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Jersinioza ryb tososiowatych — charakterystyka
czynnika etiologicznego i metody jego identyfikacji
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Yersiniosis of salmonids: characteristic etiological factors and methods of its identification

Summary

Yersinia ruckeri, a Gram-negative rod belonging to Enterobacteriaceae family, genus Yersinia, is a causative
agent of yersiniosis of salmonids. The size of the active growth cells are 0.75 x 1.0 pm — 3 pm. The presence of
flagella are connected with motile ability but non motile bacterium are isolated more frequently. The biochemi-
cal characteristics of Y. ruckeri strains are rather homogenous. Y. ruckeri rods in in vitro examination are
characterized as quite sensitive to medicines. All of the Polish isolates were sensitive to oxytetracycline, flumeqine
and enrofloxacin. Classical bacteriological methods are mainly used for the diagnostics of yersinisis. Tryptone
soya agar or 5% blood agar are carried out for the isolation of the microorganism. Selective and facultative
mediums such as Furones medium, ROD or Waltman-Shotts media are also used. Identification of the isolated
strains is performed by the characteristics of their biochemical properties, after which an analysis of the
obtained profiles is done. Commercial API 20E Kits are used in the examination of biochemical characteristic
of the isolates but it is necessary for the results of the identification to be always supplemented by complemen-
tary tests. The plate agglutination test and PCR are carried out as a confirmation of identification of Y. ruckeri
rods. This last method, on account of its high sensitivity, is useful in the detection of asymptomatic carriers of

bacterium Y. ruckeri.
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Jersinioza (ERM-Enteric redmouth) jest jedna z naj-
grozniejszych chorob pstragdéw teczowych (Oncorhyn-
chus mykiss), wywotywana przez Gram-ujemne palecz-
ki Yersinia ruckeri, nalezace do rodziny Enterobacte-
riaceae (3, 4). Szacuje sig, ze w Polsce 1 na §wiecie
straty w hodowlach pstragéw wywotane infekcja Y. ruc-
keri moga wynosi¢ 30-45%, a nawet dochodzi¢ do 70%
obsady (14). Diagnostyka jersiniozy opiera si¢ glownie
na 1zolaCJ1 drobnoustroju, a nastgpnie jego identyfikacji
przy uzyciu metod biochemicznych. W badaniach labo-
ratoryjnych wykorzystywane sa rowniez metody sero-
logiczne oraz molekularne. W niniejszym opracowaniu
przedstawiona jest charakterystyka bakterii Y. ruckeri
oraz metody ich identyfikacji, z uwzglednieniem wyni-
kéw najnowszych badan swiatowych i wiasnych.

Taksonomia hakterii Y. ruckeri

Y. ruckeri po raz pierwszy wyizolowano w 1955 r. od
chorych pstragdw teczowych w miejscowosci Hager-
man w stanie Idaho (USA) (25). Na podstawie mor-
fologii bakterie zostaly zakwalifikowane do rodziny
Enterobacteriaceae (24). Dostgpne wowczas metody
badawcze nie pozwalatly na jednoznaczna klasyfikacj¢
pateczek Y. ruckeri do okre$lonego rodzaju w obregbie

wskazanej rodziny. Dopiero pozniejsze badania, oparte
o procentowa zawarto$¢ kompleksu guaniny z cytozyna
(G + C) w genomowym DNA, postuzyty do klasyfika-
cji taksonomicznej tych baktern (9). Badane szczepy
zawieraty od 47,5 do 48 mol % G + C (9, 12), co roznito
je od bakterii z rodzaju Serratia (52-60 mol % G + C),
a przyblizato do rodzaju Yersinia (46-50 mol % G + C).
Niektorzy badacze wykazywali jednak wigksze fenoty-
powe podobienstwo Y. ruckeri do Salmonella enterica
subsp. arizonae niz do nalezacych do tego samego ro-
dzaju Y. enterocolitica czy Y. pseudotuberculosis (13).
Badania przeprowadzone w ostatnich latach, oparte na
analizie ﬁlogenetycznej sekwencji DNA fragmentu 16S
rRNA wykazaty, ze Y. ruckeri, cho¢ tworzy wyraznie
odrgbna grupe w obrebie rodzaJu Yersinia, wykazuje
jednak wysoki stopien pokrewienstwa z innymi ga-
tunkami bakterii z tego rodzaju (15). W opracowaniu
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology Y. ruckeri
wciaz pozostaje zaliczona do rodzaju Yersinia (4).

Charakterystyka bakterii Y. ruckeri

Y. ruckeri jest Gram-ujemna paleczka o wymiarach
aktywnie rosnacych komorek 0,75 x 1,0-3 um (4, 24).
Bakterie nie wytwarzaja form przetrwalnikowych ani



300

otoczek, zazwyczaj zaopatrzone sa w 7-8 wici utozo-
nych peritrichalnie (24), co wiaze si¢ z ich zdolnos$cia
ruchu. Coraz czeg$ciej izoluje si¢ jednak nieruchliwe
szczepy. Opisano je w Wielkiej Brytanii, gdzie stanowi-
ty az 90% wszystkich wyosobnionych izolatow. Podob-
ne dane pochodza z Niemczech i Norwegii (8, 16). Nie
wykazujace ruchu pateczki Y. ruckeri izolowano roéw-
niez w Polsce (18) i, jak wykazaly badania autorow,
sa one dominujace, stanowiac prawie 75% izolowanych
Y. ruckeri (21).

Bakterie Y. ruckeri charakteryzuja si¢ do$¢ jednorod-
nymi profilami biochemicznymi, a ewentualne réznice

moga dotyczy¢ reakcji
Voges-Proskauera, de-
karboksylacji lizyny,

Tab. 1. Charakterystyka profili biochemicz-
nych polskich izolatéow Y. ruckeri
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terapi¢ antybiotykowa oparta o oksytetracykling, daty
z kolei odmienne wyniki. Wskazywaly one na niesku-
tecznos$¢ tego antybiotyku w leczeniu jersiniozy. Wy-
stegpujace w Polsce izolaty Y. ruckeri charakteryzowaty
si¢ ponadto wysoka wrazliwos$cia na dziatanie sulfona-
midow potencjonowanych trimetoprimem (21), co zgod-
ne byto z wynikami badan lekowrazliwosci kanadyjskich
1angielskich izolatow Y. ruckeri (5, 30). Dodatkowo wy-
kazano, ze 80% polskich izolatow tej bakterii wrazli-
wych jest na dziatanie popularnego w leczeniu jersino-
zy kwasu oksolinowego (21).

Diagnostyka bakterii Y. ruckeri

Izolacja. Izolacj¢ pateczek Y. ruckeri prze-
prowadza si¢ na agarze tryptozowo-sojowym lub

wykorzystania cytry- Wyniki dodatnie | agarze wzbogaconym 5% krwia. Po 48-godzin-

nianu, hydrolizy argi- Test badanyeh izolatow | ¢ inkubacji w 25°C = 2°C rozwijaja sie okrag-

niny, hydrol{zy Twee— liczha % fe, biato-kremowe, lekko wzniesione, btyszcza-

nu 80, hydrolizy Zelaty- | 7401n0s¢ ruchu 32 254 | ce kolonie o $rednicy 2-3 mm (17, 18, 21, 28).

ny oraz reakcji z czer- : W celu usprawnienia diagnostyki jersiniozy

wienia metylowa (18, Hvdmlfza Twef" 80 30 gl opracowano rowniez podtoza selektywne oraz

21, 28). Charakterys- |Hydroliza kazeiny 105 8.3 | wybiorcze, takie jak podioze Waltman-Shotts

tyke ) b19cherp1cznq Wytwarzanie kwasu z glicerolu | 126 100 (31), podtoze wg Furones (10) oraz podtoze

ppl_sklch 1zo!atow Yer- Wytwarzanie kwasu z ksylozy 0 0 ROD (23). W rutynowych badaniach najfzzqéciej

sinia ruckeri przedsta- . stosowane jest podtoze wg Furones, ktore poz-

wiono w tab. 1 (21). Wytwarzanie gazu z glukozy 0 0 wala na réznicowanie patogennych i niepato-

W badaniach in vit- | oksydaza 0 0 gennych izolatow Y. ruckeri (17, 21). Po 48-

ro pateczki Y. ruckeri |20 126 100 | -72-godzinnej inkubacji w temperaturze 25°C

charakter}{zujac. si¢ OFF tost 126 100 + 2°C, izolaty chorobotworcze przybieraja bar-

duza wrazliwoscia na |(O/F tes!) we¢ ciemnoniebieska z kremowym $rodkiem

dzialanie chemiotera- |M-R test 126 100 oraz wytwarzaja dyfundujaca do podtoza strefe

peyt}{kéw. Oznaczemg B-galaktozydaza (ONPG) 120 95,2 precypitacj‘i wok('?l kplor}ii: I;olaty niechgrobo—

naJnlzsze],koncentra,CJl Dwuhydrolaza argininy 0 0 tworcze sq Jasgonlebleskle 1nie wytwarzaja stre-

poszczegqlnych lekow : fy precypitacji wokot kolonii (17, 21) (ryc. 1).

inaktywujacych 100% | Dekarboksylaza lizyny 106 84.1 Identyfikacja biochemiczna. Podstawowa

izolatow wykazaty, Ze |pekarhoksylaza omityny 126 100 | identyfikacja bakterii opiera si¢ na analizie pro-

naj skutec;mg dziata- Wykorzystanie eytrynianu 8 66,6 | 1ili biochemicznych badanych izolatow. W ba-

Jja, w kolejnosci: kwas . daniach laboratoryjnych wykorzystywane sa

nalidoksowy, oksyte- UL EE B S ! L z powodzeniem komercyjne zestawy API 20E

tracyklina, gentamy- |Wytwarzanie ureazy 0 0

f[:}gla’ E‘grofurantoma, Deaminaza tryptofanu 0 0

etracyklina, neomycy- o

na, chlortetracyklina, Wytwarzanie indolu 0 0

erytromycyna i furazo- |Reakeja Voges-Proskauera 87 69

lidon (6). Badama wla- | hydroliza zelatyny 85 67,5

sne autorki przeprowa- I

dzone na polskich izo- | '

latach Y. ruckeri wyka- glukozy 126 100

zaty ich wrazliwo$¢ na mannitolu 126 100

dziatanie oksytetracy- inozytolu 0 0

kliny, flumechiny i en- .

rofloksacyny (20, 21). sorhitolu 8 6.3

Doswiadczenia prze- ramnozy 0 0

prowag?one przezzIél— i 0 0

I%O,S 1 Stevenson ( 1) : melibiozy 0 0 Ryec. 1. Hodowla bakterii Y. ruckeri po 96-godzinnej
torzy zastosowall . inkubacji w 25°C na podlozu wg Furones; po lewej

u pstragow tQCZOWYCh amygdaliny 0 0 stronie — izolat chorobotworczy z charakterystycz-

zakazonych 1Z013tam% arabinozy 0 0 na strefa precypitacji wokél kolonii, po prawej

Y. ruckeri nalezacymi Redukacia NO T o stronie izolat niechorobotworczy (fot. Agnieszka

do serotypu drugiego, [“c0uracia o Pg¢kala)
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firmy BioMerieux. Ze uwagi na gtowne przeznaczenie
tych testow, jakim jest identyfikacja ludzkich patoge-
néw, bakterie Y. ruckeri prawie zawsze rozpoznawane
sa jako Hafnia alvei (3, 17,21). W celu uniknigcia bted-
nej identyfikacji niezbgdne jest uzupetnienie badan bio-
chemicznych o testy komplementarne, takie jak: wytwa-
rzanie kwasu z ksylozy, a takze wytwarzanie gazu z glu-
kozy. Hafnia alvei, w przeciwienstwie do Y. ruckeri, wy-
kazuje wszystkie reakcje dodatnie w wyzej wymienio-
nych testach (17, 21).

Identyfikacja serologiczna. Niewielki stopien zroz-
nicowania antygenowego w obrebie gatunku Y. ruckeri
sprawia, ze badania serologiczne sa bardzo przydatne
w identyfikacji tych bakterii (7, 19, 27). Najpopular-
niejszym testem, wykorzystywanym tak w diagnostyce
roznicowej, jak 1 potwierdzajacej, jest test aglutynacji
ptytkowej (3, 17). Do wykonania oznaczenia uzywane
sa surowice odpornosciowe rozcienczone w odstgpie
logarytmicznym, w zakresie od 1 : 20 do 1 : 2560 (21).
Wyn1k1 testu odczytywane sa po 24-godzinnej inkuba-
cji w 37°C, poréwnujac miano aglutynacji badanych
izolatow do miana aglutynacji szczepu referencyjnego
z surowica homologiczna (21).

Identyfikacja metoda reakcji lancuchowej polime-
razy (PCR). Techniki oparte o metody biologii mole-
kularnej, w tym cyklicznej amplifikacji fragmentu DNA
(PCR), znalazty zastosowanie w diagnostyce chordb
zakaznych, miedzy innymi jersiniozy (2, 26, 29). Zasto-
sowanie specyficznych starterow umozhw1a wykrycie
klinicznych przypadkow jersiniozy, zakazen ekspery-
mentalnych, a nawet nosicielstwa bakterii (11). Kluczo-
we znaczenie ma przy tym ustalenie progu wykrywal-
no$ci dla bakterii Y. ruckeri. Gibello i wsp. (11) byli
w stanie wykry¢ 6,5 x 10? komorek bakterii/ml. Zasto-
sowanie tych samych par starterow przez Taylor 1 Win-
ton (29) umozliwito wykrycie 2,8 x 10° komorek bakte-
rii/ml. W badaniach wtasnych autorka, wykorzystujac
startery opisane przez Altinok 1 wsp. (1) umozliwiajace
powielenie fragmentu DNA regionu konserwatywnego
matej podjednostki (16S) rybosomalnego RNA, ustali-
ta prog wykrywalnosci na 5 x 10* komorek bakterii/ml

2.
Podsumowanie

Pateczki Yersinia ruckeri, cho¢ zidentyfikowane
1 scharakteryzowane przeszto pot wieku temu, wciaz sa
tematem wielu badan, zarowno dotyczacych taksono-
mii (4,9, 12, 13, 15, 24, 25), jak i metod identyfikacji.
Te ostatnie zagadnienia sa niezwykle wazne wobec na-
silajqcych si¢ w ostatnich latach zaréwno w kraju, jak
1 na $wiecie (14) probleméw zdrowotnych ryb tososio-
wych zwiazanych wiasnie z zachorowaniami na _]CI'SI-
nioz¢. Powoduje to potrzebe glebszego zapoznania si¢
z charakterystyka bakterii wywotujacej te chorobeg, jak
1 metodami jej diagnostyki.
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