria gatunkowej identyfikacji termotolerancyjnych bakterii rodzaju Campy-

lobacter
Criteria used for species identification among termotolerant Campylobacter spp-
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Tabela |11l. Wystepowanie termotolerancyjnych bakterii rodzaju Campylobacter w rzekach
i jeziorach okolic Warszawy (prébki pobrane z lustra wody)
The presence of termotolerant Campylobacter in rivers and lakes of Warsaw
region (samples taken from water surface)
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Tabela

V.
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Wystepowanie termotolerancyjnych bakterii rodzaju Campylobacter w rzekach
i jeziorach okolic Warszawy (prébki pobrane z obiektéw z dna zbiornikéw)
The presence of thermotolerant Campylobacter in rivers and lakes of Warsaw
region (samples taken from the solid underwater objects)
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o ktérej wiadomo, ze nie zawiera Campylobacter juz po wstepnych etapach oczyszczania
[71-
J. Popowski, A. Lekowska-Kochaniak, D. Korsak

THE INCIDENCE OF THERMOTOLERANT CAMPYLOBACTER IN RIVERS AND
LAKES OF WARSAW REGION

Summary

The presence of thermotolerant Campylobacter in rivers and lakes of Warsaw region was
examined with the detectability of 1 c.f.u/ml. Samples were taken from depth of water and
from the surface of different objects deposited on the bottom. The results indicate that about
70% of water samples are contaminated with Campylobacter, whereas the contamination of the
underwater objects is less prevalent. The species distribution was as follows: C. jejuni - 65%,
C. coli - 22%, C. lari - 13%. In vitro experiment was also performed to test the ability of
Campylobacter to create biofilms on the surface of wood, metal and plastic, however no such
property was revealed. From the analysis of presented results it was established that localization
of the highest contamination is connected mainly with presence of municipal sewages and in
less extent with the presence of the droppings of wild animals. The samples of water give the
better reflection of the examined reservoir contamination than solid samples.
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