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Ocena chorobotwérczosci Aeromonas hydrophila izolowanych od ryb
na ierenie wojewddziwa olsziynskiego
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Summary

Evaluation of pathogenic Aeromenas

hydrophila
isolated from fish in the Olsztyn province

The evaluation of potential pathogenicity of A, hydruphiia
strains isclated from healthy fish was ecarried oui on the
basis of their ability to produce enteroloxing, beta —
haemolysins and to haemagglutinate blood cells in humans
and guinea pigs.

The studies comprised 29 strains of A. hydrophila isolated
from 67 {ish from 6 fish — breeding stations in the Olsztyn
province, No eorrelation was found belween the ability of
the examined strains to agglutinate human and guinea pig
erythreeytzs, and the enterctoxicity and hemuplitic aclivity.
Som? correlativn was found between the enterotoxicity of
the strains and their hemolitic activity.

Incubation of A. hydrophila strains at temp. 25°C allows
to defrel nore enferstoxic strains (1% strains) than at
temp. 37°C (13%0 strains).

Intensywne badania nad patogennoscia Aeromonas
hydrophila rozpoczeto w latach osiemdziesigtych po izo-
lacji tej bakterii z przypadkéw zakazen i zatrué pokar-
mowych u ludzi (5, 10, 12). W poszukiwaniu naturalne-
g0 rezerwuaru tego gatunku poddano réwniez badaniom
w kierunku toksycznosci szezepy izolowane ze $rodowis-
ka (1, 15, 16, 17). Zywno$é takze zostala poddana bada-
niom na obecno$¢ tego drobnoustroju, a szczegolnie
mieso zwierzat hodowlanych (17, 18). Szczegdlng uwage
w ostatnim okresie zwrécono na ryby, dla ktérych
A. hydrophila jest patogenny oraz z powodu nosiciel-
stwa te] bakterii, jakie spotykane jest u réznych gatun-
koéw ryb hodowlanycch oraz dziko zyjacych (3, 13, 19,
21).

Badania nad chorobotwérczoscia szezepéw izolowa-
nych od ryb dotyczyly gléwnie wytwarzania przez nie
toksyn o charakterze bialkowym, tj. enterotoksyny cyto-

toksycznej, toksyny analogicznej do przecinkowca cho-
lery, beta-hemolizyny (14, 18, 19). Niektérzy autorzy
wykazali istnicnie koleracji pomiedzy wytwarzaniem
toksyn a wtadciwosciami hemolityeznymi poszezegdlnych
szczepoéw (18) lub wytwarzaniem beta-hemolizyny a roz-
kladem arabinozy, sacharozy oraz synteze elastazy (19).
Burke i wsp. (5) réwnicz wykazali istnienie zaleznosci
pomiedzy enterotoksycznoscig szezepéw a dodatnia re-
akcja Voges-Proskauer i niezdolno$cia do rozktadu ara-
binozy. Burke i wsp. (6) sugeruja, aby zdolnoi¢ do he-
maglutynacji erytrocytéw czlowieka braé pod uwage
jako wskaznik chorobotwdrezosei.

Celem pracy byla ocena potencialnej chorobotwor-
czodcl szezepow A, hydrophila izolowanych od zdro-
wych ryb na pedstawic ich zdolnoéei do wytwarzania
enterotoksyn, beta-hemolizyn oraz hemaglutynacii krwi-
nek ludzkich i $winki morskiej. Wykazanie potencjal-
nej chorobotwérezoici A. hydrophila wyizolowanych
od ryb wydaje sie istotne, poniewaz ryby stanowis
prawdopodobnic rezerwuar i Zrédlo zakazenia i zatrué
dla cztowieka

Material i metody

Badaniu pod ; rophile ad €7 ryh
pochodzgeyeh z 6 obiekiow hodowlanyveh wojewodziwa
olsztynskiego. Wyizolowane szczepy byty reidentyfikowane
w Pansiwowym Zakladzie Higieny w Warszawie. Hemali-
tyczng eXtywnos$¢ ckre$lario na podstawie wykrywania
hemolizyn bezpodérednich. Do hadan uzyto podioza TSA
(trypcase Soy Agar) z dodatkiem 5% odwltdknionej krwi
baraniej i kroliczej. Oznaczenia wykonsno zgodnie z me o-
dyka Bielecke] i wsp. (2). Aglutynacje krwinek ludzkich
i $winki morskie] w temperaturze 20°C i 4°C w obecnosci
D. mannozy wykonano wg Evans i wep. (9). Enterotoksycz-
nosé¢ szezepdw hodowlanych na podiozu TSB (Trypcase Soy
Broth) w temp. 25°C i 37°C okreslano w teécie na oseskach
mysich wg Dean i wsp. (8) i Giannella i wsp. (11). Uzywa-
no do badan 2—3-dniowych oseskéw mysich szezepu Balb/c,
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ktére szezepiono dozolgdkowo przez powloki jamy brzusz-
nej 0,1 ml supernatantu plynnej hodowli.

Wyniki i omowienie

Otrzymane wyniki przedstawia tabela 1. Sposréd
29 badanych szczepow A. hydrophila 9 (31%) wytwa-
rzalo enterotoksyne w temperaturze 25°C, a 4 (13%)
w temperaturze 37°. Dwa szczepy (7%) byly entero-
toksyczne zaréwno w jednej, jak i drugiej temperatu-
rze. Santos 1 wsp. (19) u 62% szczepéw A. hydrophila
izolowanych od ryb stwierdzili wytwarzanie entero-
toksyn po 3 godz. w temperaturze 30°C w podobnym
tescie. Podobne wyniki wskazujace na inkubacjg my-
szck w ciggu 3 godzin w temperaturze 28°C w celu
wykrycia wiekszej liczby enterotoksycznych SzZCZEPOW
otrzymali Burke i wsp. (4). Badania wlasne wykazaly,
iz inkubacja A. hydrophila w temperaturze 25°C daje
wiekszg wykrywalno$é enterotoksycznych szczepOw niz
temperatura 37°C.

Hemolityczng aktywnos$é na podstawie wykrywania
hemolizyn bezposrednich wykazalo 19 (65%) szczepow
A, hydrophila w stosunku do krwinek baranich oraz
2 (%) do krwinek kroliczych. Osuchowska 1 wsp. (18)
u 11 spoéréd 18 szezepéw A. hydrophila izolowanych
z miesa ryb oraz wolowiny i wieprzowiny wykazali
wytwarzanie betahemolizy. Szczepy izolowane od cho-
rych wykazywaly najwyzszy odsetek wlasciwosci hemo-
litycznych. Wadstrom i wsp. (22) taka ceche wykazywal

Tab. 1. Ocena chorobotworczosci Aeromonas hydrophila
izolowanych od ryb hodowlanych z terenu wojewédztwa
olsztynskiego

Aglutynacja Enterotok-
krwinek sycznosé w

kroli- Swinki

czych m.

Hemoliza |

krwinek

Szezep
Nr

| baranich 25° 37°

| ludzkich
P1/1
P2/VI
P3/1
P3/IV |
P5/VI

7/VIII
62

ARt
|

32
33 |
34
35
36 |

37‘—
39 -
42 —|—‘— .

| ++1] +
|
|
|

43 —
55 + =
56 +

58

60 o —_—

61 + 1 — - |
+ -
-+

& |

Obja$nienia: MRHA — hemaglutynacja mannozooporna, MSHA —
hemaglutynacja mannozowrazliwa.

u 90% szczepow A. hydrophila izolowanych z biegunek
od ludzi. Szereg autoréow wykazalo wytwarzanie przez
A. hydrophila hemolizyny alfa oraz beta. Boulanger
i wsp. (3) u 61% szczepow izolowanych od ryb wykazali
jednoczesne wystepowanie dwu typow hemolizy na po-
dtozu agarowym z dodatkiem 5% krwi bydlecej. Liczni
badacze zwracaja uwage na istnienie korelacji pomig-
dzy enterotoksycznoscig szczepdéw A. hydrophila a ich
aktywnodcig hemolityczng (1, 7, 19). Badania wlasne
wykazaly istnienie réwniez pewnej zgodnosci miedzy
tymi cechami. Na 9 szczepdéw wykazujacych enterotok-
syczno$¢ w temperaturze 25°C 7 hemolizowalo krwinki
baranie.

Kolejnym wskaznikiem wirulencji A. hydrophila jest
zdolnosé do hemaglutynacji erytrocytéw krwi réznych
gatunkéw zwierzat w tym réwniez i czlowieka. W bada-
niach wiasnych 5 (17%) szezepow aglutynowalo krwinki
ludzkie w obecnosci D-mannozy (MRHA). Jeden zas
szczep wykazywal zahamowanie aglutynacji krwinek
$winki morskie] w obecnosci tego weglowodanu (MSHA)
w temp. 37°C. Sanyal i wsp. (20) u 75% szczepéw A. hy-
drophila izolowanych od chorych stwierdzili zdolno$é
do aglutynacji erytrocytow krwi ludzkiej w temp. 25°C
w obecnosci toksyny, D-mannozy, D-glukozy, D-galakto-
zy 1 D-fruktozy. Odczyn ten jest przydatny w celu wy-
krycia fimbrii umozliwiajacych adhezje komorek bak-
teryjnych do erytrocytow. Na fimbriach za$ zlokalizowa-
ne sg analogicznie jak u E. coli antygeny adhezyjne,
majgce duze znaczenie w kolonizacji blony Sluzowej je-
lita przez A. hydrophila (14, 20).

Analiza wynikéw badan nie wskazuje na istnienie
korelacji pomiedzy zdolnoscia badanych szczepoéow do
aglutynacji erytrocytéw ludzkich i $winki morskie]
a ich enterotoksycznoscig i aktywnoscia hemolityczng.

Wnioski

1. Brak jest zaleznosci miedzy zdolnoscia badanych
szezepow A. hydrophile do aglutynacji erytrocytow ludz-
kich i $winki morskiej a ich enterotoksycznoscia.

2. Szezepy enterotoksyczne A. hydrophila wykazuja
pewna zgodnos¢ z ich aktywnoscia hemolityczng.

3. Inkubacja szczepéw A. hydrophile w temp. 25°C
daje wieksza (31%) wykrywalnos¢ enterotoksycznych
szezepow niz w temp. 37°C (13%),
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Wptyw zakazen BLV i rozwijajgcego sie procesu biataczkowego
na zawartodé immunoglobulin klasy G, M i A w surowicy krwi
krow i ich ptadéw

Katedra Epizootiologii i Klinika Choréb Zakaznych Wydzialu Weterynaryjnego AR,
Pl. Grunwaldzki 45. 50-366 Wroclaw

Summary

The influence of Bovine leukemia virus and de-
veloping leukemic process on the content of G, M
and A immunoglobulin classes in sera of cows and
their foetuses

Sera of 51 cows, including 8 cows with a nodular form
of epizootic bovine leukemia, from cowsheds of a high
percent of BLV infection (more than 80%s) and their foetuses
have been examined. The presence and content of IgG,
IgM and IgA in sera of cows and their foetuses was de-
termined by the method of a radial single immunodiffusion
using standard kits (Miles). The highest content of IgG
(1946 mg/100 ml) was noted in sera of cows with a sub-
clinic formx of leukemia and the lowest one (1579 mg/100
ml) in seropesitive cows. However, these differences were
not statistically significant. The level of serum IgM was
significantly higher in healthy cows (536 mg/100 ml) and
in sera of seropositive cows (486 mg/100 ml) comparing
to cows with a permanent lymphocytosis (419 mg/100 ml)
and with histopathological lesions (446 mg/100 ml). The
content of IgA ranged in all groups from 37 to 60 mg/
/100 ml.

In a group of foetuses from cows with a permanent lym-
phocytosis the level of serum IgM was higher (13.9 mg/100
ml) comparing to other groups (16.5—17.6 mg/100 ml).
A slightily higher level of all immunoglobulin classes was
observed in seropositive foetuses against EBL.

Dotychezasowe badania nad zawartoscig immunoglo-
bulin w surowicy krwi bydta biataczkowego dostarczy-
ty sprzecznych wynikow. Trainin i wsp. (27) stwierdzili
u 80% bydla z postacia guzowaty biataczki brak IgM.
Pierce 1 wsp. (19) badajac 289 krow biataczkowych wy-
kazali u wszystkich obecno$¢ przeciweiat klasy G i M.
Matthaeus i Straub (12) na 16 krow mlecznych z guzo-
wata postacig biataczki i 23 krowy z trwala limfocytozg
wykazali w przypadkach wyraznych zmian guzowatych
obecnos¢ IgM. Natomiast w badaniach Atluru i wsp.
(1) oraz ostatnio Gatei 1 wsp. (3) zdrowe zwierzeta wy-
kazaty istotnie wyzszy poziom IgM w surowicy krwi niz
krowy z trwalg limfocytozg. Z kolei zawarto$é 1gG byla
wyzsza u zwierzat z trwatg limfocytoza w porownaniu
z bydlem zdrowym 1 guzowatg postacia biataczki.

Reasumujac mozna stwierdzié¢, ze przeprowadzone do-
tychczas badania nie dostarczyly jednoznacznych dowo-
dow na zmiany zawartosel immunoglobulin u bydia w
przebiegu EBB.

Celem pracy bylo okre§lenie wplywu zakazen BLV
i rozwijajacego sie procesu biataczkowego na zawartosc¢
immunoglobulin klasy G, M i A w surowicy krwi kréow-
-matek i ich plodow.

Material i metody

Material do badan stanowily surowice krwi pobrane od
51 krow i ich plodéw, w tym od 8 krow z guzowatg po-
stacia EBB, pochodzgcych z obér o wysokim odsetku
(ponad 80%) zakazen BLV. Krew do badan pobierano pod-
czas uboju sanitarnego w wybranych rzeiniach woje-
wodztwa wroctawskiego.

Do badan jakosciowych i ilosciowych immunoglobulin
klasy G, M i A w surowicy krwi kréw-matek i ich ptlo-
dow zastosowano gotowe zestawy firmy ,Miles” do poje-
dynczej immunodyfuzji radialnej wg metodycznych prze-
stanek Faheya i Manciniego (4, 10). Zawarto$¢ IgG mie-
rzono w przedziale miedzy 500—4000 mg/100 ml, wykorzy-
stujgc w tym celu 4 surowice standardowe IgG zawiera-
jace 500, 1000, 2000 i 4000 mg/100 ml. Zawartos¢ IgM mie-
rzono w przedziale miedzy 60—520 mg/100 ml, wykorzy-
stujac w tym celu 4 surowice standardowe IgM zawiera-
jace 60, 130, 260 i 520 mg/100 ml. Zawartos¢ IgA mierzono
w przedziale 50—400 mg/100 ml wykorzystujac 4 surowice
standardowe IgA zawierajace 50, 100, 200 i 400 mg/100 mL
Gotowe plytki z agarozg zawieraly bydlece monospecyficz-
ne surowice anty-IgG, -IgM i -IgA. Do dotkow w zelu
agarozowym dokladnie odmierzano surowice standardowe
1 badane przy uzyciu mikropipet. W przypadku IgG obje-
tos¢ ta wynosita 2,5 ul, a przy IgM i IgA — 10 ul. Po
18 godz. (przy IgG) lub 22 godz. (przy IgM i IgA) inkubaciji
w temperaturze pokojowej w komorze wilgotnej odczyty-
wano srednice kregéw precypitacyjnych w mm. Na pod-
stawie wartosci surowic standardowych, wykorzystujgc re-
gresje liniowa sporzadzono Kkrzywg wzorcowa, z ktorej
odczytywano wartosci dla badanych surowic. Surowice
krwi kroéw rozcienczano do ww. badan w stosunku 1:4,
natomiast surowice ploddéw zageszczano 10-krotnie poprzez
liofilizacje.

Uzyskane wyniki opracowano statystycznie obliczajgc
$§rednie arytmetyczne, odchylenie standardowe oraz istot-
nos¢ roznic pomiedzy dwoma S$rednimi testem 1-Studenta
przy p << 0,05.

Wyniki i oméwienie

Wyniki badan jakosciowych i iloSciowych zawartosci
immunoglobulin klasy G, M i A w surowicy krwi krow-
-matek i ich plodow przedstawiono w tabeli 1. Zawar-
tos¢ IgG byta najwyzsza (1946 mg/100 ml) u krow z sub-
kliniczng postacig choroby (grupa III), a najnizsza (1579
mg/100 ml) u kréw z dodatnimi wynikami badan sero-
logicznych (grupa II), przy czym roznice te nie byty
statystycznie istotne. Pozostale grupy krow (I 1 IV) wy-
kazywaly wartosci posrednie. Poziom IgM byl znacznie
wyzszy u krow zdrowych (grupa I) — 536 mg/100 ml
i wykazujacych dodatnie wyniki badan serologicznych
(grupa II) — 486 mg/100 ml, w poréwnaniu do krow
grupy III wykazujacych trwala limfocytoze (419 mg/100
ml) i zmiany histopatologiczne (grupa IV) — 441 mg/
/100 ml. Wykazana najnizsza zawartos¢ IgM u krow
z limfocytoza (grupa III) — 419 mg/100 ml roznila sig



