
R O C Z N . P Z H , 1997, 48, N R  3



254 J. Popowski i in. Nr 3

rodzaju wodach powierzchniowych w połączeniu z diagnozą gatunkową uwzględniającą 
trzy najistotniejsze z punktu widzenia epidemiologicznego gatunki, stanowiące przy
czynę 99,5% zachorowań wywoływanych przez rodzaj Campylobacter [13].

MATERIAŁ I METODYKA BADAŃ

P o b i e r a n i e  p r ó b
Próbki wody z różnych zbiorników wodnych były pobierane z powierzchni wody w niewielkiej 

odległości od brzegu, do jałowych słoików typu „twist”. Drobne obiekty z dna zbiorników takie 
jak muszle, kamienie, części roślin i t.p. były wydobywane przy pomocy pensety i umieszczane 
w słoiku wraz z wodą z danego zbiornika. Tak uzyskane próbki transportowano do laboratorium, 
gdzie były natychmiast poddawane analizie mikrobiologicznej.

D i a g n o s t y k a  C a m p y l o b a c t e r
50 ml badanej wody mieszano z 50 ml dwukrotnie stężonego bulionu Brucella (Oxoid) 

zawierającego 7 ml odwłóknionej krwi końskiej oraz 0,4 ml obniżającego potencjał redox 
roztworu zawierającego 25 mg propionianu sodu, 25 mg metadwusiarczynu sodowego i 25 mg 
siarczanu żelazawego. Po 4 godzinach inkubacji w temperaturze 37°C, próbkę uzupełniano 
zestawem antybiotyków firmy Oxoid dodając na 100 ml podłoża 0,4 ml roztworu zawierającego 
1 mg wankomycyny, 250 j. Polimyksyny 0,5 mg trimetoprimu, 0,2 mg amfoterycyny В i 1,5 mg 
cefalotyny. Następnie hodowlę inkubowano jeszcze przez 20 godzin w temperaturze 42°C w nor
malnej atmosferze. Po tym czasie 100ц1 hodowli przenoszono na nitrocelulozowy filtr membra
nowy (Sartorius) o średnicy porów 0,65 т ц  umieszczony w szalce Petriego na powierzchni agaru 
Brucella uzupełnionego krwią i antybiotykami, podobnie jak podłoże płynne. Po 4 godzinach 
inkubacji w temperaturze 42°C, w warunkach mikroaerofilnych filtry usuwano a podłoże inku
bowano przez dwie doby w tych samych warunkach. Uzyskane kolonie diagnozowano pod kątem 
przynależności do rodzaju Campylobacter, najpierw wstępnie poprzez ocenę morfologii komórek 
w mikroskopie kontrastowo-fazowym, a następnie za pomocą polimerazowej reakcji łańcucho
wej. Dla przeprowadzenia PRC pojedyncze kolonie zawieszano w 100 ц1 H2O z 10 |il 20% 
zawiesiny chelatującej żywicy Chelex-100. Po 10 minutach inkubacji w temperaturze 100°C 
próbkę odwirowywano a z supernatantu zawierającego wyekstrahowane DNA wykonywano serię 
dziesięciokrotnych rozcieńczeń z których pobierano po 5 ц1 roztworu do reakcji amplifikacji. 
Reakcję prowadzono w warunkach opisanych przez Wegmiillera [21] ze starterami z regionu 
genu flageliny o następującej sekwencji:

5 -G C T  CAA AGT GGT TCT TAT GCT ATG G-3'
5 -G C T  GCG GAG TTC ATT СТА AGA CC-3'
40 cykli reakcji prowadzono na termocyklerze Perkin Elmer 2400, a uzyskane produkty o 

wielkości 350 p.z. analizowano metodą elektroforezy w 1,5% żelu agarozowym. Powyższa analiza 
pozwalała na potwierdzenie przynależności badanych bakterii do grupy trzech termofilnych 
gatunków Campylobacter -  jejuni, coli lub lari. Dalsze rozróżnienie opierano na teście hippura- 
nowym przeprowadzanym według Liora [8] oraz na wrażliwości na kwas nalidiksowy analizowa
nej dyfuzyjną metodą krążkową.

W y k r y w a n i e  o b e c n o ś c i  C a m p y l o b a c t e r  na  o b i e k t a c h  p o b r a n y c h  
z d n a  z b i o r n i k ó w  w o d n y c h

Badanie prowadzono w sposób podobny jak w przypadku próbek wody umieszczając badane 
obiekty w 100 ml podłoża o opisanym wyżej składzie. Przed wprowadzeniem tych obiektów do 
podłoża zanurzano je w jałowej wodzie celem usunięcia mikroorganizmów nie związanych 
bezpośrednio z obiektem, a jedynie zawartych w otaczającym je środowisku. Dalsze etapy ana
lizy były identyczne jak w przypadku badania próbek wody.
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B a d a n i e  z d o l n o ś c i  C a m p y l o b a c t e r  d o  t w o r z e n i a  b ł o n  
b i o l o g i c z n y c h

24-godzinne hodowle C. jejuni (Pen 11) na stałym podłożu agar Brucella z krwią i antybio
tykami zmywano z każdej szalki 2 ml soli fizjologicznej i po trzykrotnym przemyciu doprowa
dzano zawiesinę do gęstości 109 komórek/ml. W tej zawiesinie umieszczano następujące uprze
dnio wysterylizowane obiekty: płytki szklane, płytki polistyrenowe, płytki polietylenowe, płytki 
aluminiowe, płytki stalowe, kostki drewniane, kamienie (piaskowiec). Po dwóch tygodniach 
inkubacji w temperaturze 20C wszystkie obiekty delikatnie spłukiwano jałową wodą, a następnie 
przy pomocy skalpela zdrapywano powierzchniową warstwę i poddawano analizie mikroskopo
wej celem ustalenia obecności bakterii.

WYNIKI I ICH OMÓWIENIE

O c e n a  c z u ł o ś c i  m e t o d y
M etoda zastosowana do wykrywania obecności Campylobacter w wodzie jest zasa

dniczo zgodna ze schem atem  proponowanym przez ISO [2] z następującymi wyjątkami: 
na etapie wstępnego nam nażania płynne podłoże Preston Broth zastąpiono podłożem  
Brucella Broth a przy wysiewie na podłoża stałe zastosowano dodatkową selekcję przy 
pomocy nitrocelulozowych filtrów membranowych o średnicy porów 0,65 ц т ,  co za
pewniło prawie całkowitą eliminację zakażeń i tylko w nielicznych przypadkach uzys
kano na płytkach wzrost mikroorganizmów innych niż Campylobacter.

W celu określenia zakresu stosowalności metody wykonano szereg rozcieńczeń 
zawiesiny Campylobacter jejuni o znanej gęstości i przeprow adzono oznaczenia według 
schematu stosowanego do próbek wodnych, opisanego w części metodycznej. Wyniki 
przedstawiono w tabeli I.

T a b e l a  I . Wykrywalność Campylobacter jejuni przy różnych stężeniach tych bakterii w wo
dzie.

_____________ Detectability of Campylobacter jejuni at its different concentrations in water.

O pisane doświadczenie przeprowadzono w pięciu niezależnych powtórzeniach. 
Obecność C. Jejuni wykryto we wszystkich przypadkach w zakresie stężeń 1 -  500 
j-t.k./ml (j.t.k. =  jednostki tworzące kolonie) oraz w 2 na 5 próbek o stężeniu 0,1 
j-t.k./ml. Na podstawie tych wyników przyjęto, że za pom ocą zastosowanej metody



256 J. Popowski i in. Nr 3

można wykryć 1 bakterię w 1 ml H 2O pod warunkiem użycia do analizy co najmniej 
50 ml wody.

Zastosowane czynniki selekcyjne (tem peratura, antybiotyki, filtry) oraz analiza PCR 
(Rye. 1) pozwoliły na wyselekcjonowanie grupy termotolerancyjnych bakterii rodzaju 
Campylobacter, a następnie ich identyfikację gatunkową w oparciu o znane właściwości 
fizjologiczne [8] przedstawione w tabeli II.

Ryc. 1. Elektroforeza na żelu agarozowym amplifikowanego metodą PCR fragmentu genu 
flagelliny (350 pz) Campylobacter.
Agarose gel electrophoresis of the Campylobacter flagellin gene fragment (350 bp) 
amplified by PCR
W  -  w zorzec w ielkości D N A , 1, 2, 3 -  kolejne rozcieńczen ia  próbek wg op isu  w  części m etody
cznej, 4  -  kontrola
W  -  D N A  size  m arker, 1, 2, 3 -  T en fold  d ilutions o f  the sam ples as described  in M ethods, 4 -  
control

T a b e l a  I I .  K r y te r ia  g a tu n k o w e j  id e n ty fik a c ji te r m o to le r a n c y jn y c h  b a k te r ii  r o d z a ju  C a m p y 

l o b a c t e r

C r ite r ia  u s e d  fo r  s p e c ie s  id e n t if ic a t io n  a m o n g  t e r m o to le r a n t  C a m p y l o b a c t e r  s p p -
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T a b e l a  I I I .  Występowanie termotolerancyjnych bakterii rodzaju Campylobacter w rzekach
i jeziorach okolic Warszawy (próbki 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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T a b e l a  I V.  Występowanie termotolerancyjnych bakterii rodzaju Campylobacter w rzekach 
i jeziorach okolic Warszawy (próbki pobrane z obiektów z dna zbiorników) 
The presence of thermotolerant Campylobacter in rivers and lakes of Warsaw 
region (samples taken from the solid underwater objects)
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o której wiadomo, że nie zawiera Campylobacter już po wstępnych etapach oczyszczania

[7]-

J . P o p o w s k i ,  A .  Ł ę k o w s k a - K o c h a n i a k ,  D .  K o r s a k

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%, С. 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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