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Z tusz kurczqt izolowano termotolerancyjne szczepy Campylobacter, okresla-
no ich przynaleznosé¢ gatunkowq, a nastepnie badano w nich obecnosé sekwen-
¢ji DNA kojarzonej z inwazyjnymi wlasciwosciami tych szczepow.

WSTEP

W klinicznym obrazie przebiegu zakazenia wywolanego przez termotolerancyjne szcze-
py Campylobacter obserwuje si¢ znaczne zroznicowanie, poczawszy od calkowitego braku
objawow, poprzez biegunki typu sekrecyjnego az do biegunek polaczonych ze stanem za-
palnym i obecnos$cia krwi. Wystepujace nickiedy pozajelitowe skutki zakazenia to zapale-
nie opon mézgowych, bakteriemia, i komplikacje o charakterze autoimmunoagresji, takie
jak zespol Guillain-Barré, czy reaktywne zapalenie stawdw. Ten szeroki wachlarz klinicz-
nych manifestacji po czgsci zalezy od gospodarza, lecz przede wszystkim wiaze si¢ z wla-
Sciwosciami patogendéw. Np. symptomy jelitowe zaleza od takich cech jak wytwarzanie
choleropodobnej toksyny [8], cytototoksyny [10, 11] oraz zdolnosci do adhezji i inwazji do
komorek epitelium [3]. Stwierdzono [3], ze w szczegolnosci ta ostatnia cecha moze by¢
odpowiedzialna w duzej mierze za zjadliwo$¢ oceniana na podstawie obecnosci lub braku
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objawow biegunkowych. Ponad 70% szczepdéw izolowanych od chorych z biegunka wyka-
zywalo zdolno$¢ do adhezji do komdrek HEp-2, natomiast szczepy izolowane od pacjen-
tow bezobjawowych byly w wickszosci (83%) niezdolne do adhezji. Podobng korelacjg
obserwuje si¢ pomiedzy obecnosciq pewnej sekwencji DNA zwanej iam (ang. invasion
associated marker) w genomie niektorych szczepdw Campylobacter a stanami biegunko-
wymi wywolywanymi przez te szczepy [1]. Rozpowszechnienie w zywnosci szczepow Cam-
pylobacter posiadajacych wlasnosci inwazyjne nie bylo dotychczas badane i mogloby sta-
nowi¢ wazny element w ocenie ryzyka zagrozenia kampylobacterioza.

W prezentowanej ponizej pracy podjgto probe oceny czesto$ci wystgpowania SZCZEpoOw
inwazyjnych w obrebie gatunkow Campylobacter jejuni i Campylobacter coli izolowanych
z tusz drobiowych w oparciu o oznaczenie czestos$ci wystgpowania markera iam za pomocq
PCR.

MATERIAL I METODY

Izolacja Campylobacter.

Materiat badawczy stanowily tusze kurczat z ubojni w Karczewie, po odpierzeniu a przed patro-
szeniem. Wymazy z kloaki kurczat wykonane przy uzyciu sterylnych pateczek do wymazéw nano-
szono na nitrocelulozowy filtr membranowy (Sartorius) o $rednicy poréw 0,65 um umieszczony
w szalce Petriego na powierzchni agaru Brucella uzupelnionego krwig i antybiotykami, (7 ml od-
wloknionej krwi konskiej oraz 0.4 ml zestawu antybiotykow firmy Oxoid zawierajacego 1 mg wan-

Tabela I. Zestawy starterow uzywane do identyfikacji gatunkowej oraz wykrywania sekwencji iam
Sets of primers used for species identification and iam sequence detection

Nazwy starterow . Wielkose Pismien-
. ) . Sekwencja starterow (5° — 3°) produktow .
i rodzaj badania nictwo
(pz)
Multipleks PCR,
identyfikacja C.j.*1 C.c*
Mul CATCTTCCCTAGTCAAGCCT
Mu2 AAGATACTCTAGCAAGATGG 773 (Cj.)* [6]
Mu 3 AGGCAAGGGAGCCTTTAATC 364 (C.c.)*
Mu 4 TATCCCTATCTACAATTCGC
Identytikacja C.j.*
HipOR2 AGCTAGCTTCGCATAATAACTTG 500 [4]
HipOF2 GAAGAGGGTTTGGGTGGT
Identytikacja C.c.*
CcC1 GGTATGATTTCTACAAAGCGAG 500 [4]
CC2 ATAAAAAGACTATCGTCGCGT
Identyfikacja iam
1,6F GCGCAAAATATTATCACCC 518 M
1,6R TTCACGACTACTATGCGG

* C.j. = Campylobacter jejuni, C.c. = Campylobacter coli
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komycyny, 250 j. polimyksyny, 0,5 mg trimetoprimu, 0,2 mg amfoterycyny B i 1,5 mg cefalotyny na
100 ml podloza). Po 4 godzinach inkubacji w temperaturze 42°C, w warunkach mikroaerofilnych
filtry usuwano, a podloze inkubowano przez dwie doby w tych samych warunkach. Uzyskane kolo-
nie diagnozowano pod katem przynaleznosci do rodzaju Campylobacter, najpierw wstepnie poprzez
ocen¢ morfologii komoérek w mikroskopie kontrastowo-fazowym, a nast¢pnie za pomoca polimera-
zowej reakcji tancuchowe;.

Identyfikacja gatunkowa oraz identyfikacja genu iam za pomocag PCR.

Dla przeprowadzenia PCR pojedyncze kolonie zawieszano w 100 ul H/O z 10 ul 20% zawiesiny
chelatujgce) zywicy Chelex-100. Po 10 minutach inkubacji w temperaturze 100°C probke odwiro-
wywano a z supernatantu zawierajacego wyekstrahowane DNA wykonywano seri¢ dziesigciokrot-
nych rozcienczen, z ktorych pobierano po 5 pl roztworu do reakceji amplifikacji.

Gatunkowsa identyfikacje przeprowadzano przy uzyciu metody multipleks PCR wedlug metody
opisanej przez Vandamme 1 wsp. [9]. Dodatkowe potwierdzenie w watpliwych przypadkach byto
wykonywane za pomocg dwoch oddzielnych zestawow starterow specyficznych dla C. jejuni
1 C. coli zgodnie z metodyka opisang przez On 1 Jordan [6]

Badanie obecnosci markera iam wykonano w oparciu o metodyke Carvalho i wsp., [1]. Sekwen-
cje startero6w uzytych w reakcjach PCR przedstawiono w tabeli 1.

Reakcje prowadzono na termocyklerze Perkin Elmer 2400, a uzyskane produkty analizowano
metoda elektroforezy w 1,5% zelu agarozowym. Powyzsza analiza pozwalala na potwierdzenie przy-
naleznosci badanych bakterii do gatunku Campylobacter jejuni lub Campylobacter coli oraz obec-
nosci markera iam w poszczegoélnych szczepach.

WYNIKI

Stosujac technike opisana w czesci metodycznej wyizolowano z tusz drobiowych 70
szczepow nalezacych do grupy termotolerancyjnych bakterii rodzaju Campylobacter. Na-
stgpnie, za pomoca metody multipleks PCR, przy uzyciu czterech starterow, okreslono przy-
nalezno$¢ gatunkowa wyizolowanych szczepdw. Ostateczna weryfikacja gatunkowa byla
przeprowadzona z zastosowaniem dwoch oddzielnych reakcji PCR [4]. Sposrod wyizolo-
wanych 70 szczepdw nalezacych do rodzaju Campylobacter, do gatanku Campylobacter
Jejuni nalezalo 48 szczepow, a 22 szczepy do gatunku Campylobacter coli.

Tabela II. Wystepowanie genu iam w szczepach Campylobacter jejuni i Campylobacter coli
The incidence of iam sequence in Campylobacter jejuni and Campylobacter coli strains

Liczba Liczba
Gatunek 4
oraz (%) szczepOw iam oraz (%) szczepow iam
Campylobacter jejuni 33 (69%) 15 (31%)
Campylobacter coli 22 (100%) 0 (0%)

Czyste szczepy o okreslonej przynaleznosci gatunkowej poddano analizie na obecno$¢
genu iam. Rezultaty przedstawia Tabela I1. Wykazano, ze wszystkie szczepy gatunku Cam-
pylobacter coli sa nosicielami markera iam, podczas gdy w obrgbie izolatow C. jejuni
u 31% nie wykryto poszukiwanej sekwencji.
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DYSKUSJA

Zastosowanie metody RAPD pozwolilo Carvalho i wsp. [1] na skojarzenie obecnosci
okreslonej sekwencji DNA ze zdolnoscia szczepow Campylobacter jejuni do wywolywania
biegunki. Produkt domniemanego genu iam nie zostal dotychczas wyizolowany i nie wia-
domo jaki jest mechanizm jego dzialania. Wydaje si¢ prawdopodobne, ze istnicje szereg
wspoldzialajacych lub alternatywnych czynnikéw umozliwiajacych adhezj¢ Campylobac-
ter do komorek epitelium [2, 5]. Inne dane [7] rowniez zwracaja uwagg na fakt istnienia nie
jednego, lecz szeregu czynnikdw inwazyjnych, ktérych wydzielanie jest odpowiedzig na
sygnal jaki stanowi obecnos$¢ soli zolciowych i pewnych komponentéw komoérek eukario-
tycznych. Odbidr tych sygnaldéw zalezy od receptoréw obecnych w $cianie komdrkowe;j
Campylobacter. Miejsce produktu markera iam w tym zlozonym obrazie nie zostalo do-
tychczas ustalone i wymaga dalszych badan. Uzyskane wyniki pozwalaja jednak wyciagnac
wniosek, ze gen ten, cho¢ moze nie jest absolutnic konieczny dla kolonizacji przewodu
pokarmowego kurczat przez Campylobacter jejuni, lecz zapewne daje jakas przewage se-
lekcyjna, poniewaz prawie 70% szczepow tego gatunku jest nosicielem badanej sekwencji.
Bardziej zdecydowanie wyglada to w obrebic gatunku Campylobacter coli, gdzie obecno$¢
markera obserwuje si¢ u wszystkich szczepow. Jak si¢ wigc wydaje, jego utrata moglaby
skutkowa¢ zanikiem zdolnos$ci do zasiedlania przewodu pokarmowego ptakow.

Niezaleznie od obecnosci czy braku sekwencji iam w genomie Campylobacter, obec-
no$¢ tych bakterii w przewodzie pokarmowym ptakow jest na ogol bezobjawowa, inaczej
niz w populacji ludzkiej. W przypadku czlowieka, na podstawie danych cytowanych we
wstepie, mozna przyjac, ze produkt genu iam w znacznym stopniu uczestniczy w powsta-
niu stanéw biegunkowych, cho¢ zapewne nie jest to czynnik jedyny i wystarczajacy. Swiadcza
o tym wyniki Carvalho i wsp. [1], ktory podaje, ze 63% szczepdw C. jejuni i C. coli wyizo-
lowanych od pacjentow z biegunkami zawierato marker iam, podczas gdy wsrdd szczepow
izolowanych z pacjentow bezobjawowych tylko 16% zawieralo badany marker. Jednocze-
$nie na podstawie tych samych wynikow nalezy zauwazy¢, ze calkiem pokazny jest procent
przypadkéw kiedy obecno$¢ genu iam nie prowadzi do biegunki, oraz przypadkéw, kiedy
mimo braku tego markera mamy do czynienia z wystapieniem tego objawu. Mozna to thu-
maczy¢ albo indywidualna podatnoscia czy odpornoscia gospodarza, albo koniecznoscia
wspolistnienia innych dodatkowych markerow dla manifestacji zakazenia. Innym wyjasnie-
niem braku stuprocentowej korelacji pomig¢dzy istnieniem markera iam i biegunka jest spe-
cyfika metody PCR, ktdra potwierdza tylko obecnos¢ pewnych sekwencji z badanego genu
lecz nie gwarantuje jego integralnosci i gotowosci do ekspresji. Zatem szczep bakterii za-
wierajacy sekwencj¢ iam z pewnymi uszkodzeniami uniemozliwiajacymi powstanie pro-
duktu lub jego prawidlowa aktywnos¢ ciagle moze by¢ falszywie identyfikowany jako
iam™. Naturalnie, mozliwa jest rowniez odwrotna sytuacja spowodowana wysoka zmienno-
Scia typowa dla Campylobacter, a mianowicie, ze mutacja w rejonic komplementarnym do
uzytych starterow moze by¢ oboje¢tna dla aktywnos$ci genu, natomiast wywola negatywny
wynik oznaczenia. Statystyczne obliczenia wykonane przez Carvalho i wsp. [1] wykazuja
ze specyficznos¢ oznaczen markera iam wykonanych metoda PCR wynosi ok. 87%, zatem
wyniki uzyskane ta metoda, cho¢ nieco zgrubne pozwalaja wysnu¢ wniosek, ze wigkszo$¢
szczepdw Campylobacter wyizolowanych od kurczat zawiera marker inwazyjnosci iam,
a biorac pod uwage fakt, ze przewody pokarmowe kurczat sa na ogél kolonizowane przez
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mieszane populacje kilku szczepdéw, mozna uzna¢ za wysoce prawdopodobna obecnos¢
inwazyjnych szczepow prawie w kazdej tuszy drobiowe;j.

Przedstawione wyzej badania stanowia rdwniez istotny element informacji epidemiolo-
gicznej, potwierdzajac podejrzenia, ze tusze drobiowe moga stanowic¢ bardzo istotny po-
tencjalny rezerwuar inwazyjnych i patogennych dla czlowieka szczepéw Campylobacter.

D. Korsak, K. Dzierzanowska-Fangrat, J. Popowski, E. Rozynek

INCIDENCE OF THE VIRULENCE MARKERS /4M
IN CAMPYLOBACTER JEJUNI

AND CAMPYLOBACTER COLI STRAINS ISOLATED
FROM POULTRY CARCASES

Summary

Previously found DNA sequence (iam), correlated with the invasiveness of Campylobacter stra-
ins, became a starting point for present investigation. Main goal of this study was to isolate number
of Campylobacter strains from chicken carcasses, to determine their taxonomic position and to esta-
blish the presence of iam sequence in their genoms. It was found, that invasion associated marker is
present in all Campylobacter coli strains and in majority but not all Campylobacter jejuni. This may
confirm the idea that the marker is not only responsible for diarrhea in humans but also may be
important in the colonization of chicken guts.
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