Medycyna Wet. 52 (10) 1996

657

ALICJA KOZINSKA, JERZY ANTYCHOWICZ

Izolacja nowej bakterii patogennej dla karpi

Zaklad Choréb Ryb Paristwowego Instytutu Weterynaryjnego w Putawach, ul. Partyzantéw 57, 24-100 Putawy

Summary

Isolation of a new bacteria pathogenic to carp

The taxonomy and virulence of four unknown bac-
terial isolates (1189306, 1659306, 12E9306, 13E9306)
associated with erytrodermatitis-like symptoms of carp
have been examined. The isolates differed from cur-
rently known bacteria pathogenic for carp. Charac-
teristics of the isolates were nearly identical with
those of Chromobacterium violaceum. Differences con-
cern indole production and d-mannitol utilization
(isolates+, Ch. violaceum -), In virulence tests (sub-
cutaneous injectio;l of 1x10" cfu, and intraperitoneal
injection of 5x10° cfu) the isolates appeared to be
more pathogenic than pathogenic strains of Aeromo-
nas hydrophila and A. salmonicida var. achromogenes.
This phenomenon was a little more pronounced at
21°C than at 13°C.

Obecnie uwaza sie, ze dla karpi moga by¢ patogenne
nastepujace bakterie: Aeromonas salmonicida ssp. achro-
mogenes (4, 12), A. hydrophila (4), Edwardsiella tarda
(11), Pseudomonas fluorescens (13), Flexibacter colt-
mnaris (3), Flavobacterium branchiophila (9), Strepto-
coccus sp. (10) i Mycobacterium sp. (16).

W czerweu 1993 r. od chorych karpi, pochodzacych
z dwéch obiektéw stawowych, wyizolowano bakterig,
ktérej nie udalo si¢ zaklasyfikowaé do zadnego z do-
tychczas znanych rodzajéw bakterii patogennych dla karpi.
Badania wstepne wykazaly zwiazek pomigdzy obecno-
§cia tej bakterii w narzadach wewnetrznych karpi 1 w
zmianach skérnych u tych ryb, a objawami chorobowymi.
Karpie wykazywaly rozlegle przekrwienia powlok zew-
netrznych i owrzodzenia (podobnie jak w przebiegu za-
kazen patogennymi szczepami Aeromonas hydrophila
lub A. salmonicida ssp. achromogenes) oraz krwiste wy-
sicki w jamie ciata. Objawy chorobowe wystgpowaly u
okoto 30% ryb stanowiacych obsady poszczegdlnych
stawéw. W stawach stwierdzono duzy stopiefi zanieczysz-
czenia wody $ciekami z przemystu spozywczego. W okresie
choroby karpi temperatura wody wynosila 16"C+2.

Celem pracy byta identyfikacja taksonomiczna wyizo-
lowanej bakterii i okre§lenie jej wtasciwosci chorobo-
tworczych.

Materiatl i metody

Izolacja bakterii. Posiewy sporzadzano z wycinkow
skéry pobranych od 8 karpi (na granicy tkanki zmienionej
chorobowo i tkanki niezmienionej). Do posiewéw uzyto plytek
z agarem odzywczym zawierajacym 5% odwicknionej krwi
konskiej. Inkubacje przeprowadzano w temperaturze 27°C i
37°C. Po 24-godzinnej inkubacji w posiewach sporzadzonych
od 3 karpi stwierdzono jednolity wzrost matych (1-1,5 mm
srednicy), bezbarwnych, okragtych, ktadkich kolonii. W posie-

wach z pozostatych ryb, kolonie tego typu wystepowaly w
wyraznej przewadze nad pozostat flora bakteryjna. Pojedyn-
cze kolonie izolowano na skosy agarowe z dodatkiem krwi i
przetrzymywano w temperaturze 4°C. Cztery izolaty oznaczo-
ne symbolami 1159306, 1659306, 12E9306 i 13E9306 podda-
no testom identyfikacji taksonomicznej oraz badaniom wlasci-
wosdci chorobotwérezych dla karpi.

Identyfikacja bakterii. Wsigpna identyfikacja
obejmowala barwienie metoda Grama, okre§lenie rodzaju urze-
sienia przy uzyciu mikroskopu elektronowego, badanie ruchu
w agarze p6lplynnym i w kropli wiszacej, okreslenie typu
oddychania i metabolizmu glukozy na podiozu Hugh-Leifsona
i prébe na oksydaze cytochromowg wg Kovacs. Poza tym
przeprowadzono testy aktywnosci wogec argininy na podlozu
Thornley oraz wobec lizyny i ornityny na podiozu Moellera.
Oprécz tego okreslono minimalng | maksymalna temperaturg
wzrostu, zdolno$¢ wzrostu w podlozu o réznej koncentracji
NaCl w zakresie 0-6% oraz wrazliwo§¢ na czynnik wibriosta-
tyczny 0/129 (2,4diamino-6,7dizopropylpteridine, 30 Hg).

Celem dalszej identyfikacji przeprowadzono badania szere-
gu innych wlasciwosci biochemicznych i fizjologicznych: pro-
dukcja katalazy, ureazy, H2S, dezaminacja fenyloalaniny 1
tryptofanu, redukcja NO3 i NO2. produkeja indolu, produkeja
acetoiny (reakcja Voges-Proskauera) proba z czerwienig me-
tylowa (MR), fermentacja glukozy, fruktozy, treahalozy, mal-
tozy, laktozy, ksylozy, ramnozy, arabinozy, sacharozy, sorbitolu,
inozytolu, ducytolu, adonitolu, mannitolu i salicyny, hydroliza
zelatyny, kazeiny, skrobi i eskuliny, wykorzystanie L-arabino-
zy, L-argininy, D-mannitolu, salicyny, ornityny i cytrynianu
jako jedynego Zrédia wegla. W badaniach postugiwano sig
metodami klasycznymi (7, 8, 15) oraz réwnoczesnie gotowymi
testami API20E (firmy bio Mericux). W identyfikacji uwzgle-
dniono wcze$niejsze opracowania dotyczace rdznicowania 1
identyfikacji pateczek gramujemnych (1, 14, 17, 18).

Badanie chorobotwdérczos§ci. Chorobotworcze
wiasciwosei izolatéw okreslano na podstawie wynikow ekspe-
rymentalnego zakazenia dwuletnich karpi, pochodzacych z
wolnych od choréb gospodarstw rybackich. Karpie adaptowa-
no do warunkéw laboratoryjnych przez okres 3 tygodni, przy
czym czg$¢ karpi przetrzymywano w temperaturze 13 €xl,
czes¢ natomiast w temperaturze 21°C£1. Doswiadczenie prze-
prowadzono w 4 wariantach (w kazdym z nich zakazano po 10
karpi): a) podskérna inokulacja ryb przetrzymywanych w tem-
peraturze 13°C; b) podskérna inokulacja ryb w temperaturze
21°C: ¢) dootrzewnowa inokulacja ryb w temperaturze 13°C;
d) dootrzewnowa inokulacja ryb w temperaturze 21°C. Do
zakazed podskdrnych uiy_}o 0,1 ml zawiesiny bakterii w PBS
o koficowym mianie 1x10°, natomiast do zakazen dootrzewng-
wych 0,5 ml zawiesiny bakterii o koricowym mianie 5x10°,
Kontrole stanowily karpie inokulowane jatowym plynem fizjo-
logicznym,

Celem poréwnania wiasciwosci chorobotwérezych badanych
izolatéw, réwnoczesnie zakazano dwie inne grupy ryb pato-
gennymi szczepami Aeromonas hydrophila 1389306 i A. sal-
monicida ssp. achromogenes 1859304 (z kolekcji wiasnej),
zachowujac identyczne warunki doswiadczenia.

Wyniki i oméwienie

Identyfikacja. Izolaty 1 189306, 1659306, 12E9306
i 13E9306 byly prawie identyczne w zakresie badanych cech.
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Tab. 1. Poréwnanie morfologicznych, biochemicznych i fizjologicznych cech badanych izolatéw z chorych karpi i Chromobacterium violaceum

Cechy Badane izolaty 1189306, 1659306, 12E9306, 13E9306 Chromobacterium violaceum (Bergey’s Manual)
Barwienie metoda Grama - -
Ruch + +
1 lub 2 rzgski biegunowe i 2-6 rzgsek bocznych + +
Oksydaza cytochromowa + +
Katalaza + +
o/F test F E
Wzrost w bulionie z % NaCl:
0 + +
3 +
G = =
Wzrost w temperaturze:
8°C = =
10°C £ R
27°C + +
43°C + R
Optymalna temperatura asc 30-35°C
Dihydrolaza argininy + R (50)
Dekarboksylaza lizyny =+ -
Dekarboksylaza ornityny - =
Ureraza - + albo ~
H,S - — albo =
Dezaminaza fenyloalaniny 3=, 1+ =
Dezaminaza tryptofanu +
B-galaktozydaza (test ONPG) + =
Redukcja NOs + + (95)
Redukcja NO, - + (80)
Reakcja MR - -
Reakcja Voges Proskauera - -
Produkcja indolu + Zl
Jedyne Zrédia wegla:
L-arabinoza = -
L-arginina - R (60)
L-ornityna + +
D-mannitol 450 -
Cytrynian [+ »
Fermentacja:
glukozy, fruktozy, trahalozy + +
maltozy R (50)
laktozy, ksylozy, dulcytolu - -
m-inozytolu - -
ramnozy - R (50)
sacharozy + — (25)
sorbitolu 2 R (60)
L-arabinozy, galaktozy = 5
adonitolu, raffinozy = -
mannitolu 4+ =
salicyny - — (10
Hydroliza:
zelatyny [#/4]7 +
kazeiny + 4
skrobi * * albo -
eskuliny = -
Rozktad malonianu - =
Hemoliza krwinek koriskich + +
Wrazliwos¢ na 0/129 (30 pg) - —
Objasnienia: + — reakcja dodatnia, — — reakcja ujemna, £ — reakcja stabo dodatnia, R - réznice pomi¢dzy szczepami, a) — w pewnych warunkach

$rodowiskowych moze by¢ reakcja dodatnia, b) — powolny wzrost, ¢) — rézne wyniki w zaleznosci od metody badania [metoda klasyczna na podiozu

Simmonsa/testy API20E], ( ) — w nawiasach % szczepéw wykazujacych reakcje dodatnia.
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Ryc. {. Komoérka bakteryjna izolatu 1689306 z rzgska biegunowa
i rzeskami bocznymi. Mikr. elektr. pow. 24 000x

Byty to proste pateczki o wymiarach 2-3,5%0,6-1 pm, gram-
ujemne, oksydazododatnie. Wzrost w poditozu Hugh-Leifsona
wskazywat na wzglednie beztlenowy typ oddychania i fer-
mentacje glukozy. Pateczki wykazywaty ruch zaréwno w kropli
wiszacej jak i w agarze pétptynnym. W mikroskopie elektro-
nowym obserwowano wickszosé komérek z 1 rzgska umiesz-
czona na biegunie i 2-6 rzgskami bocznymi (ryc. 1). Niektore
komérki mialy po 1 rzesce na obu biegunach i kilka rzesek
bocznych. Badane izolaty wykazywaty dobry wzrost w bulio-
nie nie zawierajacym NaCl, nie rosty natomiast w obecnosci
NaCl powyzej 3%. Znacznie lepszy wzrost obserwowano w
temperaturze 37°C niz 27°C. Maksymalna temperatura, w kt6-
rej bakteric wykazywaly zywotnos¢ wynosita 43°C; nie ob-
serwowano natomiast wzrostu w lemperaturze ponizej 8°C.
Izolaty wykazywaty obecnos¢ dihydrolazy argininy, natomiast
brak dekarboksylazy lizyny i ornityny. Powyzsze cechy byly
niemal identyczne jak te, ktére wykazuja Chromobacterium
violaceum (18). Zaréwno te, jak i inne badane cechy izolatow
przedstawione sa w tab. 1, w zestawieniu z charakterystyka
Chromobacterium violaceum.

Chorobotwérczos§é. W tab. 2 przedstawione sg wy-
niki badan, okreslajace liczbg zachorowan i $ni¢é karpi po
zakazeniu izolatami 1159306, 1659306, 12E9306 i 13E9306
oraz patogennymi szczepami A. hydrophila 1389306 i A. sal-
monicida ssp. achromogenes 1859304, w poszczegdlnych wa-
riantach doswiadczenia (a, b, ¢, d). Kazdy z czterech badanych
izolatéw, we wszystkich wariantach, wywolywatl zmiany cho-
robowe u 8-10 karpi. Liczba $nig¢ w wariantach a i ¢ byta

nieco nizsza (4-8) niz w wariantach b i d (7-10). Liczba karpi
wykazujacych zmiany chorobowe po inokulacji A. hydrophila
i A s. ssp. achromogenes w poszczegdlnych wariantach wy-
nosita 0-8, a liczba snigc 0-6.

W temperaturze 13°C, po zakazeniu podskérnym przebieg
choroby byt podobny u karpi zakazanych badanymi izolatami
oraz A. hydrophila 1 A. 5. ssp. achromogenes. Tworzenie sig
mniej lub bardziej rozlegtych wrzodéw skérnych nastepowato
po 5-7 dniach. W temperaturze 21°C, u ryb zakazonych izo-
Jatami, juz po 2-3 dniach pojawialy sig silne obrzeki 1 rozlegle

Ryc. 2. Zmiany chorobowe w 3 dniu po podskémej inokulacji
izolatem 12E9306

Ryc. 3. Zmiany chorobowe w 2 dniu po dootrzewnowej inokulacji
izolatemn 1659306

Tab. 2. Liczba karpi wykazujacych zmiany chorobowe i ¢niecia po zakazeniu izolatami od chorych karpi (1159306, 1659306, 12E9306 i 13E9306)
oraz patogennym szczepem A. hydrophila (1389306) i A. s. ssp- achromogenes (1859304), w poszczegdlnych wariantach do§wiadczenia (a, b, ¢, d)

a b c d
n=10 n=10 n=10 n=10
Inokulaty
I $nigcia By $nigcia zmiany $nigcia zmiany $nigcia
chorobowe ¢ chorobowe ¢ chorobowe ¢ chorobowe ¢
1159306 10 4 10 8 8 7 9 8
1689306 8 6 10 10 8 6 8 10
12E9306 10 8 10 10 10 8 10 8
13E9306 9 8 9 7 8 6 8 10
1389306 (A. hydrophilia) 7 5 S 0 0 4 4 0
1859304 (A. s. ssp. achromogenes) 8 4 6 0 6 6 4 4
PBS 0 0 0 0 0 0 0 0
Objasnienia: a — inokulacja podskéma, temperatura 13°C+1, b — inokulacja podskéma, temperatura 21°C+ 1, ¢ — inokulacja dootrzewnowa,

temperatura 13°C£ 1, d — inokulacja dootrzewnowa, temperatura 21°C £ 1.
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przekrwienia skory (ryc. 2), po czym wkrétce wigkszos$¢ ryb
sneta. Zakazenia A. hydrophila i A. s. ssp. achromogenes,
poczatkowo powodowaly wystapienie miejscowych zmian
skérnych, w pézniejszym jednak okresie obserwowano zaha-
mowanie procesu chorobowego, a nawet zabliZnianie si¢ ran.

Ryby zakazane dootrzewnowo badanymi izolatami, zaréwno
w temperaturze 13°C+1 jak i w 21°Cxl wykazywaly silne
obrzgki i przekrwienie brzusznej czgSci ciata oraz wysadzenie
odbytu (ryc. 3). Objawy wystgpowaty po 2-4 dniach, wkrétce
potem nastepowaly $nigcia ryb. Sekcja wykazata ptyn w jamie
ciata, a z narzadéw wewnetrznych reizolowano wstrzyknigte
uprzednio bakterie. Podobne objawy, aczkolwiek nieco ta-
godniejsze, obserwowano u karpi zakazanych A. s. ssp. achro-
mogenes. Natomiast u ryb zakazanych A. hydrophila w tem-
peraturze 21°C zmiany chorobowe wystgpowaly dopiero po
10-12 dniach. Mialy one posta¢ niewielkich wrzodéw skor-
nych, rozsianych po catym ciele.

Wyniki badania cech morfologicznych oraz wtasciwosci
biochemicznych i fizjologicznych wykluczaly mozliwos¢
zaklasyfikowania izolatéw do ktéregokolwiek z dotychczas
znanych rodzajow bakterii patogennych dla karpi. Izolaty te,
Jjako wzgledne beztlenowce, fermentujace glukoze nie moga
by¢ zaliczone do rodzajéw Pseudomonas, Flexibacter i Fla-
vobacterium. Typ urzgsienia i dodatnia reakcja na oksydaze
cytochromowa wykluczaja przynaleznosé izolatéw do rodziny
Enterobacteriaceae. Najwazniejszymi cechami réznicujacymi
izolaty od A. salmonicida ssp. achromogenes to zdolnosé
ruchu oraz wzrost w temperaturze 37°C. Obecno$¢ kilku bocz-
nie umieszczonych rzgsek, oprécz rzeski biegunowej, jestjedna
z cech odrézniajacych izolaty od ruchliwych gatunkéw Ae-
romonas. Poza tym, w przeciwiefistwie do bakterii z tego
rodzaju, badane izolaty miaty zdolnos¢ redukcji azotynéw do
wolnego azotu, wykazywaly ujemna reakcje MR i obecnosé
dezaminazy tryptofanu.

Badania wykazaly duze podobiefistwo izolatéw do bez-
barwnych form Chromobacterium violaceum (18). W zakresie
badanych cech, réznice pomigdzy izolatami a Ch. violaceum
wystapily jedynie w reakcji na indol (izolaty +; Ch. violaceum =)
i w zdolnosci do wykorzystania mannitolu jako jedynego
Zrédla wegla oraz jego fermentacji (izolaty +; Ch. violaceum -).
Cechy te wymieniane sa, migdzy innymi, jako kryterium od-
rézniania bezbarwnych form Ch. violaceum od bakterii z ro-
dzaju Aeromonas i Vibrio, z ktérymi sa czasem mylone (18).
Wydaje si¢ jednak, Ze sa to cechy mato charakterystyczne,
bowiem w obrebie bakterii Aeromonas i Vibrio wyst¢puja
szczepy indolo-dodatnie jak i indolo-ujemne (1, badania wias-
ne nieopublikowane), a szczepy Ch. violaceum moga, w pew-
nych warunkach srodowiska, wykazywaé dodatnia reakcj¢ na
indol (6). Wzrost izolatéw w obecno$ci mannitolu jako jedy-
nego 7Zrodia wegla, jak i fermentacja przebiegaty powoli (2 dni),
co wskazuje, ze cecha ta jest stabo wyrazona. Pozostale cechy
izolatéw i Ch. violaceum byly identyczne (tab. 1) Na uwage
zastuguje podobieristwo w typie urzesienia; zaréwno izolaty,
jak 1 Ch. violaceum moga posiada¢ jedna lub dwie rzeski
biegunowe oraz 2-6 dlugich rzgsek umieszczonych bocznie.
Charakterystyczna jest takze wsp6lna dla nich zdolnosé wzro-
stu w temperaturze 43°C, przy braku wzrostu w temperaturze
8°C, co pozwala okresli€ je jako cieptolubne. Izolaty, podobnie
jak Ch. violaceum, maja zdolnos¢ redukcji azotynéw do wol-
nego azotu. Wsrdd bakterii nalezacych do grupy wzglednie
beztlenowych, fermentujacych pateczek gramujemnych, wia-
Sciwos$¢ t¢ posiada jedynie Chromobacterium violaceum (2).

Ch. violaceum wystepuje w glebie 1 w wodzie. Moze po-
wodowac posocznicg u zwierzat statocieplnych oraz u ludzi
(18). Dotychczas, w dost¢pnym pismiennictwie brak jest do-
niesien o izolacji tej bakterii od ryb. Chore karpie, od ktérych
pochodza izolaty, przebywaly w Srodowisku wodnym, zanie-
czyszczonym przez ciagly naptyw sciekéw z przemystu spo-
zywczego, ktére prawdopodobnie spowodowaly nagromadze-
nie azotandw i azotynéw, a to z kolei moglo przyczynic sig¢
do rozwoju bakterii wykorzystujacych azotyny jako Zrddio
energii. Réwnoczednie ocieplanie si¢ klimatu w Polsce mogto
przyczynié¢ si¢ do propagacji bakterii cieptolubnych, jakimi
sa Ch. violaceum.

Pomimo, ze przypadek izolacji tej bakterii jest dotychczas
odosobniony, to jednak zastuguje na uwage ze wzgledu na
niewatpliwa, duza patogennos$¢ tych bakterii dla karpi. W
poszczegblnych stawach, $nigcia zwiazane z infekcja tej bak-
terii dotyczyly 20-30% karpi. Eksperymentalne zakazenia karpi
wykazaly, ze izolaty 11589306, 1659306, 12E9306 i 13E9306
sa patogenne dla tych ryb. Izolaty te wykazywaly przy tym
wicksza zjadliwos$¢ niz patogenne szczepy A. hydrophila i
A. salmonicida ssp. achromogenes. Wyrazata si¢ ona w wick-
szej liczbie karpi wykazujacych zmiany chorobowe i $nigcia
oraz w wigkszej intensywnosci zmian. Izolaty, w przeciwie-
stwie do A. hydrophilai A. s. ssp. achromogenes, powodowaty
nieco silniejsze zmiany chorobowe i bardziej liczne $nigcia
u karpi przebywajacych w temperaturze 21°C niz u karpi w
temperaturze 13°C. Wskazuje to na wigksze zagrozenie karpi
infekcja tej bakterii w miesiacach letnich, kiedy wzrasta tem-
peratura wody w stawach.

W swietle przeprowadzonych badari wydaje si¢ bardzo praw-
dopodobne, ze izolaty pochodzace od chorych karpi, wyka-
zujacych zmiany typu erytrodermatitis, naleza do Chromo-
bacterium violaceum. Jest to nowy czynnik chorobotwdrczy
dla karpi, ktéry w warunkach podwyzszonej temperatury wody
moze powodowac znacznie wigksze straty w hodowli karpi
niz bakterie rodzaju Aeromonas.
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