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Przedstawiono wyniki badań dotyczących wyboru optymalnej procedury wy
krywania i izolacji bakterii z  rodzaju Legionella ze środowiska wodnego. Zasto
sowano metodę filtracji membranowej. Porównano wzrost bakterii na filtrach 
celulozowych , poliwęglanowych i z fluorku poliwinylidenu. Określono optymalny 
czas obróbki wstępnej próbek wody (zakwaszenie, wysoka temperatura), pozwa
lających na znaczną redukcję mikroflory towarzyszącej przy zachowaniu wzrostu 
bakterii z rodzaju Legionella.

WSTĘP

B ak te rie  z rodzaju  Legionella  to  tlenow e G ram  u jem ne pałeczki, k tó re  w ystępują 
pow szechnie w naturalnym  środow isku w odnym  i w glebie, m ogą nam nażać się rów nież 
w ew nątrz kom órek  glonów  i p ierw otniaków  [1, 11, 19]. K olonizują sieć w odociągow ą 
wody zim nej i ciepłej, zbiorniki i w odne urządzenia ch łodzące o raz  klim atyzacyjne, 
zwłaszcza jeżeli zaw ierają złogi osadów  i rdzy. W  system ach dystrybucji wody b ak terie  
te w chodzą w skład biofilm u pow stającego na w ew nętrznych pow ierzchniach ru r i e le 
m entów  urządzeń  kontaktujących się z w odą [16]. M ogą rów nież w ystępow ać w k ro p 
lach w odnego  m ikroaeroso lu .

D o rodziny Legionellaceae należą 34 gatunki Legionella  przy czym największym  
zagrożeniem  dla zdrow ia człow ieka jest Legionella pneum ophila  g ru p a  sero logiczna 1. 
Jest ona czynnikiem  etiologicznym  tzw. choroby legionistów  (legionellozy) ch a rak te ry 
zującej się zapalen iem  płuc o bardzo  ciężkim  przebiegu (10-20%  śm iertelności) [12] 
lub tzw. gorączki P on tiac  dającej objawy g rypopodobne z sam oistnym  w yleczeniem .

B ak te rie  z rodzaju  Legionella  wykazują dużą zdolność adap tacji do  zm iennych 
w arunków  środow iska. W zrost Legionella  obserw uje się przy pH  od  5,5 do  9,2 przy 
czym optym alny odczyn środow iska pow inien wynosić 6,8-н7,0 [1]. B ak te rie  te  rosną 
w zakresie  te m p e ra tu r  25^-45°C, powyżej 50"C przew ażnie g iną [1, 20]. O p tym alna 
tem p era tu ra  w zrostu wynosi 37"C. W ew nątrz kom órek  glonów  lub p ierw otn iaków  nie 
tracą zdolności nam nażan ia  w tem p era tu rze  45°C, a żywe b ak te rie  izolow ane były z 
kom órek  glonów  naw et przy tem p era tu rze  wody 68"C [1].
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B ak te rie  z rodza ju  Legionella  w ym agają do  w zrostu obecności cysteiny o raz n ie o r
ganicznego żelaza (III)  [1]. W iększość stosowanych do hodowli Legionella  podłoży 
zaw iera buforow any agar z dodatk iem  ekstrak tu  drożdżow ego, węgla aktyw ow anego i 
a -k e to g lu ta ra n u  [5, 6, 7]. P o n ad to  do podłoży, w celu zw iększenia ich wybiórczości 
przy izolacji Legionella  ze środow iska w odnego  zaleca się stosow anie różnych an tyb io 
tyków [1, 5].

Z e  w zględu na stosunkow o niską koncen trac ję  tych bak terii w w odzie o raz  n a  liczną 
m ikro flo rę  tow arzyszącą wykrywanie i izolacja bak terii z rodzaju  Legionella  ze ś ro d o 
w iska w odnego  stw arza duże trudności. Aby zwiększyć p raw dopodob ieństw o  izolacji 
tych bak terii z wody, b ad an e  próbki przew ażnie zagęszcza się stosu jąc filtrację m em 
branow ą lub w irow anie [3, 8, 9, 13]. W  celu w yelim inow ania m ikroflory tow arzyszącej 
n iek tórzy  au torzy  zalecają ob róbkę w stępną badanej próbki w ody polegającą na p o d 
niesien iu  tem p era tu ry  do 50°C lub zakw aszeniu do pH  =  2,2 [2—4].

Z e  w zględu na dużą różnorodność proponow anych  m etod  izolacji i hodow li L e 
gionella  p rzeprow adzono  b ad an ia  m odelow e, których celem  było w ybranie optym alnych 
w arunków  hodow li o raz opracow anie jedno lite j m etody izolacji tych bak terii ze ś ro d o 
wiska w odnego, k tó rą  m ożna byłoby zalecić do  rutynow ego stosow ania przez krajow e 
służby san ita rne .

MATERIAŁY I METODY

W badaniach stosowano szczepy wzorcowe: Legionella pneumophila ATCC 33152, Escherichia 
coli ATCC 35218, Staphylococcus aureus ATCC 12600 Streptococcus faecalis ATCC 29212 oraz 
Pseudomonas aeruginosa -  szczep z kolekcji własnej wyizolowany ze środowiska wodnego. Do 
każdego badania przygotowywano zawiesinę wyjściową z 72 godzinnej hodowli L. pneumophila 
i 24 godzinnej hodowli każdego z pozostałych szczepów o gęstości 5 wg skali McFarlanda, tzn. 
około 1,5 x 1СГ komórek/ml.

Do przygotowania zawiesiny wyjściowej i jej kolejnych rozcieńczeń stosowano czterokrotnie 
rozcieńczony płyn Ringera. W badaniach stosowano buforowane podłoże agarowe z ekstraktem 
drożdżowym, cysteiną i węglem aktywowanym (BCYE) o składzie (w g/l): ekstrakt drożdżowy 
9,0; węgiel aktywny 3,0; agar 13,0; ACES -  bufor (kwas N-2-acetamido-2-amino etanosulfono- 
wyjwodorotlenek potasu 10,0; dwufosforan żelaza (III) 0,25; chlorowodorek L-cysteiny 0,4; sól 
potasowa a-ketoglutaranu 1,0. Podłoże uzupełniano dodatkiem selektywnym GVPC o składzie: 
wankomycyna -  HC1 1,0 mg /1, polimyksyna В 79200 I.U., cykloheksymid 80 mg/l, glicyna 3,0 
g/l. Końcowe pH podłoża kompletnego wynosiło 6,9± 0,1. W badaniach stosowano również 
kwaśny bufor HC1-KC1 pH 2,2 ± 0,2 , podłoże Endo i Endo FM dla bakterii coli typu fekalnego 
[14,15] oraz agar zwykły.

W dalszych badaniach zastosowano niezależnie dwie procedury obróbki wstępnej próbek 
zawierających szczepy wzorcowe bakterii (procedura A i B).

P r o c e d u r a  A:  10 ml z odpowiedniego rozcieńczenia hodowli każdego ze szczepów 
mieszano w stosunku 1:1 z kwaśnym buforem HCI-KCI pH 2,2 ± 0,2. Zastosowany w doświad
czeniach czas kontaktu wynosił 10, 20 i 30 minut. Próbki zawierające szczep Legionella pneu
mophila posiewano powierzchniowo na podłoże GVPC (podłoże BCYE + dodatek selektywny 
GVPC), próbki z innymi stosowanymi w badaniach szczepami posiewano na agar zwykły. Do 
próbek kontrolnych zamiast kwaśnego buforu dodawano taką samą objętość płynu Ringera.

P r o c e d u r a  B:  10 ml z odpowiedniego rozcieńczenia hodowli każdego ze szczepów 
wzorcowych-umieszczano w łaźni wodnej w temperaturze 50°C. Po upływie założonego w do
świadczeniach czasu ogrzewania (30 i 45 minut) próbki zawierające szczep Legionella pneumop
hila posiewano powierzchniowo na podłoże GVPC (podłoże BCYE +  dodatek selektywny
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GVPC), próbki z pozostałymi stosowanymi w badaniach szczepami posiewano na agar zwykły. 
Kontrolę stanowiły takie same rozcieńczenia hodowli każdego ze szczepów nie poddane działaniu 
podwyższonej temperatury.

Inkubację płytek z posiewami próbek po obróbce wstępnej zgodnie z procedurami A i 
В prowadzono w temperaturze 37°C, w przypadku szczepu L. pneumophila wyniki odczytywano 
po 72 godzinach, w pozostałych przypadkach po 24 godzinach. Wszystkie posiewy wykonywano 
w dwóch powtórzeniach.

W serii doświadczeń mających na celu wybór najbardziej odpowiednich filtrów membrano
wych, zastosowano filtry z mieszanych estrów celulozy, poliwęglanów (typ Isopore), fluorku 
poliwinylidenu (typ Durapore). Stosowano filtry firmy Millipore o średnicy 47 mm i średnicy 
porów 0,45 (.tm. Po przesączeniu odpowiednich rozcieńczeń hodowli szczepu wzorcowego L. 
pneumophila filtry membranowe umieszczano na podłożu GVPC. Płytki inkubowano w tem pe
raturze 37°C, obserwacje wzrostu kolonii prowadzono codziennie przez 7 dni. Kontrolę stanowiły 
płytki z posiewem powierzchniowym tych samych hodowli szczepu wzorcowego. Wszystkie po
siewy wykonywano w pięciu równoległych powtórzeniach

WYNIKI I ICH OMÓW IENIE

W  pierwszym  e tap ie  badań  spraw dzono skuteczność uw aln ian ia bak terii z filtrów  
m em branow ych na d rodze sonifikacji i w ytrząsania. P o łączenie m etody  zagęszczania 
próbek  wody przez filtrację m em branow ą z posiew em  pow ierzchniow ym  ,po uw olnieniu  
bak terii z filtrów  do  płynu Ringera stosowali tez inni autorzy [3,13,17]. B adan ia w stępne 
przeprow adzono  na szczepie wzorcowym E. coli stosując używ ane pow szechnie w b a 
daniach rutynow ych w ody filtry celulozow e i podłoże E ndo.

W  przeprow adzonej serii dośw iadczeń w ytrząsanie w czasie od 1 m inu t do  10 m inut 
nie przyniosło oczekiw anego efek tu . B akterie  pozostaw ały zw iązane z filtram i, w p o 
siewie pow ierzchniow ym  na płytkach rosły jedynie pojedyncze kolonie.

Z astosow an ie  ultradźw ięków  w czasie 1 -  4,5 m inuty prow adziło  tylko do częścio
wego uw aln ian ia bak terii z filtrów  (średni odzysk 46,6% ), przy czym ko lon ie  w posiew ie 
pow ierzchniow ym  były zniekształcone o rozm ytych brzegach, częstokroć dawały w zrost 
zlewny u trudn ia jący  ich policzenie. T rudności z uw alnianiem  m ikroorganizm ów  z ce 
lulozowych filtrów  m em branow ych opisują też inni autorzy. Boulanger i Edelstein  s to 
pień odzysku bak terii podczas sonifikacji ocen ia ją  na 13%, Sm ith  i wsp. na 43%  [3,17]. 
Przyczyną, je s t p raw dopodobn ie  k rę ta  stru k tu ra  porów  filtrów  celulozow ych, z tego  też 
względu niek tórzy  autorzy  p ro p o n u ją  stosow anie filtrów  poliw ęglanow ych, poliwinyli- 
denowych lub nylonowych charakteryzujących się p rostą  i g ładką budow ą porów  [17].

W  dalszej części badań  obok  filtrów  z estrów  celulozy zastosow ano filtry poliw ęgla- 
nowe (typu Isopo re ) o raz filtry z fluorku poliw inylidenu (typu D u ra p o re )  przy czym 
zrezygnow ano z e tap u  uw aln ian ia bak terii z filtrów. C elem  dośw iadczeń była obse rw a
cja w zrostu kolonii szczepu Legionella pneum ophila  A T C C  33152 bezp o śred n io  na 
filtrach m em branow ych um ieszczanych na podłożu G V P C  i po rów nan ie  liczby kolonii 
bak terii rosnących na filtrach z liczbą kolonii na płytkach kontro lnych  z posiew em  
pow ierzchniow ym . W yniki z 5-ciu n iezależnie przeprow adzonych  dośw iadczeń p rz e d 
staw iono na rycinie 1.

R óżnice m iędzy liczbą kolonii rosnących na filtrach celulozow ych, na filtrach typu 
D u rap o re  i w posiew ie pow ierzchniow ym  były stosunkow o niew ielkie. W szystkie wyniki 
mieściły się w tym sam ym  rzędzie wielkości (1,3 -  5,6 x 10s/m l). N ajm niej kolonii rosło 
na filtrach  typu Isopo re  (1,0 x 107 -  1,0 x 10s/m l). K olonie Legionella  w posiew ie
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Rye. 1. Porównanie odzysku bakterii L. pneumophila na różnych typach filtrów membranowych 
i w posiewie powierzchniowym

powierzchniowym na podłożu G V PC jak i na filtrach membranowych były błyszczące 
o gładkich brzegach. Kolonie rosnące bezpośrednio na podłożu G V PC były białe 
z charakterystyczną przezroczystą strefą. Strefa wokół kolonii była wyraźnie widoczna 
również na filtrach z fluorku poliwinylidenu (D urapore), przy czym kolonie na tych 
filtrach były barwy kremowej. Na filtrach celulozowych i poliwęglanowych (Isopore) 
nie zaobserwowano wokół kolonii Legionella  stref przejaśnienia, kolonie miały odpo
wiednio barwę kremową i białą.

Kolonie Legionella  na filtrach membranowych, niezależnie od typu filtrów, rosną 
wolniej niż w posiewie powierzchniowym. W posiewie powierzchniowym są wyraźnie 
widoczne po 3 dniach inkubacji, na filtrach po trzech dniach są zbyt drobne by można 
było je  dokładnie policzyć i scharakteryzować ich morfologię. Obserwacja wzrostu 
Legionella  na filtrach membranowych należy prowadzić codziennie pomiędzy
3 a 7 dniem  inkubacji.

W niektórych przypadkach dodawanie czynników selektywnych do podłoża hodow
lanego może być niewystarczające. Znaczna redukcję mikroflory towarzyszącej można 
również uzyskać poddając próbki wody przed posiewem działaniu podwyższonej tem 
peratury lub zakwaszeniu. Wyniki badań mających na celu dobranie optymalnego czasu 
przetrzymywania próbek wody w tem peraturze 50°C, po którym następowałaby znaczna 
redukcja mikroflory towarzyszącej, przy zachowaniu możliwości wzrostu Legionella  
przedstawiono w tabeli I.

Inkubacja zaszczepionych próbek wody w tem peraturze 50°C przez 30 m inut nie 
miała znaczącego wpływu na wzrost Legionella pneum ophila , spowodowała natom iast 
redukcję wyjściowej liczby kom órek Streptococcus faecalis o 3 log, Pseudom onas aeru
ginosa  o 2 log oraz Escherichia coli o 1 log Przedłużenie czasu przetrzymywania 
zaszczepionych próbek w tem peraturze 50°C do 45 m inut spowodowało całkowitą 
redukcję wyjściowej liczby kom órek E. coli, Str. faecalis oraz P. aeruginosa. Po 45 
m inutach ogrzewania zdolność wzrostu zachowały szczepy L. pneum ophila  i S. aureus,
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T a b e l a  I.  Wzrost szczepów wzorcowych bakterii po różnym czasie inkubacji w łaźni 
wodnej w temperaturze 50“C
Growth of standard strains after different time of incubation in water bath at 
50°C

przy czym w obu przypadkach nastąpiła redukcja wyjściowej liczby kom órek
o 1 log. Dziesięciokrotna redukcja liczby kom órek Legionella  jaka następuje podczas 
45 m inut inkubacji w tem peraturze 50°C może prowadzić do uzyskania wyników 
fałszywie ujemnych, w przypadku badania próbek wody zawierających niewielka liczbę 
kom órek tych mikroorganizmów. Dlatego też należy przyjąć, że w badaniach wody 
w kierunku wykrywania pałeczek Legionella optymalnym czasem inkubacji w tem pera
turze 50°C jest 30 minut. Również Steel i wsp. [18] najkorzystniejsze wyniki izolacji 
Legionella uzyskali po 30 minutowej inkubacji próbek wody w tem peraturze 50°C. 
W doświadczeniach D ennis  i wsp. [4] bakterie z rodzaju Legionella  ginęły w tej tem 
peraturze po 240 minutach inkubacji, bakterie grupy coli po 150 minutach, M icrococcus 
sp. po 90 m inutach a P seudom onas  sp. po 30 minutach.

Procedurą stosowaną alternatywnie lub równolegle do wysokiej tem peratury, mającą 
na celu redukcję mikroflory towarzyszącej, jest potraktow anie próbek wody kwaśnym 
buforem o pH  2,2. W przeprowadzonych przez nas badaniach porów nano wpływ dzia
łania niskiego odczynu pH na szczep wzorcowy Legionella  oraz inne szczepy bakterii 
najczęściej występujące w zanieczyszczonych próbkach wody. Celem badania było do
branie optym alnego czasu kontaktu, podczas którego wystąpi wystarczająca redukcja 
mikroflory towarzyszącej bez znacznego wpływu na wzrost Legionella. Wyniki podano 
w tabeli II.

Inkubację w kwaśnym buforze przeprow adzono w czasie kontaktu 10, 20 i 30 
minut. Zaobserwowano, że po 10 minutach następuje całkowita redukcja liczby 
kom órek Str. faecalis  przy wyjściowej liczbie kom órek 1,1 x 108 cfu/ml. W przypadku 
pozostałych szczepów zanotowano redukcję E. coli z 3,9 x 10s do 3,5 x 107 cfu/ml, S. 
aureus z 2,5 x 108 do 1,5 x 106 cfu/ml. Przedłużenie czasu kontaktu tych bakterii 
z kwaśnym buforem  do 20 m inut spowodowało całkowita redukcję ich liczby. Przy 
najkrótszym z zastosowanych czasie kontaktu (10 m inut) redukcja liczby bakterii P. 
aeruginosa i L. pneum ophila  wynosiła odpowiednio z 7,7 x 107 do 4,6 x 107 cfu/ml oraz 
2,7 x 107 do 1,3 x 107 cfu/ml. Przedłużenie czasu kontaktu tych szczepów z kwaśnym 
buforem do 20 m inut spowodowało całkowitą redukcję liczby kom órek P. aeruginosa, 
natom iast liczba kom órek L. pneum ophila  została zredukowana do 2 x 10" cfu/ml.
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T a b e l a  I I .  Wzrost szczepów wzorcowych bakterii po różnym czasie inkubacji z kwaśnym 
buforem (pH 2,2)
Growth of standard strains after different time of contact with acid buffer (pH
2,2)

Przedłużenie czasu inkubacji w buforze o pH 2,2 do 30 m inut spowodowało całkowitą 
redukcję liczby kom órek L. pneum ophila .

Steel i wsp. zaproponowali 5-cio i 10-cio minutowy czas kontaktu próbek z kwaśnym 
buforem , przy czym skuteczniejszą redukcję mikroflory towarzyszącej uzyskali po 10 
m inutach [18]. Badania B o p p ’a i wsp. [2] wykazały oporność L. pneum ophila  na 30 
minutowe działanie kwaśnego buforu, przedłużenie czasu kontaktu do 60 m inut powo
dowało dziesięciokrotną redukcję wyjściowej liczby komórek. Ponieważ jednak już po 
5 m inutach kontaktu następowała stukrotna redukcja liczby bakterii towarzyszących 
autorzy uznali, że po 5 minutach potraktowanie badanej próbki kwaśnym buforem  jest 
wystarczające dla efektywnej izolacji Legionella  z zanieczyszczonych próbek wody. 
Również 5-cio minutowy czas kontaktu badanych próbek z kwaśnym buforem  zaleca 
norm a ISO [8]. O wyraźnym wzroście efektywności izolacji L. pneum ophila  z próbek 
środowiskowych poddawanych obróbce wstępnej kwaśnym buforem  donosi Kusnetsov  
[10]. Z  zanieczyszczonych próbek wody potraktowanych buforem  autor wyizolował do 
2,2 x 105cfu/ml kom órek Legionella, podczas gdy z tych samych próbek bez obróbki 
wstępnej odzysk Legionella  był co najmniej dziesięciokrotnie niższy. Analizując przed
stawione wyniki badań własnych jak również dane z cytowanego piśmiennictwa, wydaje 
się , że najkorzystniejsze warunki izolacji Legionella z próbek wody o spodziewanym 
dużym zanieczyszczeniu można uzyskać stosując 10 minutowy czas kontaktu z kwaśnym 
buforem , natom iast przy spodziewanym mniejszym zanieczyszczeniu wystarczający m o
że być 5 minutowy czas kontaktu.

WNIOSKI

1. Próbki wody przeznaczone do badań, w kierunku wykrywania bakterii z rodzaju 
Legionella, w pierwszym etapie powinny zostać poddane działaniu kwaśnego buforu 
przez 10 m inut lub inkubacji w tem peraturze 50°C przez 30 minut.

2. Najkorzystniejszym wariantem  wykrywania i izolacji pałeczek Legionella  ze śro
dowiska wodnego m etodą filtracji membranowej jest zastosowanie filtrów z estrów 
celulozy lub fluorku poliwinylidenu i hodowla bakterii na filtrze umieszczonym bez
pośrednio na podłożu BCYE z dodatkam i selektywnymi GVPC.
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3. O bserw acje w zrostu Legionella  należy prow adzić codziennie pom iędzy 3 a 
7 dn iem  hodow li. K olonie rosnące na filtrach m em branow ych są błyszczące o gładkich 
brzegach, barwy krem ow ej lub białej. N a filtrach z fluorku poliw inylidenu w okół kolonii 
m ożna zaobserw ow ać w yraźną stre fę  przejaśnienia.

R .  M a t u s z e w s k a ,  B .  K r o g u l s k a ,

DETECTION AND ISOLATION OF BACTERIA OF GENUS LEG IONELLA  
FROM WATER ENVIRONMENT

Summary

The aim of this work was to find method of isolation of bacteria of genus Legionella from 
water evironment. Were used reference strains such as: L. pneumophila ATCC 33152, strains 
of bacteria contaminated water samples: E. coli ATCC 35218, S. aureus ATCC 12600, Str. faecalis 
ATCC 29212 and P. aeruginosa -  strain from own colection, isolated from water environment. 
Because of the slow growth of bacteria of genus Legionella and dangers of contamination the 
preliminary treatment of examined water samples should be done. W ater samples inoculated 
with standard strains of bacteria before inoculation by plated membrane filtration or plated 
directly methods were undergone acid pretreatment (acid buffer pH 2,2) and heat pretreatment 
(temp. 50°C). The contact time used for studies was respectlively 10,20,30 min. and 30, 45 min. 
The best time used for acid treatment procedure was 10 min. , for heat treatm ent procedure 
was 30 min. Such adjust parameters of preliminary treatment of water samples should reduce 
enough growth of non-Legionella organisms and not to influence the growth of searched 
Legionella strains. The researches showed that the most succesfull of isolation is membrane 
filtration method, where filters are directly placed on the culture medium. In studies buffered 
charcoal yeast extract agar medium with cysteine, activated charcoal and selective suplements 
were used. The growth of bacteria on the cellulose, polycarbonate and polyvinylidene fluoride 
filters were compared. The best results were achieved with cellulose and polyvinylidene fluoride 
filters. Growth of colonies of bacteria on the filters should be examinated between 3rd and 7th 
days of incubation period at 37°C and 90% relative humidity. Legionella forming colonies 
growing on membrane filters are shining with smooth edge, cream or white. On the polyvinyli
dene fluoride filters around colonies clear zones are observed.
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