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Summary

Evaluation of pathogenicity determinants of Yersinia
pseudotuberculosis strains isolated from chinchillas

The purpose of the examinations was to evaluate
the pathogenicity of 6 strains of Yersinia pseudotu-
berculosis isolated from chinchilla in Western Pome-
rania. Five tests served as a basis for regarding
specific features of bacterial cells containing the vi-
rulence plasmids like: cell surface hydrophobicity,
autoagglutination at 37°C, calcium dependency at
37°C, lack of pyrazinamidase production at 30°C and
production of enterotoxin LT.

Chorobotwérczo$é Yersinia pseudotuberculosis
(Y.p.-thc) jest determinowana przez caly szereg
czynnikéw, ktérych synteza kodowana jest przez
elementy chromosomalne lub plazmidy. Ekspresja
tych czynnikéw zalezy w duzym stopniu od warun-
kéw Srodowiskowych, takich jak: temperatura, pH,
stezenie jonéw wapnia, magnezu i zelaza (4). W
duzej mierze o zjadliwosci tych bakterii decyduja
biatka zewnetrznej membrany Sciany komorkowe]
(OM) (9, 12, 13). U szczepédw 0 znacznej inwazyj-
nosci i toksyczno$ci, duza liczba czynnikéw pato-
gennos$ci w OM sprawia, iz komérki nabieraja spe-
cyficznych wiasciwosci koniecznych do szybkie]
adhezji, kolonizacji i penetracji do komorki zaata-
kowanego organizmu. Obecno$¢ w komorce bakte-
ryjnej plazmidéw wirulencji sprawia, Ze nabiera ona
cech hydrofobowych (,.cell surface hydrophobicity™)
(15). wykazuje wiadciwosci autoaglutynacyjne w
temp. 37°C (12), zahamowanie wzrostu na podtozach
ubogich w wapri w temp. 37°C (8), nie syntezuje
pyrazynamidazy w temp. 30°C oraz wytwarza ente-
rotoksyne LT (7).

Celem pracy bylo okre§lenie zjadliwosci wyizolo-
wanych szczepéw Y.p.-tbe. na podstawie kilku testow,
uwzgledniajacych specyficzne whasciwosei komarek
bakteryjnych, posiadajacych plazmidy wirulencji.

Material i metody

Materiat do badan stanowito 6 szczepéw Y.p.-tbc, wy-
izolowanych z przypadkéw jersiniozy szynszyli (post
mortem: pseudotuberculosis hepatis, enteritis catarrha-
lis, splenitis haemorhagica, pneumonia interstitalis).

Przed przystapieniem do analizy zjadliwosci wszystkie
szczepy zostaly poddane identyfikacji biochemicznej i
oznaczone serologicznie w testach aglutynacyjnych. Wi-
rulencje kazdego szczepu oceniano na podstawie 5 tes-
téw.

Wtasciwosci enterotoksyczne szczepéw Y.p.-tbc oce-
niano za pomoca testu RPLA — odwréconej biernej aglu-
tynacji lateksowej, wykorzystujac zestaw Oxoid, prze-
znaczony do oznaczania enterotoksycznosci LT E. coli i
Vibrio cholerae (17). Zdolno$¢ do autoaglutynacji badano
wg Laird i Cavanaugh w modyfikacji Doyle i wsp. (6).
Szczepy autoaglutynujace (AA™) podczas wzrostu W
temp. 37°C, wytwarzaty w ptynnej pozywce TSB (Tryptic
Soy Broth) osad na dnie prob6wki, natomiast podtoze nad
osadem bylo klarowne. Natomiast hodowla kazdego
szczepu w temp. 26°C prowadzifa do calkowitego zmet-
nienia podioza oraz braku osadu. Jednoczesny wzrost
dajacy zmetnienie w ww. temperaturach byt traktowany
jako wynik ujemny (AA”). Zahamowanie wzrostu bada-
nych szczepéw na agarze MOX (Magnesium Oxalate
Agar) badano wg Gemskiego i wsp. (8). Szczep trakto-
wano jako wapniozalezny CAD" (Calcium dependency),
gdy na podiozu MOX, inkubowanym w temp. 37°C ob-
serwowano zahamowanie wzrostu (kolonie ledwo do-
strzegalne), podczas gdy na podtozach inkubowanych w
temp. 26°C, kolonie osiagaty srednicg do 1 mm. Na pod-
lozach zawierajacych agar z 5% krwi baraniej, zar6wno
w temp. 26°C, jak 37°C wielkos¢ i liczba kolonii byly
zblizone.

Test pyrazynamidazowy wykonano wg Kandolo iWau-
ters’a (10). Wyizolowane szczepy namnazano na skos-
nym podtozu agarowym TSA (Tryptic Soy Agar) z do-
datkiem 0,1% pirazyny. Po 48 godzinach inkubacji w
temp. 30°C powierzchnie skosu zalewano 1 ml 1% roz-
tworu wodnego siarczynu amonowego. Pojawienie sig
barwy brazowo-rézowej $wiadczyto o obecnosci kwasu
pirazynowego (PYZ") i wyniku dodatnim reakcji, a
szezep traktowano jako niechorobotwérczy. Brak zabar-
wienia oceniano jako wynik ujemny testu (PYZ'), a
szczep jako potencjalnie chorobotwoérczy. Test na hydro-
fobowo$¢ (Salting-Out Test) przeprowadzono wg metody
Lindahl’aiwsp. (15). Po 24-godzinnej inkubacji paleczek
Y.p.-the na podtozu Minca (Colonization Factor Antigen
Medium) (14), w temp. 37°C i 25°C, niewielka ilos¢
materialu bakteryjnego zmieszano z 5 [l roztworu soli
fizjologicznej na szkietku podstawowym. Pojawienie si¢
agregacji po uplywie 1 minuty traktowano jako wynik
pozytywny — a szczep jako posiadajacy wtlasciwosci hy-
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Tab. 1. Wystepowanie cech chorobotwérczosci Yersinia pseudotuberculosis, wyizolowanych od szynszyli

Symbol szczepu Serotyp Pochodzenie [— Rodzaj testu '
AA 37°C CAD 37°C PYZ 30°C ENT SALTING-OUT TEST
Sz 1 O:1b watroba + - + +
Sz 2 O:1a nerka + - = + +
Sz 3 O:R ptéd + + - + +
Sz 4 O:1b ptuca + + ~ + + -
Sz 5 O:1a $ledziona + + - + +
Sz 6 O:1a serce + + . + +

Objasnienia: O:R - szczep szorstki, AA — autoaglutynacja w temp. 37°C, CAD

~ wapniozalezny wzrost w temp. 37°C, PYZ -

wytwarzanie pyrazynamidazy w temp. 30°C, ENT — wytwarzanie enterotoksyny LT, SALTING-OUT TEST - wtasciwosci hydrofobowe

w 0,9% roztworze NaCl w temp. 37°C.

drofobowe, charakterystyczne dla szczepéw chorobo-
twoérczych.

Wyniki i oméwienie

W badaniach oceniono potencjalng chorobotwér-
czo$¢ 6 szczepdw Y.p.-thc wyizolowanych z narza-
dow wewnetrznych szynszyli padlych na jersinioze
na podstawie 5 testow (tab. 1).

Aktywno$¢ enterotoksyczng typu LT stwierdzono
u wszystkich badanych szczepéw Y.p.-the. Entero-
toksyna ta odgrywa prawdopodobnie wazna role w
patogenezie jersiniozy, zwlaszcza w formie jelitowe;
(.

W badaniach wlasnych wykazano scista korelacije
migdzy brakiem syntezy pyrazynamidazy, a przy-
naleznoscia do szczepé6w chorobotwérczych; enzy-
mu tego nie wytwarzal zaden z badanych szczepow.
Badania Kandolo i Wauters'a (10) plleIOWﬁdéDIlL
na szczepach z rodzaju Yersinia, wykazaly zrézni-
cowanie w hydrolizie pirazyny. Drobnoustroje wy-
twarzajace pyrazynamidaze, ktéra hydrolizowata pi-
razyng, nie zawieraly plazmidéw wirulencji. Szczepy
potencjalnie chorobotwércze reagowaly ujemnie w
tescie pyrazynamidazowym.

Kolejne dwa testy (autoaglutynacji i wapnioza-
leznego wzrostu) okreslaty potencjalng chorobo-
tworczos¢ badanych szczepéw, warunkowang obec-
noscig plazmidéw wirulencji. Wszystkie badane
SZczepy pomadaiy wlasciwosci ’luruwlulyrmcyjne
w temp. 37°C. W temp. 26°C zjawisko to nie za-
chodzito, poniewaz synteza antygenéw powierzch-
niowych w postaci biatka V i Inwabne] lipoproteiny W,
wystepuje tylko w temp. 37°C (12). Zaobserwowano
rowniez zahamowanie wzrostu u wszystkich bada-
nych szczepéw Y.p.-the na agarze MOX w temp.
37°C. Gemski i wsp. (8) wylumlth ze na syntezg
Lmtywenow Vi W ma wplyw stezenie w podiozu
jonéw Ca™= . Deficyt wapma uniemozliwia rozwéj
szczepdw o tzw. ,pelnej” chorobotwérezosci (,,full
virulent strains™) (2).

W obregbie danego szczepu te dwie cechy (auto-
aglutynacja i wapniozalezny wzrost) sa ze soba Scisle

skorelowane. Wystepuja z reguty, jako ujemne lub
dodatnie, na co wskazuja badania wielu autoréw
(3, 12, 16). Korelacja tych cech nie zawsze jednak
zachodzi w 100% (11). Negatywne wyniki testéw
autoaglutynacji i wapniozaleznego wzrostu sg czesto
wynikiem spontanicznej utraty plazmidéw wirulen-
cjl. Dzieje si¢ tak gtéwnie w efekcie czestego pa-
sazowania szczepéw w temp. 37°C, czy tez dlugiego
przechowywania w warunkach laboratoryjnych w
temp. 4°C (1, 5).

Wszystkie badane szczepy, wykazujace autoaglu-
tynacje i wapniozalezny wzrost, reagowaly takze
pozytywnie w teScie pozwalajacym oceni¢ wiasci-
wosci hydrofobowe powierzchni komérek bakteryj-
nych w temp. 37°C. Cecha ta jest $ciSle zwigzana
z obecnoscia plazmidow wirulencji i w sposéb po-
sredni Swiadczy o chrobotwdrczosci analizowanych
szczepow (15).

Whioski

1. Wykazano mozliwo$¢ wykorzystania in vitro
posrednich, stosunkowo prostych metod, pozwala-
jacych oceni¢ chorobotwdrezo$é drobnoustrojéw
Y.p.-thc.

2. Testy te moga z powodzeniem zastapic drastycz-
ne proby biologiczne, realizowane na zwierzetach
laboratoryjnych.
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Zwierzeta laboratoryjne, metody hodowli i doswiad-
czeni. Praca zbiorowa pod redakcja J. Brylinskie) i
J. Kwiatkowskiej. Wydawca — Tow. Autoréw i Wydaw-
céw Prac Naukowych Universitas, Krakéw 1996, str.
282, cena 19,50 zk. ISBN 83-7052-328-5.

W ksiazce oméwiono nowoczesne metody, warunki 1
wyposazenie hodowli zwierzat laboratoryjnych oraz tech-
niki humanitarnego obchodzenia si¢ ze zwierzetami pod-
dawanymi eksperymentom czy testom. W licznych roz-
dziatach podano podstawowa wiedzg z zakresu genetyki,
fizjologii rozrodu i zywienia oraz migdzynarodowe zasady
nazewnictwa zwierzat. Uwzgledniono problemy etyczno-
-prawne prowadzenia do§wiadczen na zwierzetach. War-
to zacytowaé tytuty 13 rozdziatéw ksiazki: 1) Rozwdj
wiedzy o zwierzetach do§wiadczalnych, 2) Nazewnictwo
zwierzat laboratoryjnych, 3) Metody hodowli, 4) Projek-

HAMISH R. DENNY: Ortopidische Chirurgie an
Hund und Katze (Chirurgia ortopedyczna pséw i ko-
téw). 2 niemieckojezyczne wydanie, 1996, str. 386,
ryc. 286, tab. 4. Ferdinand Enke Verlag Stuttgart,
cena 98,- DM. ISBN 3 432 93402 5.

Wydana w 1996 r. w jezyku niemieckim ortopedia, jest
thumaczeniem trzeciego z 1993 r. wydawnictwa angiel-
skiego pochodzacego z Katedry Chirurgii Weterynaryjnej
Uniwersytetu w Bristolu. Zamystem Autora bylo ukaza-
nie najnowszych kierunkéw w chirurgii ogélnej i technik
operacyjnych w postepowaniach ortopedycznych. Stad
obszerne dwa pierwsze rozdziaty dotyczace patologii
uktadu kostnego, migéniowego, stawowego, wigzadet i
§ciegien. Bardzo szerokie oméwienie zyskala traumato-
logia, choroby systemowe, miopatie, zwyrodnienia, prze-
ciazenia, nowotwory. W tej czeci jest tez diagnostyka
rentgenowska, podstawy gojenia si¢ ztaman, powiktania
w osteogenezie, podstawy oraz zasady stabilizacji unie-
ruchamiania opatrunkiem zewngtrznym, choroby rozwo-
jowe, przemiany materii, zaburzenia wzrostu, zasady zy-
wienia. Cze$¢ druga zawarta w trzech rozdziatach ujmuje
w spos6b szczegGlowy, regionalny choroby ortopedycz-
ne. Podziat jest nastepujacy: czaszka i krggostup, konczy-
na przednia, koriczyna tylna. Kazdy z rozdzialéw zawiera
wszystkie choroby ujawniajace si¢ symptomatycznie, naj-

towanie, budowa i wyposazenie zwierzeciarni, 5) Rezim
sanitarny i organizacja pracy w zwierzgciarniach, 6) Kon-
trola genetyczna, 7) Monitorowanie zdrowia, 8) Ogdlne
wiadomodci o rozrodzie, 9) Ogdlne zasady Zywienia, 10)
Szczegétowa hodowla zwierzat laboratoryjnych, 11) Czyn-
niki wplywajace na wyniki do§wiadczei, 12) Zabiegi na
zwierzetach, 13) Normy etyczne i prawne.

Ksiazka winna si¢ znaleZé, z réznych zreszta wzgleg-
déw, we wszystkich weterynaryjnych i zootechnicznych
zaktadach naukowych, a takze zaleci¢ ja mozna dla leka-
rzy wet., jako potencjalnych opiekunéw hodowli tej grupy
zwierzecej.

Dystrybucja ksiazki, wysytanej na zaméwienie: Ksig-
garnia wysytkowa TAIWPN ,,Universitas”, ul. Karmelicka
34, 31-128 Krakéw.

E. K. Prost

bardziej typowo, w danej okolicy anatomicznej. Tam,
gdzie to jest niezbedne podane sa sposoby badania klinicz-
nego. Odnosi si¢ to do diagnostyki neurolo gicznej i narzadu
ruchu, w jego zaburzeniach, z podzialem na koriczyne
przednia i tylna. Szczegdlnie wartoSciowe sa schematy
operacyjne przedstawione rysunkiem. Prostota ich wyko-
nania z zachowaniem najwazniejszych i najistotniejszych
elementéw, pozwala na ogromna czytelno$¢. W ten spo-
séb sprzezenie tekstu z obrazem, umozliwia $ledzenie i
przyswojenie sobie kolejno prowadzonych etapéw opera-
cji. Ujeé graficznych zamieszczono 386 pozycii, ale ich
uszczegbtowienie w podpunktach tworzy liczbe 697 sche-
matéw uzupetniajacych tekst. Jest to niespotykana kon-
cepcja w tak zwieztych wydawnictwach. Wypetniona zo-
stala tym samym zatozona koncepcja Autora. Student
bowiem zyskuje przewodnik dot. ztozonej dyscypliny,
jaka jest chirurgia ortopedyczna, co pozwala mu na uzy-
skanie podstawowej wiedzy w tym zakresie. Lekarz prak-
tykujacy moze fatwo odszukac interesujace go schorzenie
i podja¢ stosowne leczenie. Ulatwiaja osiagnigcie tego
jeszcze dwie rzeczy. Dobry skorowidz rzeczowy na koficu
i wykaz pismiennictwa po kazdym rozdziale ksiazki.
Mozna uznaé, ze wydany podrecznik chirurgii ortopedycz-
nej bedzie przydatny i u nas, zaréwno lekarzom jak 1 stu-
dentom.

R. Badura



