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Przedstawiono wyniki badan dotyczacych wyboru optymalnej procedury wy-
krywania i izolacji bakterii z rodzaju Legionella ze Srodowiska wodnego. Zasto-
sowano metode filtracji membranowej. Poréwnano wzrost bakterii na filtrach
celulozowych , poliweglanowych i z fluorku poliwinylidenu. Okreslono optymalny
czas obrdbki wstepnej probek wody (zakwaszenie, wysoka temperatura), pozwa-
lajacych na znaczna redukcje mikroflory towarzyszacej przy zachowaniu wzrostu
bakterii z rodzaju Legionella.

WSTEP

Bakterie z rodzaju Legionella to tlenowe Gram ujemne pateczki, ktére wystepuja
powszechnie w naturalnym Srodowisku wodnym iw glebie, moga namnazac sie rowniez
wewnatrz komoérek glonow i pierwotniakéw [1, 11, 19]. Kolonizuja sie¢ wodociggowa
wody zimnej i cieptej, zbiorniki i wodne urzadzenia chtodzace oraz klimatyzacyjne,
zwlaszcza jezeli zawierajg ztogi osaddw i rdzy. W systemach dystrybucji wody bakterie
te wchodzg w sktad biofilmu powstajagcego na wewnetrznych powierzchniach rur iele-
mentéw urzadzen kontaktujacych sie z wodg [16]. Moga rowniez wystepowaé w krop-
lach wodnego mikroaerosolu.

Do rodziny Legionellaceae nalezg 34 gatunki Legionella przy czym najwiekszym
zagrozeniem dla zdrowia cztowieka jest Legionella pneumophila grupa serologiczna 1
Jest ona czynnikiem etiologicznym tzw. choroby legionistéw (legionellozy) charaktery-
zujacej sie zapaleniem ptuc o bardzo ciezkim przebiegu (10-20% S$miertelnosci) [12]
lub tzw. goraczki Pontiac dajacej objawy grypopodobne z samoistnym wyleczeniem.

Bakterie z rodzaju Legionella wykazuja duzg zdolno$¢ adaptacji do zmiennych
warunkéw Srodowiska. Wzrost Legionella obserwuje sie przy pH od 55 do 9,2 przy
czym optymalny odczyn $rodowiska powinien wynosi¢ 6,8-H7,0 [1]. Bakterie te rosng
w zakresie temperatur 257-45°C, powyzej 50"C przewaznie ging [1, 20]. Optymalna
temperatura wzrostu wynosi 37"C. Wewnatrz komorek glonéw lub pierwotniakéw nie
tracg zdolnosci namnazania w temperaturze 45°C, a zywe bakterie izolowane byly z
komorek glonéw nawet przy temperaturze wody 68"C [1].
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Bakterie z rodzaju Legionella wymagajg do wzrostu obecnos$ci cysteiny oraz nieor-
ganicznego zelaza (lI1) [1]. Wiekszo$¢ stosowanych do hodowli Legionella podtozy
zawiera buforowany agar z dodatkiem ekstraktu drozdzowego, wegla aktywowanego i
a-ketoglutaranu [5, 6, 7]. Ponadto do podiozy, w celu zwiekszenia ich wybidrczosci
przy izolacji Legionella ze Srodowiska wodnego zaleca sie stosowanie réznych antybio-
tykéw [1, 5].

Ze wzgledu na stosunkowo niskg koncentracje tych bakterii w wodzie oraz na liczng
mikroflore towarzyszaca wykrywanie i izolacja bakterii z rodzaju Legionella ze $rodo-
wiska wodnego stwarza duze trudnosci. Aby zwiekszy¢ prawdopodobienistwo izolacji
tych bakterii z wody, badane probki przewaznie zageszcza sie stosujac filtracje mem-
branowg lub wirowanie [3, 8, 9, 13]. W celu wyeliminowania mikroflory towarzyszacej
niektérzy autorzy zalecajg obrobke wstepng badanej préobki wody polegajagcg na pod-
niesieniu temperatury do 50°C lub zakwaszeniu do pH = 2,2 [2-4].

Ze wzgledu na duzg réznorodno$é proponowanych metod izolacji i hodowli Le-
gionella przeprowadzono badania modelowe, ktdrych celem byto wybranie optymalnych
warunkéw hodowli oraz opracowanie jednolitej metody izolacji tych bakterii ze $rodo-
wiska wodnego, ktdra mozna bytoby zaleci¢ do rutynowego stosowania przez krajowe
stuzby sanitarne.

MATERIALY | 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 wiasnej wyizolowany ze $rodowiska wodnego. Do
kazdego badania przygotowywano zawiesine wyjsciowg z 72 godzinnej hodowli L. pneumophila
i 24 godzinnej hodowli kazdego z pozostatych szczepéw o gestosci 5 wg skali McFarlanda, tzn.
okoto 1,5 x 10" komarek/ml.

Do przygotowania zawiesiny wyjsciowej i jej kolejnych rozciefczen stosowano czterokrotnie
rozcienczony ptyn Ringera. W badaniach stosowano buforowane podtoze agarowe z ekstraktem
drozdzowym, cysteing i weglem aktywowanym (BCYE) o sktadzie (w g/l): ekstrakt drozdzowy
9,0; wegiel aktywny 3,0; agar 13,0; ACES - bufor (kwas N-2-acetamido-2-amino etanosulfono-
wyjwodorotlenek potasu 10,0; dwufosforan zelaza (111) 0,25; chlorowodorek L-cysteiny 0,4; sl
potasowa a-ketoglutaranu 1,0. Podtoze uzupetniano dodatkiem selektywnym GVPC o sktadzie:
wankomycyna - HC1 1,0 mg /1, polimyksyna B 79200 1.U., cykloheksymid 80 mg/l, glicyna 3,0
g/l. Koncowe pH podtoza kompletnego wynosito 6,9+ 0,1. W badaniach stosowano réwniez
kwasny bufor HC1-KC1 pH 2,2 + 0,2, podtoze Endo i Endo FM dla bakterii coli typu fekalnego
[14,15] oraz agar zwykly.

W dalszych badaniach zastosowano niezaleznie dwie procedury obrébki wstepnej probek
zawierajgcych szczepy wzorcowe bakterii (procedura A i B).

Procedura A: 10 ml z odpowiedniego rozciefnczenia hodowli kazdego ze szczepdw
mieszano w stosunku 1.1 z kwasnym buforem HCI-KCI pH 2,2 + 0,2. Zastosowany w do$wiad-
czeniach czas kontaktu wynosit 10, 20 i 30 minut. Prébki zawierajgce szczep Legionella pneu-
mophila posiewano powierzchniowo na podtoze GVPC (podioze BCYE + dodatek selektywny
GVPC), probki z innymi stosowanymi w badaniach szczepami posiewano na agar zwykly. Do
prébek kontrolnych zamiast kwasnego buforu dodawano takg samg objeto$¢ ptynu Ringera.

Procedura B: 10 ml z odpowiedniego rozcieAczenia hodowli kazdego ze szczepdw
wzorcowych-umieszczano w tazni wodnej w temperaturze 50°C. Po uplywie zatozonego w do-
$wiadczeniach czasu ogrzewania (30 i 45 minut) probki zawierajace szczep Legionella pneumop-
hila posiewano powierzchniowo na podtoze GVPC (podtoze BCYE + dodatek selektywny
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GVPC), prébki z pozostatymi stosowanymi w badaniach szczepami posiewano na agar zwykty.
Kontrole stanowity takie same rozciericzenia hodowli kazdego ze szczep6w nie poddane dziataniu
podwyzszonej temperatury.

Inkubacje ptytek z posiewami probek po obrébce wstepnej zgodnie z procedurami A i
B prowadzono w temperaturze 37°C, w przypadku szczepu L. pneumophila wyniki odczytywano
po 72 godzinach, w pozostatych przypadkach po 24 godzinach. Wszystkie posiewy wykonywano
w dwdch powtdrzeniach.

W serii doSwiadczen majacych na celu wybor najbardziej odpowiednich filtrbw membrano-
wych, zastosowano filtry z mieszanych estrow celulozy, poliweglanéw (typ Isopore), fluorku
poliwinylidenu (typ Durapore). Stosowano filtry firmy Millipore o $rednicy 47 mm i $rednicy
porow 0,45 (tm. Po przesaczeniu odpowiednich rozcienczen hodowli szczepu wzorcowego L.
pneumophila filtry membranowe umieszczano na podtozu GVPC. Plytki inkubowano w tempe-
raturze 37°C, obserwacje wzrostu kolonii prowadzono codziennie przez 7 dni. Kontrole stanowity
ptytki z posiewem powierzchniowym tych samych hodowli szczepu wzorcowego. Wszystkie po-
siewy wykonywano w pieciu réwnolegtych powtdrzeniach

WYNIKI | ICH OMOWIENIE

W pierwszym etapie badan sprawdzono skuteczno$¢ uwalniania bakterii z filtrow
membranowych na drodze sonifikacji i wytrzasania. Potgczenie metody zageszczania
prébek wody przez filtracje membranowg z posiewem powierzchniowym ,po uwolnieniu
bakterii z filtrow do ptynu Ringera stosowali tez inni autorzy [3,13,17]. Badania wstepne
przeprowadzono na szczepie wzorcowym E. coli stosujgc uzywane powszechnie w ba-
daniach rutynowych wody filtry celulozowe i podtoze Endo.

W przeprowadzonej serii doSwiadczen wytrzgsanie w czasie od 1 minut do 10 minut
nie przyniosto oczekiwanego efektu. Bakterie pozostawaty zwigzane z filtrami, w po-
siewie powierzchniowym na ptytkach rosty jedynie pojedyncze kolonie.

Zastosowanie ultradzwiekow w czasie 1 - 4,5 minuty prowadzito tylko do czescio-
wego uwalniania bakterii z filtrow (Sredni odzysk 46,6%), przy czym kolonie w posiewie
powierzchniowym byty znieksztatcone o rozmytych brzegach, czestokroé¢ dawaty wzrost
zlewny utrudniajgcy ich policzenie. Trudnos$ci z uwalnianiem mikroorganizméw z ce-
lulozowych filtrbw membranowych opisujg tez inni autorzy. Boulanger i Edelstein sto-
pien odzysku bakterii podczas sonifikacji oceniajg na 13%, Smith i wsp. na 43% [3,17].
Przyczyna, jest prawdopodobnie kreta struktura poréw filtrow celulozowych, z tego tez
wzgledu niektdrzy autorzy proponujg stosowanie filtrow poliweglanowych, poliwinyli-
denowych lub nylonowych charakteryzujacych sie prostg i gtadkag budowg porow [17].

W dalszej czeSci badan obok filtrow z estrow celulozy zastosowano filtry poliwegla-
nowe (typu Isopore) oraz filtry z fluorku poliwinylidenu (typu Durapore) przy czym
zrezygnowano z etapu uwalniania bakterii z filtrow. Celem doswiadczen byta obserwa-
cja wzrostu kolonii szczepu Legionella pneumophila ATCC 33152 bezposrednio na
filtrach membranowych umieszczanych na podtozu GVPC i porédwnanie liczby kolonii
bakterii rosngcych na filtrach z liczbg kolonii na ptytkach kontrolnych z posiewem
powierzchniowym. Wyniki z 5-ciu niezaleznie przeprowadzonych doswiadczen przed-
stawiono na rycinie 1

Ro6znice miedzy liczbg kolonii rosngcych na filtrach celulozowych, na filtrach typu
Durapore i w posiewie powierzchniowym byty stosunkowo niewielkie. Wszystkie wyniki
miescity sie w tym samym rzedzie wielkosci (1,3 - 5,6 x 10s/ml). Najmniej kolonii rosto
na filtrach typu lIsopore (1,0 x 107 - 1,0 x 10¢/ml). Kolonie Legionella w posiewie
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Rye. 1. Porownanie odzysku bakterii L. pneumophila na réznych typach filtréw membranowych
i w posiewie powierzchniowym

powierzchniowym na podtozu GVPC jak i na filtrach membranowych byly blyszczace
o gtadkich brzegach. Kolonie rosngce bezposrednio na podiozu GVPC byly biate
z charakterystyczng przezroczysta strefa. Strefa wokot kolonii byta wyraznie widoczna
réwniez na filtrach z fluorku poliwinylidenu (Durapore), przy czym kolonie na tych
filtrach byly barwy kremowej. Na filtrach celulozowych i poliweglanowych (lsopore)
nie zaobserwowano wokét kolonii Legionella stref przejasnienia, kolonie miaty odpo-
wiednio barwe kremowg i biala.

Kolonie Legionella na filtrach membranowych, niezaleznie od typu filtrow, rosng
wolniej niz w posiewie powierzchniowym. W posiewie powierzchniowym sg wyraznie
widoczne po 3 dniach inkubacji, na filtrach po trzech dniach sg zbyt drobne by mozna
byto je doktadnie policzy¢ i scharakteryzowa¢ ich morfologie. Obserwacja wzrostu
Legionella na filtrach membranowych nalezy prowadzi¢ codziennie pomiedzy
3 a 7 dniem inkubacji.

W niektérych przypadkach dodawanie czynnikéw selektywnych do podtoza hodow-
lanego moze by¢ niewystarczajgce. Znaczna redukcje mikroflory towarzyszacej mozna
rowniez uzyska¢ poddajgc prébki wody przed posiewem dziataniu podwyzszonej tem-
peratury lub zakwaszeniu. Wyniki badan majacych na celu dobranie optymalnego czasu
przetrzymywania prébek wody w temperaturze 50°C, po ktérym nastepowataby znaczna
redukcja mikroflory towarzyszacej, przy zachowaniu mozliwosci wzrostu Legionella
przedstawiono w tabeli I.

Inkubacja zaszczepionych prébek wody w temperaturze 50°C przez 30 minut nie
miata znaczgcego wpltywu na wzrost Legionella pneumophila, spowodowata natomiast
redukcje wyjsciowej liczby komorek Streptococcus faecalis o 3 log, Pseudomonas aeru-
ginosa 0 2 log oraz Escherichia coli o 1 log Przedtuzenie czasu przetrzymywania
zaszczepionych prébek w temperaturze 50°C do 45 minut spowodowalo catkowitg
redukcje wyjsciowej liczby komorek E. coli, Str. faecalis oraz P. aeruginosa. Po 45
minutach ogrzewania zdolno$¢ wzrostu zachowaty szczepy L. pneumophila i S. aureus,
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Tabela I. Wzrost szczep6w wzorcowych bakterii po réznym czasie inkubacji w fazni
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 nastgpita redukcja wyjsciowej liczby komdrek
0 1 log. Dziesieciokrotna redukcja liczby komérek Legionella jaka nastepuje podczas
45 minut inkubacji w temperaturze 50°C moze prowadzi¢ do uzyskania wynikéw
fatszywie ujemnych, w przypadku badania probek wody zawierajgcych niewielka liczbe
komoérek tych mikroorganizmoéw. Dlatego tez nalezy przyjaé, ze w badaniach wody
w kierunku wykrywania pateczek Legionella optymalnym czasem inkubacji w tempera-
turze 50°C jest 30 minut. RAwniez Steel i wsp. [18] najkorzystniejsze wyniki izolacji
Legionella uzyskali po 30 minutowej inkubacji probek wody w temperaturze 50°C.
W dosSwiadczeniach Dennis i wsp. [4] bakterie z rodzaju Legionella ginety w tej tem-
peraturze po 240 minutach inkubacji, bakterie grupy coli po 150 minutach, Micrococcus
sp. po 90 minutach a Pseudomonas sp. po 30 minutach.

Procedurg stosowang alternatywnie lub rownolegle do wysokiej temperatury, majaca
na celu redukcje mikroflory towarzyszacej, jest potraktowanie probek wody kwasnym
buforem o pH 2,2. W przeprowadzonych przez nas badaniach poréwnano wpltyw dzia-
tania niskiego odczynu pH na szczep wzorcowy Legionella oraz inne szczepy bakterii
najczesciej wystepujace w zanieczyszczonych probkach wody. Celem badania byto do-
branie optymalnego czasu kontaktu, podczas ktdrego wystapi wystarczajagca redukcja
mikroflory towarzyszacej bez znacznego wptywu na wzrost Legionella. Wyniki podano
w tabeli 1.

Inkubacje w kwasnym buforze przeprowadzono w czasie kontaktu 10, 20 i 30
minut. Zaobserwowano, ze po 10 minutach nastepuje catkowita redukcja liczby
komorek Str. faecalis przy wyjsciowej liczbie komérek 1,1 x 108 cfu/ml. W przypadku
pozostatych szczepéw zanotowano redukcje E. coli z 3,9 x 10sdo 3,5 x 107cfu/ml, S.
aureus z 2,5 x 108 do 1,5 x 106 cfu/ml. Przedtuzenie czasu kontaktu tych bakterii
z kwasnym buforem do 20 minut spowodowato catkowita redukcje ich liczby. Przy
najkrétszym z zastosowanych czasie kontaktu (10 minut) redukcja liczby bakterii P.
aeruginosa i L. pneumophila wynosita 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. Przedtuzenie czasu kontaktu tych szczepdw z kwasnym
buforem do 20 minut spowodowato catkowitg redukcje liczby komérek P. aeruginosa,
natomiast liczba komérek L. pneumophila zostata zredukowana do 2 x 10" cfu/ml.
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Wzrost szczepdw wzorcowych bakterii po réznym czasie inkubacji z kwasnym
buforem (pH 2,2)

Growth of standard strains after different time of contact with acid buffer (pH
2,2)

Tabela |II.

Przedtuzenie czasu inkubacji w buforze o pH 2,2 do 30 minut spowodowato catkowitg
redukcje liczby komérek L. pneumophila.

Steel i wsp. zaproponowali 5-cio i 10-cio minutowy czas kontaktu probek z kwasnym
buforem, przy czym skuteczniejszg redukcje mikroflory towarzyszacej uzyskali po 10
minutach [18]. Badania Boppa i wsp. [2] wykazaly oporno$¢ L. pneumophila na 30
minutowe dziatanie kwasnego buforu, przedtuzenie czasu kontaktu do 60 minut powo-
dowato dziesieciokrotng redukcje wyjsciowej liczby komorek. Poniewaz jednak juz po
5 minutach kontaktu nastepowata stukrotna redukcja liczby bakterii towarzyszacych
autorzy uznali, ze po 5 minutach potraktowanie badanej probki kwasnym buforem jest
wystarczajgce dla efektywnej izolacji Legionella z zanieczyszczonych prébek wody.
Réwniez 5-cio minutowy czas kontaktu badanych prébek z kwasnym buforem zaleca
norma ISO [8]. O wyraznym wzro$cie efektywnosci izolacji L. pneumophila z prébek
srodowiskowych poddawanych obrébce wstepnej kwasnym buforem donosi Kusnetsov
[10]. Z zanieczyszczonych probek wody potraktowanych buforem autor wyizolowat do
2,2 x 105cfu/ml komorek Legionella, podczas gdy z tych samych probek bez obrobki
wstepnej odzysk Legionella byt co najmniej dziesigeciokrotnie nizszy. Analizujgc przed-
stawione wyniki badan wiasnych jak réwniez dane z cytowanego piSmiennictwa, wydaje
sie , ze najkorzystniejsze warunki izolacji Legionella z probek wody o spodziewanym
duzym zanieczyszczeniu mozna uzyskac¢ stosujgc 10 minutowy czas kontaktu z kwasnym
buforem, natomiast przy spodziewanym mniejszym zanieczyszczeniu wystarczajagcy mo-
ze by¢ 5 minutowy czas kontaktu.

WNIOSKI

1. Probki wody przeznaczone do badan, w kierunku wykrywania bakterii z rodzaju
Legionella, w pierwszym etapie powinny zosta¢ poddane dziataniu kwasnego buforu
przez 10 minut lub inkubacji w temperaturze 50°C przez 30 minut.

2. Najkorzystniejszym wariantem wykrywania i izolacji pateczek Legionella ze $ro-
dowiska wodnego metoda filtracji membranowej jest zastosowanie filtrow z estrow
celulozy lub fluorku poliwinylidenu i hodowla bakterii na filtrze umieszczonym bez-
posrednio na podtozu BCYE z dodatkami selektywnymi GVPC.
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3. Obserwacje wzrostu Legionella nalezy prowadzi¢ codziennie pomiedzy 3 a
7 dniem hodowli. Kolonie rosnace na filtrach membranowych sa btyszczace o gtadkich
brzegach, barwy kremowej lub biatej. Na filtrach z fluorku poliwinylidenu wokét kolonii
mozna zaobserwowac wyrazng strefe przejasnienia.

R. Matuszewska, B. Krogulska,

DETECTION AND ISOLATION OF BACTERIA OF GENUS LEGIONELLA
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. Water 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 treatment 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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