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Stosujqgc test PCR przeprowadzono badania, majqce na celu identyfi-
kacje szczepow Yersinia pseudotuberculosis w 167 probkach wody i 32
probkach gleby, pobranych na terenie wojewodztwa zachodniopomorskie-
go. Stwierdzono obecnos¢ DNA swoistego dla szczepow Y pseudotuber-
culosis w szesciu probkach wody i w jednej probce gleby. ldentyfikacji
szczepow dokonano przy pomocy sekwencji nukleotydowych, specy-
ficznych wytqcznie dla wymienionego gatunku, zlokalizowanych w genie
ypm. Wykazano rowniez wstepowanie genow, odpowiedzialnych za pa-
togennosc szczepow Yersinia.

Ze wzgledu na duZq swoistosé, czutosé i krotki czas badania, metoda
PCR powinna miec zastosowanie w rutynowej diagnostyce mikrobiolo-
gicznej szezepow Y. pseudotuberculosis.
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WSTEP

Yersinia pseudotuberculosis wywoluje zachorowania na jersinioze u wielu gatunkow
ssakéw i ptakéw. Drobnoustrdj ten, szeroko rozpowszechniony na terenach o klimacie
umiarkowanym i podzwrotnikowym, ma duze mozliwosci przystosowawcze do wa-
runkéw $rodowiska zewnetrznego dla organizmu gospodarza (1). Moze przezywaé przez
dtuzszy okres zarowno w wodach stojacych, bogatych w zwiazki organiczne, jak réwniez
w wodzie morskiej o wysokiej zawarto$ci soli (3,3-3,7%) i niskiej koncentracji sktad-
nikow odzywczych, czesto bliskiej lub ponizej progu wymaganego przez bakterie.
Odnotowano rowniez przypadki wystepowania Y pseudotuberculosis w glebie, a takze
na roSlinach (2, 3). Grupa zwierzat, u ktérych najczesciej dochodzi do zachorowan na
jersinioze lub bezobjawowego nosicielstwa sa gryzonie, a wsréd nich gatunki dziko
zyjace, hodowlane oraz laboratoryjne. Dziko zyjace gryzonie - czesto bezobjawowi
nosiciele zarazka kontaminuja $rodowisko zewnetrzne przez kat. Rezerwuar pozazwie-
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rzecy moze by¢ zrodtem zakazenia paszy spozywanej przez zwierzeta, ktore czasem sa
przyczyna infekcji cztowieka.

Do zakazenia ludzi pateczkami Yersinia dochodzi droga pokarmowa - po wypiciu
wody oraz spozyciu produktow spozywczych pochodzenia zwierzecego lub roslinnego.

Chorobotworczosé Y. pseudotuberculosis uwarunkowana jest posiadaniem kompleksu
czynnikéw, determinowanych przez geny chromosomalne i plazmidowe tej bakterii.
Proces adherencji i kolonizacji komorek bakteryjnych w przewodzie pokarmowym or-
ganizmu zakazonego pateczkami z rodzaju Yersinia stanowi pierwszy etap zakazenia.
Za procesy toksyczne (widoczne objawy kliniczne) odpowiedzialne sa toksyny (endo-
toksyna, enterotoksyna LT), za inwazje natomiast - inwazyny (Inv, YadA) oraz powie-
rzchniowe biatko o charakterze inwazyny (17 kDa). Za synteze biatka YadA o charak-
terze adhezyny-inwazyny odpowiedzialny jest gen yadA (4, 5). Wytwarzanie enterotok-
syny LT determinowane jest przez gen elt. Obydwa geny zlokalizowane sa w plazmidzie
wirulencji pYV o wielkosci 45 kDa. Chromosomalny gen inv Y. pseudotuberculosis
koduje biatko inwazyng Inv, zas gen ail - powierzchniowe biatko o charakterze inwa-
zyny (1, 6).

Do testow wykorzystywanych w diagnostyce zakazen, wywolywanych przez wymie-
niony gatunek naleza: reakcja odwrdconej biernej aglutynacji lateksowej (okreslenie
enterotoksycznosci), zdolno$¢ do autoaglutynacji (AA), wapniozalezny wzrost (CAD),
proba na pyrazynamidaze (PYZ), hydrofobowo$¢ (SALTING-OUT TEST) oraz préba
na wytwarzanie ureazy (7, 8).

Obecnie szerokie zastosowanie w diagnostyce mikrobiologicznej maja nowoczesne
metody biologii molekularnej, ktore opieraja si¢ na analizie DNA chromosomalnego
i plazmidowego (9, 10). Nalezy do nich m. in. test PCR (Polymerase Chain Reaction),
umozliwiajacy identyfikacje gendw na poziomie DNA chromosomalnego i plazmido-
wego bakterii, odpowiedzialnych za ich wirulencj¢, RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), za pomoca ktérego przeprowadza si¢ analize¢ specyficznych polimor-
fizméw diugosci fragmentdw restrykcyjnych, taczenie obu technik (PCR - RFLP)
ponadto metoda FP - PCR (Fingerprinting - PCR), pozwalajaca na ustalenie pokre-
wienstwa migdzy szczepami bakteryjnymi, ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Inter-
genic Consensus - PCR), shuzacy do amplifikacji konserwatywnych sekwencji nukleo-
tydowych genomu bakterii z rodziny Enterobacteriaceae (11, 12, 13, 14). Testy te
charakteryzuja si¢ duza czutosdcia (Gradil i in. wykryli w nasieniu buhaja drobnoustroje
w ilosci ok. 10 - 20 komoérek na 1 ml badanego materiatu, co stanowi zaledwie 1 pg
materiatu genetycznego bakterii), oszczednoscia czasu (wystarczy ok. 6-7 godz., aby
uzyskaé¢ wynik badania) oraz powtarzalnoscia wynikéw. Sa one szczegdllnie przydatne,
gdy identyfikacja drobnoustrojow chorobotwérczych w materiale badanym przy pomocy
metod klasycznych sprawia trudnosci (10, 15).

Celem badan byta identyfikacja szczepdw Y. pseudotuberculosis w $rodowisku po-
zazwierzecym (woda, gleba) oraz ich analiza genotypowa, pozwalajaca na stwierdzenie
obecnosci markerdéw zjadliwosci, wystepujacych w DNA chromosomalnym i plazmido-
wym, odpowiedzialnych za patogennos¢ wyzej wymienionego gatunku.
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MATERIAL. I METODY

Materiat do badan stanowito 167 prébek wody i 32 prébki gleby. Probki wody oraz
gleby pobrano z réznych miejsc (rzeki, jeziora, stawy, wody Sciekowe) na terenie
wojewodztwa zachodniopomorskiego, w ktorych istniato podejrzenie wystgpowania
szczepOw z rodzaju Yersinia, zwiazane z obecno$cia w tych miejscach duzej liczby
gryzoni (myszy, szczury), bedacych gtéwnym nosicielem Y pseudotuberculosis.

DNA pateczek Y. pseudotuberculosis w badanym materiale wykrywano postugujac
si¢ testem PCR, stosujac primery umozliwiajace wykrycie konserwatywnych sekwencji
nukleotydowych, zlokalizowanych w genie ypm, specyficznych wytacznie dla wyzej wy-
mienionego gatunku.

Izolacje genomowego i plazmidowego DNA przeprowadzono wykorzystujac zestaw
firmy A&A Biotechnology. Przed przystapieniem do izolacji badany materiat rozcien-
czano w bulionie TSB (Tryptic Soy Broth) w ilosci: 1 ml wody na 9 ml bulionu TSB
oraz 1 g gleby na 9 ml TSB, a nastgpnie inkubowano przez 24 godziny w temperaturze
25°C, w celu namnozenia poszukiwanych w badanym materiale szczepdéw Y pseudotu-
-erculosis.

Do izolacji genomowego DNA uzyto 1 ml hodowli bakteryjnej, ktéra odwirowano,
supernatant usuwano, a osad zawieszano w 100 ul roztworu RE. Nastgpnie dodawano
200 ul uniwersalnego buforu lizujacego LT oraz 20 ul proteinazy K. Cato$é¢ po
wymieszaniu inkubowano 20 minut w temperaturze 37°C, a nastepnie 5 minut w tem-
peraturze 75°C. Po inkubacji prébki intensywnie worteksowano 20 sekund, nastepnie
wirowano 3 minuty przy 10-12 tys. RPM. Uzyskany w ten sposdb supernatant
przenoszono na minikolumne¢ do oczyszczania genomowego DNA i wirowano 1 minute
przy 12 tys. RPM. Do kolumny dodawano nastepnie 500 ul roztworu pluczacego Al.
Po odwirowaniu przez 1 minute przy 12 tys. RPM, minikolumng przenoszono do nowej
probowki wiréwkowej. Do kolumny dodano 300 u/ roztworu ptuczacego Al; probowke
wirowano 2 minuty przy 12 tys. RPM. Minikolumne umieszczano w nowej probéwce
i do zloza krzemionkowego znajdujacego sic na dnie kolumny dodawano 200 ul
roztworu elucyjnego, uprzednio ogrzanego do temperatury 75°C. Préobke inkubowano
5 minut w temperaturze pokojowej, po czym wirowano 1 minuteg przy 12 tys. RPM.
Po odwirowaniu minikolumne usuwano, a oczyszczone DNA, znajdujace si¢ na dnie
probdéwki, uzyto do dalszych analiz.

W izolacji plazmidowego DNA uzywano - podobnie jak w izolacji DNA genomo-
wego - 1 ml 24-godzinnej hodowli bakteryjnej, ktéra odwirowano, supernatant usuwa-
no, a osad umieszczano w probdwce wirdwkowej i zawieszano przez worteksowanie
w 200 ul roztworu LI. Do probéwki dodawano nastepnie 200 u/ alkalicznego roztworu
lizujacego L2 i po wymieszaniu przez kilkakrotne odwracanie probdwki, cato$¢ pozosta-
wiano na 3 minuty w temperaturze pokojowej. Po inkubacji do probéwki dodawano
400 ul roztworu zobojetniajacego GL3, zawartos¢ mieszano przez kilkakrotne odwra-
canie probéwki i wirowano 5 minut przy 12 tys. RPM. Supernatant przelewano do
minikolumny w celu oczyszczania plazmidowego DNA i wirowano 1 minute przy 12
tys. RPM. Po wylaniu przesaczu, do minikolumny dodawano 500 ul pierwszego rozt-
woru ptuczacego W i wirowano 1 minute przy 12 tys. RPM. Przesacz ponownie wyle-
wano z probowki, a do kolumny dodawano 700 ul drugiego roztworu piuczacego Al.
Catos$¢ wirowano 2 minuty przy 12 tys. RPM. Nastepnie kolumne¢ umieszczano w nowej
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probéwce i do ztoza krzemionkowego, znajdujacego sie¢ na dnie kolumny dodawano
60 ul roztworu TE. Zawarto$¢ inkubowano 3 minuty w temperaturze pokojowej, po
czym wirowano 1 minut¢ przy 12 tys. RPM. Po odwirowaniu kolumne¢ usuwano,
a oczyszczone DNA, znajdujace si¢ na dnie probéwki wykorzystywano do dalszych
analiz.

Proces amplifikacji przeprowadzono przy uzyciu termocyklera firmy Eppendorf.
Sporzadzono mieszaning reakcyjna o obj. 25 ul. W sktad mieszaniny reakcyjnej wcho-
dzity odczynniki: woda redestylowana (14,8 ul), nukleotydy (2,5 ul), bufor (2,5 ul),
chlorek magnezu (1 ul), starter 1 i 2 (po 1 ul), Tag DNA polimeraza rekombinowana
-5u + ul' (0,2 w), matryca DNA (2 ul). Do reakcji uzyto primeréw, przygotowanych
przez firm¢g ,,DNA - GDANSK". Dla yadA temperatura denaturacji wynosita: 94°C
przez 120 s, wiazania starteréw - 62°C przez 60 s, wydtuzania - 72°C przez 60 s.
Warunki reakgcji dla inv i ail réznity si¢ temperatura wiazania starterow, ktéra wynosita
56°C przez 60 s a dla elt - 53°C.

Elektroforetyczny rozdziat DNA przeprowadzono w 2% zelu agarozowym z brom-
kiem etydyny w ilosci 0,5 ul ml', z wykorzystaniem buforu TBE (Tris, kwas borny,
EDTA; pH=8) firmy BIO-RAD. Mieszaning reakcyjna w ilosci 10 ul zmieszano z 3 ul
buforu obciazajacego (blekit bromofenylowy, ksylen cyjanolu, glicerol, EDTA) firmy
Fermentas.

WYNIKI

Stosujac test PCR, w badaniu szesciu probek wody i jednej prébki gleby zidentyfi-
kowano fragment DNA chromosomalnego (bedacy genem ypm o wielkosci 200 pz),
specyficzny wytacznie dla gatunku Y. pseudotuberculosis, potwierdzajacy obecnos$é
w tych probkach szczepdw Yersinia, nalezacych do wyzej wymienionego gatunku.

Dalsza analiza genotypowa pozwolita na stwierdzenie obecnos$ci u wszystkich
szczepow Y. pseudotuberculosis fragmentu DNA chromosomalnego o wielkosci 390 pz,
bedacego genem inv, odpowiedzialnego za syntezg¢ inwazyny Inv (tab. I, ryc. 1).
U 1 szczepu Y. pseudotuberculosis zidentyfikowano fragment DNA chromosomalnego
o wielkosci 274 pz, bedacy genem ail, determinujacy synteze powierzchniowego biatka
o charakterze inwazyny (tab. I, ryc. 1). Trzy szczepy Y. pseudotuberculosis posiadaty
fragment DNA plazmidowego o wielkosci 490 pz, warunkujacy synteze adhezyny-in-
wazyny YadA, bedacy genem yadA. U zadnego szczepu nie wykryto fragmentu DNA
plazmidowego o wielkosci 444 pz, bedacego genem elt, odpowiedzialnego za wytwarza-
nie enterotoksyny LT (tab. I).

DYSKUSJA

Wykazanie obecnosci genu ypm w 7 badanych probkach wskazuje na wystgpowanie
w nich szczepow nalezacych do gatunku Y. pseudotuberculosis (tab. 1, ryc. 1). Rezultaty
analizy genotypowej wskazuja natomiast na chorobotwérczosé zidentyfikowanych
szczepow Yersinia. Obecnos¢ gendw inv, ail oraz yadA swiadczy o ich wirulencji a tym
samym wiasciwosciach adhezyjnych, kolonizacyjnych i inwazyjnych w jelicie ssaka oraz
mozliwosciach szybkiego transportu bakterii ze $wiatta jelita do krezkowych weztow
chtonnych. Wystepowanie genu yadA u 3 zidentyfikowanych szczepdw Yersinia Swiadczy
0 obecnosci u nich plazmidu wirulencji pYV (tab. I).
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Tabela I Analiza genotypowa zidentyfikowanych szczepow Y. pseudotuberculosis
Table 1. Genotypic analysis of the identified Y. pseudotuberculosis strains
Gatunek LICbel POChOdZ? e ypm inv ail | yadA elt
szczepodw szczepodw
Yersinia
+ + + + -
pseudotuberculosis ! gleba
Yersinia ) staw n + ) ) )
pseudotuberculosis
Yersinia ..
+ + - - -
pseudotuberculosis ! Jezioro
Yersinia
+ + - + -
pseudotuberculosis I rzeka
Yersinia . 1 Scicki n + ) + .
pseudotuberculosis
Yersinia . 1 Scieki n + ) ) )
pseudotuberculosis

ypm - obecno$¢ genu ypm w DNA chromosomalnym, inv - obecno$é genu inv w DNA chromo-
somalnym, ail - obecno$¢ genu ail w DNA chromosomalnym, yadA - obecno$¢ genu yadA
w DNA plazmidowym, elt - brak genu e/t w DNA plazmidowym

501.489
204 501,489
331 404
190 242

111

Ryc. 1. Markery zjadliwosdci zidentyfikowanych szczepdéw Y. pseudotuberculosis.
Fig. 1. Virulence markers of the identified Y. pseudotuberculosis strains

M - wzorzec masy molekularnej DNA - marker pUC19/Mspl; otrzymane produkty PCR: 1 -
gen ypm, 2 - otrzymany produkt PCR - gen ail, 3 - otrzymany produkt PCR - gen inv, 4 -
otrzymany produkt PCR - gen yadA

Zaktada sig¢, iz na posiadanie okreslonych elementow zjadliwosci przez wyzej
wymienione szczepy moze mie¢ wptyw $rodowisko bytowania bakterii (nisze ekolo-
giczne), o czym $wiadczy brak genu ail u 6 szczepdw Y. pseudotuberculosis, zidentyfi-
kowanych w probkach wody a obecno$é jego u 1 szczepu, zidentyfikowanego w probce
gleby (tab. I).
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Identyfikacji szczepéw Y. pseudotuberculosis w wodach ladowych i morskich na te-
renie Pomorza Zachodniego dokonali wczesniej Czernomysy-Furowicz i in. (2). Sato
i in. opisali przypadek jersiniozy u dzieci, ktore zakazity si¢ pateczkami Y. pseudotu-
berculosis po wypiciu wody pitnej (16). Fukushima i in. wyizolowali szczepy Y. pseudo-
tuberculosis z wod rzecznych (17). Nedoluha i in. wykazali obecno$¢ szczepéw Y.
pseudotuberculosis w probkach wody, pochodzacej ze stawéw a Cork i in. - w préobkach
gleby (18, 19). Zblizone rezultaty badan, dotyczace markeréow zjadliwosci na poziomie
DNA plazmidowego uzyskali Gierczynski i in., charakteryzujac szczepy Y. pseudotuber-
culosis, wyizolowane od ludzi i z zywnosci (20). Miller i in. dokonali identyfikacji genéw
yvadA (plazmid wirulencji pYV) i ail (DNA chromosomalne) u szczepow Y. pseudotu-
berculosis, wyizolowanych od ludzi (21). Nagano i in. stwierdzili natomiast obecnos¢
genu inv w DNA chromosomalnym szczepdw Y. pseudotuberculosis, pochodzacych od
gryzoni i ze Srodowiska pozazwierzecego (22). Furowicz i in. stwierdzili aktywnos¢
enterotoksyczna (obecno$¢ cieptochwiejnej enterotoksyny LT) na poziomie fenotypo-
wym szczepow. Y. pseudotuberculosis, wyizolowanych od szynszyli, przy uzyciu testu
odwrdconej biernej aglutynacji lateksowej (RPLA) (23). Titenko i in. opisali zdolno$¢
przekazywania przez szczepy Escherichia coli w procesie koniugacji, plazmidéw pCG86
i RP4elt, posiadajacych geny elt szczepom nalezacym do gatunku Y. pseudotuberculosis
i Y. enterocolitica (24).

WNIOSKI

1. Ze wzgledu na wysoka swoisto$¢, czuto$¢ oraz krétki czas wykonania, metoda
PCR powinna znalez¢ szerokie zastosowanie w rutynowej diagnostyce mikrobio-
logicznej, dotyczacej DNA swoistego dla szczepdw Y. pseudotuberculosis, izolo-
wanych ze $§rodowiska zewngtrznego. Zastosowanie tej metody moze przyspieszy¢
nie tylko identyfikacje wyzej wymienionego patogenu w materiale badanym, ale
réwniez wykrycie jego markerow zjadliwosci, a tym samym utatwi¢ znacznie
dochodzenie epidemiologiczne.

2. Identyfikacja DNA szczepdw Y. pseudotuberculosis w jednej probce gleby
i w sze$ciu prébkach wody, pochodzacych z réznych uje¢ na terenie wojewoddztwa
zachodniopomorskiego, $wiadczy o wystepowaniu szczepow tego gatunku w tym
$rodowisku i o realnym zagrozeniu dla zwierzat i cztowieka.

J Czyzewska, AJ Furowicz

VIRULENCE OF YERSINIA PSEUDOTUBERCULOSIS STRAINS ISOLATED
FROM ENVIRONMENT IN ASPECT OF HUMAN EPIDEMIC THREAT

SUMMARY

The purpose of the work has been to identify Yersinia pseudotuberculosis strains and to
demonstrate their potential pathogenicity using PCR reaction.. Investigations included 167
samples of the water and 32 samples of the soil from westpomeranian region. Based on the
analysis of PCR reactions the research confirmed the presence of DNA Y. pseudotuberculosis
strain in 6 of the water samples and in 1 of the soil sample. The strains have been identified
by nucleotide sequence of the ypm gene, which is specific only for mentioned species. Genotypic
analysis demonstrated also the presence of genes, which confirmed their virulence.
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The PCR reaction should be used in the microbiological diagnostic of Y. pseudotuberculosis

strains, isolated from animals and from environment, because it is very specific, fast and sensitive
method.
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