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Streszczenie

Wstep: Campylobacter jejuni i Campylobacter coli sta-
nowia dzi$ najczgsciej rozpoznawang na swiecie przyczy-
n¢ zakazen pokarmowych. Gtéwnym zrédlem zakazenia
dla cztowieka sa produkty spozywcze pochodzenia zwie-
rzecego, zwlaszcza drobiowego, oraz zanieczyszczona
bakteriami woda. Do najwazniejszych gendw zjadliwosci
Campylobacter spp. zaliczono geny warunkujace: zdol-
nos¢ ruchu bakterii (flaA), adherencje (cadF), inwazyj-
nos¢ (sekwencja iam) i zdolnos¢ do produkcji toksyn
(cdtB).

Material i metody: Material od badan stanowily 63
szczepy pochodzace z migsa drobiowego znajdujacego si¢
w sprzedazy detalicznej na terenie wojewodztwa kujaw-
sko-pomorskiego (22 C. jejuni, 41 C. coli) 1 37 szczepdw
wyizolowanych z wod powierzchniowych (stawy rekre-
acyjne, rzeka Brda ) na terenie Bydgoszczy (17 C. jejuni,
20 C. coli).

Wykrywanie gendw zjadliwosci: flaA, cdtB, cadF oraz
sekwencji iam zostato przeprowadzone za pomoca reakcji
PCR przy uzyciu starterow charakterystycznych dla da-
nego genu zjadliwosci.

Nadestano: 20.09.2010
Zatwierdzono do druku: 14.01.2010

Wiyniki: Wszystkie szczepy izolowane z prob wody po-
siadaty gen cadF. Szczepy Campylobacter jejuni izolowane
z drobiu posiadaly w 100% zardwno gen cadF jak i flaA.
Wysoki odsetek izolacji otrzymano takze dla gendéw cdtB
oraz sekwencji iam, warunkujacych odpowiednio zdol-
nos¢ do produkcji toksyn oraz inwazyjnos¢. Ponad 80%
szczepow izolowanych z drobiu posiadato powyzsze geny.
Nieco nizsze wartosci otrzymano dla prob wody (67,5%
cdtB, 75,6% iam).

Whioski:

1. Powyzsze badania wykazaly wysoka czgstos¢ wy-
stgpowania gendw zjadliwosci pateczek Campylo-
bacter w badanych szczepach srodowiskowych i po-
twierdzily istotna rolg tych gendw w powstawaniu
zakazen.

2. Tuszki drobiowe bedace w sprzedazy detalicznej
oraz woda ze stawow rekreacyjnych na terenie Byd-
goszezy oraz rzeki Brdy sa nosnikami patogennych
dla cztowieka szczepow Campylobacter spp. i stano-
wig zagrozenie kampylobakterioza.

Stowa kluczowe: Campylobacter spp., geny zjadli-
wosci, drob, woda
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Summary

Background: Campylobacter jejuni and Campylobacter
coli are recognized as a leading bacterial cause of food-
borne disease in developed countries. Among raw materi-
als of animal origin poultry is the main carrier of
Campylobacter. Other important source is untreated
water. Recently, some genes have been recognized as
responsible for the expression of pathogenicity: flaA gene
(motility), cadF (adhesion), cdtB (toxin production), iam
sequence (invasion).

Material and methods: The materials to investigate
were 63 Campylobacter spp. strains isolated from chickens
carcasses, obtained in supermarkets in Bydgoszcz (22 C.
Jjejuni, 41 C. coli) and 37 Campylobacter spp. strains (17 C.
Jjejuni, 20 C. coli) from surface water samples (ponds, Brda
river).

The presence of the flaA, cadF, cdtB genes and iam
sequence was determined with the PCR method with spe-
cific primers.

Results: All of the Campylobacter isolates from water
samples carried the cadF gene. The cadF and flaA genes
were detected in 100% of C. jejuni strains from poultry.
The high prevalence of the cdtB gene and iam sequence,
associated with invasion and toxin production were
observed in this study. More than 80% of isolates from
poultry possessed these genes.

Lower prevalence (67,5% cdtB, 75,6% iam) was
observed in water samples isolates.

Conclusion:

1. High prevalence of Campylobacter pathogenic
genes indicate an important for the pathogenesis
process role of these genes.

2. Poultry and water from examine water basins are
source of invasive and pathogenic C. jejuni and C.
coli strains and could be a reason of campylobacte-
riosis in humans.

Key words: Campylobacter spp., pathogenic genes,
poultry, water

Wstep

Bakterie z rodzaju Campylobacter to aktualnie
najczesciej izolowane ludzkie enteropatogeny w kra-
jach rozwinietych [1, 2]. Wyrazny wzrost liczby za-
chorowan notowany jest od lat 90. 1 odzwierciedla
zmiany wzorcow zywieniowych, m.in. zwigkszona
popularnos¢ produktéw drobiowych, ktére uwaza-
ne sg za gldwne zrodio zakazen cztowieka [3]. Licz-
ne badania prowadzone w kierunku obecnosci pate-
czek Campylobacter spp. na powierzchni tuszek
drobiowych wykazaty znaczne ich zanieczyszczenie
siggajace nawet 80%. Niebezpieczenstwo zakazenia
niesie takze kontakt ze zwierzetami domowymi
1 hodowlanymi oraz spozycie zanieczyszczonej bak-
teriami wody [4].

Infekcja u cztowieka moze miec¢ charakter bezob-
jawowy, moze manifestowaé si¢ tagodna biegunka
lub prowadzi¢ do cigzkiego zapalenia przewodu po-
karmowego z groznymi powikfaniami. Naleza do
nich zaburzenia neurologiczne takie jak: zespot Guil-
lain-Barre lub zesp6t Millera-Fishera, odczynowe
zapalenie stawow, bakteriemia, zapalenie opon mo-
zgowo — rdzeniowych [5, 6]. Tak réznorodne spek-
trum obrazu klinicznego po cze¢sci zalezy od gospo-
darza, lecz przede wszystkim wigze si¢ z wlasciwo-
sciami patogenow. Po zakazeniu, w trakcie koloni-
zacji jelit, bakterie z rodzaju Campylobacter wytwa-
rzaja wiele czynnikdéw wirulencji [7].

W ostatnich latach zwrdocono szczegdlng uwage
na udziat molekularnych mechanizméw w powsta-

waniu zakazen tym drobnoustrojem. Do najwaz-
niejszych genow zjadliwosci Campylobacter spp. za-
liczono geny warunkujace: zdolnos¢ ruchu bakterii
(flaA), adherencje (cadF), inwazyjnos¢ (sekwencja
iam) 1 zdolno$¢ do produkcji toksyn (cdtA, cdtB,
cdtC) (8).

W literaturze polskiej, jaki i zagranicznej, sq tyl-
ko nieliczne prace poswigcone badaniu wystegpowa-
nia genetycznych markeréw zjadliwosci w szcze-
pach Campylobacter spp. pochodzacych z drobiu
[9, 10]. Powyzsze badania moga stanowi¢ istotny
element informacji epidemiologicznej i wykazad
czy tusze drobiowe znajdujace sie w sprzedazy de-
talicznej na terenie wojewodztwa kujawsko-pomor-
skiego sa potencjalnym rezerwuarem inwazyjnych
1 patogennych dla cztowieka szczepow Campylo-
bacter spp.

Wody otwartych zbiornikéw wodnych stanowia
jeden z no$nikow odpowiedzialnych za rozprze-
strzenianie si¢ bakterii z rodzaju Campylobacter
w srodowisku oraz moga by¢ przyczyna zakazen ty-
mi pateczkami u ludzi i zwierzat [11]. Rozpowrzech-
nienie w wodzie szczepow Campylobacter spp. po-
siadajacych wiasnosci chorobotworcze nie byto do-
tychczas badane i mogtoby stanowi¢ wazny element
w ocenie zagrozenia kampylobakterioza.

Z powyzszych powodow podjeto badania majace
na celu oceng czgstosci wystgpowania najwazniej-
szych genow zjadliwosci Campylobacter spp.
w szczepach srodowiskowych.
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Materiat i metody

Materiat od badan stanowity 63 szczepy pocho-
dzace z migsa drobiowego znajdujacego si¢ w sprze-
dazy detalicznej na terenie wojewodztwa kujawsko-
pomorskiego (22 C. jejuni, 41 C. coli). Badaniem
objeto takze 37 szczepow wyizolowanych z wod po-

45

wierzchniowych (stawy rekreacyjne: Balaton, My-
slgcinek, Dolina Pigciu Stawdw oraz rzeka Brda) na
terenie Bydgoszczy. Do gatunku C. jejuni nalezalo
17 wyizolowanych szczepdw, C. coli stanowito 20
szczepodw. Przynaleznos¢ gatunkowa oraz pocho-
dzenie szczepow przedstawia rycina 1.
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Figure 1.

Izolacja oraz identyfikacja gatunkowa
Campylobacter spp.

W celu izolacji bakterii z rodzaju Campylobacter
z migsa drobiowego pobierano do badan fragmenty
gotowych produktow takich jak: filety z piersi kur-
czaka, skrzydetka, podudzia, szyje drobiowe. Prob-
ki kurczakéw umieszczano w 100 ml bulionu Bolto-
na (Oxoid). Hodowlg inkubowano w temperaturze
42° C przez 48 godzin w atmosferze mikroaerofilnej
(Generbox microaer — bioMerieux). Nastepnie
przesiewano namnozone bakterie na podtoza wy-
bidrcze CCDA lub Preston (Oxiod) i inkubowano
przez 48 godzin w warunkach mikroaerofilnych.
Izolacje¢ bakterii z zywnosci prowadzono zgodnie
z norma ISO 10272.

W celu izolacji Campylobacter spp. z wody po-
brane probki saczono pod cisnieniem przez filtry
membranowe (Millipore 0,45). Filtry po przesacze-
niu przenoszono do 90 ml bulionu Boltona (Oxoid)
i inkubowano w temperaturze 37° C przez 48 go-
dzin w warunkach mikroaerofilnych. Po inkubacji
wykonano przesiew namnozonych bakterii z bulio-
nu na podioza wybidrcze dla Campylobacter
(CCDA lub Prestona) i inkubowano przez 48 go-
dzin w warunkach mikroaerofilnych [12].
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C. coli

Pochodzenie oraz rozktad gatunkowy szczepow Campylobacter
Strains origin and isolated Campylobacter spp. species

Uzyskane kolonie diagnozowano pod katem
przynaleznosci do rodzaju Campylobacter poprzez
ocen¢ morfologii komorek, wytwarzanie oksydazy
oraz za pomoca reakcji PCR opisanej przez On
i wsp. [13].

W celu izolacji materiatu genetycznego kolonie
zawieszano w roztworze TRIS z dodatkiem chelatu-
jacej zywicy Chelex — 100 (Bio-Rad) i inkubowano
w temperaturze 100° C. Do reakcji amplifikacji po-
bierano odwirowany supernatant zawierajacy wy-
ekstrahowane DNA.

Identyfikacja genow zjadliwosci
Campylobacter spp. za pomocq PCR

Fragmenty zwigzanych z wirulencja genow Cam-
pylobacter spp.: cadF, flaA, c¢dtB oraz sekwencji
iam, uzyskano w wyniku amplifikacji DNA techni-
ka PCR stosujac pary starterow opisane w tabeli 1.
Reakcje prowadzono w termocyklerze T-personal
(Biometra), a profil termiczny reakcji amplifikacji
byt zgodny z przytoczonym pismiennictwem. Uzy-
skane produkty analizowano metoda elektroforezy
w 1,5% zelu agarozowym barwionym bromkiem
etydyny.
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Tabela I. Zestawy starterow uzywane do wykrywania genow zjadliwosci Campylobacter spp.
Table I. Starters used for detecting Campylobacter pathogenic genes

Rodzaj badania Sekwencje starterow Wielkos¢ o

. , Y s produktu PiSmiennictwo

1 nazwy starterow (5-3)

(pz)

Identyfikacja genu cadF

F2B TGGAGGGTAATTTAGATATG 400 Konkel i 14

RIB CTAATACCTAAAGTTGAAAC onkel i wsp. [14]
Identyfikacja genu flaA

flaAF GGATTTCGTATTAACACAAATGGTGC 1728 Nachamkin i 15

flaAR CTGTAGTAATCTTAAAACATTTTG achamkin 1 wsp. [15]
Identyfikacja genu cdtB

cdtBF GTTAAAATCCCCTGCTATCAACCA 495 B . [16]

cdtBR GTTGGCACTTGGAATTTGCAAGGC ang 1 wsp.
Identyfikacja sekwencji iam

1,6 F GCGCAAAATATTATCACCC 518 C lho'i 17

1,6 R TTCACGACTACTATGCGG arvalho 1 wsp. [17]

Wyniki badan

W tabeli II przedstawiono czegstosé wystepowa-
nia badanych gendéw zjadliwosci pateczek Campylo-
bacter spp.

W pierwszej badanej grupie szczepow pochodza-
cych z tuszek drobiowych dla wszystkich szczepdw
C. jejuni potwierdzono obecnos¢ genu cadF oraz
flaA, odpowiadajacych za adherencj¢ i ruch komor-
ki bakteryjne;j.

W szczepach C. coli wyizolowanych z drobiu gen
cadF wystepowat z czgstoscia 97,5%, a gen flaA
87,8%.

Badania wykazaly podobng czgstos¢ wystepowa-
nia genu cdtB w szczepach C. jejunii C. coli pocho-
dzacych z drobiu, odpowiednio 86,3% i 85,3%.

Zaobserwowano réznice w czg¢stosci wystgpowa-
nia sekwencji iam pomig¢dzy analizowanymi gatun-

kami pochodzacymi z drobiu. Badana sekwencje
znaleziono w 92,6% szczepow C. coli i tylko
w 63,6% szczepow C. jejuni.

W drugiej badanej grupie szczepow pochodza-
cych z prob wody wszystkie szczepy C. jejunii C. co-
li posiadaty gen cadF.

Obecnos¢ genu flaA potwierdzono dla 88,2%
szczepow C. jejunii90% szczepdw C. coli z tego ma-
teriatu.

Na uwagg zastuguje niska czgstos¢ wystgpowania
genu cdtB w szczepach C. jejuni. Tylko 47% szcze-
pow z tego gatunku posiadato, odpowiadajacy za
produkcje toksyn, gen cdtB. Dla gatunku C. coli
czgstos¢ wystepowania cdtB wyniosta 85%.

Czestos¢ wystgpowania sekwencji iam — uznanej
jako marker inwazyjnosci szczepow Campylobacter
spp. — oceniono na 88,2% dla szczepdw C. jejuni
165% dla C. coli wyizolowanych z wody.

Tabela I1. Czgstos¢ wystgpowania genow zjadliwosci w 39 szczepach C. jejuni i 61 szczepach C. coli
Table II. Frequency of pathogenic genes in 39 C. jejuni and 61 C. coli strains

, Liczba szczepdw, w ktérych stwierdzono obecnos¢ genu (%)
Zrodto/Gatunek
cadF flaA cdtB iam

Drob/ C. jejuni  (n=22) 22 (100) 22 (100) 19 (86,3) 14 (63,6)
Drob/ C. coli (n=41) 40 (97,5) 36 (87,8) 35(85.,3) 38 (92,6)
Drob/ Razem (n=063) 62 (98.,4) 58 (92) 54 (85,7) 52 (82,5)
Woda/ C. jejuni  (n=17) 17 (100) 15 (88,2) 8 (47) 15 (88,2)
Woda/ C. coli (n=20) 20 (100) 18 (90) 17 (85) 13 (65)
Woda/ Razem (n=37) 37 (100) 33 (86,4) 25 (67,5) 28 (75,6)
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Dyskusja

W patogenezie kampylobakteriozy znaczenie
majg takie mechanizmy jak: ruchliwosc¢ (zdolnosc
do penetracji warstwy Sluzu pokrywajacej entero-
cyty jelit), zdolnos$¢ do adhezji i wnikania do ente-
rocytdéw (internalizacji), wewnatrz ktorych komor-
ka bakteryjna jest chroniona przed uktadem immu-
nologicznym oraz dziatanie toksyn. Zréznicowany
przebieg choroby moze sugerowacé, ze nie wszystkie
szczepy Campylobacter spp. niosa geny kodujace
czynniki wirulencji. Rozpowszechnienie w zywno-
sci 1 wodzie szczepow C. jejuni i C. coli posiadaja-
cych witasciwosci chorobotwodrcze stanowi wigc
wazny element oceny zagrozenia kampylobakterio-
za [10, 18].

Badania wykazaly w znacznym stopniu obec-
nos¢ gendw zjadliwosci cadF, flaA, cdtB oraz se-
kwencji iam, co potwierdzifo ich rolg w patogenezie
zakazen Campylobacter spp. Uzyskane wyniki wy-
kazaty najwigksza czestos¢ wystepowania genu
cadF. Produkt amplifikacji wtasciwy dla fragmentu
genu cadF uzyskano dla wszystkich badanych
szczepow pochodzacych z wody oraz wszystkich
szczepow C. jejuni izolowanych z drobiu. Biatko
kodowane przez gen cadF odpowiada za potacze-
nie z fibronektyng enterocytéw nablonka jelit,
umozliwiajac proces internalizacji komorki bakte-
ryjnej. Istotna dla procesu patogenezy role tej ad-
hezyny potwierdzaja badania Rozynek 1 wsp. [9]
oraz Ripabelli i wsp. [19] ktorzy badany gen wykry-
li we wszystkich przebadanych szczepach pocho-
dzacych z drobiu.

Istotnym czynnikiem zjadliwosci pateczek Cam-
pylobacter spp. jest mozliwos¢ aktywnego ruchu,
umozliwiajaca pokonanie bariery $luzu oraz adhe-
zje do komorek gospodarza. Zdolnos¢ ruchu wa-
runkowana jest obecnoscia rzgsek, zbudowanych
z flagelliny kodowanej przez gen flaA.

Niniejsze badania wykazaty, ze szczepy Campy-
lobacter jejuni izolowane z drobiu posiadaly
w 100% gen flaA, natomiast obecnos¢ tego genu
dla gatunku C. coli potwierdzono dla 87,7% szcze-
pow. Podobne wartosci otrzymano dla prob wody.
Analizowany gen flaA posiadato 88,2% szczepdw
C. jejunii90% C. coli izolowanych z tego materia-
tu. Otrzymane wyniki sa zblizone do prac innych
autorow, cho¢ notowany odsetek szczepow posia-
dajacych gen flaA jest wyzszy i sigga 100% w bada-
niach Datta i wsp. [20] oraz Thorsnesscy 1 wsp.
[21].

Wytwarzanie toksyn zaliczane jest do podstawo-
wych czynnikow wirulencji bakterii. Najlepiej po-
znang toksyna Campylobacter spp. jest toksyna cdt
(cytolethal distending toksyn). Toksyna cdt to kom-
pleks sktadajacy si¢ z trzech wspdlnie transkrybo-
wanych gendw cdtA, cdtB, cdtC. Sktadnikiem cdt

odpowiedzialnym za efekt toksyczny jest podjed-
nostka cdtB, wykazujaca aktywnos¢ DNA-zy. Pro-
dukt genu cdtB inicjuje kaskad¢ prowadzaca do za-
hamowania cyklu komorkowego.

Sposrod przebadanych szczepow pochodzacych
z drobiu odsetek szczepow posiadajacych gen cdtB
wynidst 86,3% dla gatunku C. jejuni i 85,3% dla C.
coli. Natomiast toksycznos$¢ szczepow C. jejuni izo-
lowanych z wody byta znacznie nizsza (47%).

W badaniach Rozynek i wsp. [9] omawiany gen
zostal wykryty we wszystkich szczepach C. jejuni
1u 97,4% szczepow C. coli pochodzacych z drobiu.
Podobne wyniki dla gatunku C. jejuni izolowanego
z drobiu uzyskat Van Deun i wsp. [22], ktory anali-
zowany gen stwierdzit we wszystkich badanych
szczepach.

Kolejnym czynnikiem wirulencji zwiazanym
z inwazyjnoscig jest sekwencja DNA zwana iam
(invasion — associated marker) opisana po raz
pierwszy przez Carvalho 1 wsp. [17]. W niniejszych
badaniach wykazano, ze 63,6% szczepow C. jejuni
1 92,6% szczepdw C. coli pochodzacych z drobiu
jest nosicielem sekwencji iam. Podobne wyniki uzy-
skafa Korsak i wsp. [10] w badaniach obecnosci
markera iam w szczepach izolowanych z tusz dro-
biowych.

W dostgpne;j literaturze brakuje doniesien na te-
mat czestosci wystgpowania genow zjadliwosci pa-
teczek Campylobacter spp. w szczepach izolowa-
nych z wody. Powyzsze badania po raz pierwszy
prezentuja charakterystyke molekularng szczepow
pochodzacych z tego wtasnie materialu. Uzyskane
wyniki sugeruja, ze zbiorniki wodne na terenie
Bydgoszczy sa potencjalnym zrodtem patogennych
bakterii z rodzaju Campylobacter. Badane szczepy
pochodzace z wody wykazuja jednak nieco mniej-
szg patogenno$¢ w pordwnaniu do szczepow izolo-
wanych z drobiu, szczegdlnie w przypadku wiasci-
wosci toksycznych i inwazyjnosci. Byé maze zwia-
zane jest to z faktem, iz trafiajac do Srodowiska
wodnego, Campylobacter stosunkowo szybko traci
zdolno$¢ namnazania, a tym samym zmniejszaja
si¢ jego wlasciwosci wirulentne.

Whioski

1. Powyzsze badania wykazaly wysoka czgstos¢
wystepowania genow zjadliwosci pateczek Cam-
pylobacter w badanych szczepach srodowisko-
wych 1 potwierdzily istotna rolg tych genow
w powstawaniu zakazen.

2. Tuszki drobiowe bedace w sprzedazy detalicznej
oraz woda ze stawow rekreacyjnych na terenie
Bydgoszczy oraz rzeki Brdy sa nos$nikami pato-
gennych dla cztowieka szczepow Campylobacter
spp. 1 stanowia zagrozenie kampylobakterioza.
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