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Lij. wjes, 97 : 78, 1975

VIBRIO PARAHAEMOLYTICUS U DAGNJI 1Z RIJECKE LUKE*

VLADIMIR BEZJAK, HINKO EMILI, JANKO MAKIS i STEVAN DOKIC

Iz Zavoda za mikrobiologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Rijeci

Sazetak lzvjestava se o rezultatima pretraga dagnji na
prisutnost Vibrio parahaemolyiicus, jednog od najvaznijih
uzrocnika trovanja &koljkama i ribom u zemljama Dalekog
istoka. Dok smo u dagnjama iz luke Zurkovo (nedaleko
od Rijeke) nalazili Vibrio alginolyticus i neke druge ha-
lofilne vibrione, dotle je kod dagnji iz rijecke luke utvrden

Novi moguéi uzro¢nik trovanja hranom, prvotno
izoliran 1950. god. u Japanu, opisan je pod nazivom
Pasteurella parahaemolytica (Fujino'), a kasnije raz-
vrstan u rod Pseudomonas odnosno Vibrio. Medutim
tek 1963. god. Sakazaki i suradnici? odvojili su Vibrio
parahaemolyticus od sli¢nih i srodnih vibriona i do-
kazali njegovo etiolo§ko znagenje pri trovanju mor-
skom hranom. Kasnije su isti autori® proudili anti-
genu gradu V. parahaemolyticus, te na osnovi karak-
kteristika O i K-antigena razluéili 11 grupa s 41
serotipom.

Vibrio parahaemolyticus je u zemljama Dalekog
istoka odgovoran za oko tri Cetvrtine svih trovanja
hranom, a bolest se javlja u epidemi¢nom obliku,
najéeide nakon jedenja sirove morske hrane (3ko-
ljaka i sl.) ili nedovoljno termicki obradene ribe.

Iako postoje usamljeni izvjeStaji o pojavi tro-
vanja hranom s V. parahaemolyticus i u nekim dru-
gim zemljama, kao npr. Indiji, Filipinima, Australiji,
Indoneziji i SAD, nije nam poznato da je ovakvo tro-
vanje hranom dokazano u evropskim prilikama, pa
prema tome niti u nas‘.

U Evropi je V. parahaemolyticus prvi put izoliran
god. 1967 (Nakanishi i sur?®), i to iz morskih riba u
Njemackoj. U ljetno doba naden je u 31% riba, a
zimi u 3% uzoraka. O izolaciji V. parahaemolyticus
u Nizozemskoj izvje$tavaju Kampelmacher i surlb,
radilo se o izolaciji jednog soja iz bakalara., Isti su
autori’ kasnije nalazili V. parahaemolyticus i u 2,4%
pregledanih Skoljaka odnosno u morskoj vodi u 4,7%
uzoraka; pretrage su obavljene u zimsko doba.

Perna® (1970) prvi izvjeicuje o nalazu V. para-
haemolyticus u Skoljaka iz Jadrana u predjelu Pe-
scare. Gotovo istodobno objavljuju svoje rezultate
Gianelli i sur.? iz Pescare: identificirali su 15 sojeva
V. parahaemolyticus u vodi Jadranskog mora. Ko-

* Prema referatu podnesenom na sastanku Mikro-
béoioéke sekcije ZLH odrZanom u Rijeci 11. svibnja
1973,

Primljeno 11. svibnja 1973
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i V. parahaemolyticus. Ucestalost izolacije V. parahaemo-
lyticus iznosila je oko 43%; najéesée je vibrio bio prisu-
tan na povrsini $koljke (27%), a manje na Skrgama (14%)
i u probavnom trakiu (7%). Sedamnaest postotaka sojeva
bilo je hemoliti¢no, koje se svojstvo uzima kao znak viru-
lencije V. parahaemolyticus.

na¢no, Babudieri i surt® javljaju o izolaciji triju
sojeva V. parahaemolyticus iz 8krga i crijeva sardela
uvhvadenih u Tricanskom zaljevu, a Rottini't iz Trsta
o daljnjim rezultatima rada na tom problemu.

Vibrio parahaemolyticus bio je izoliran i iz Crnog
mora (Aldova i sur.t?®); svi sojevi bili su nehemoli-
ticki. Od ostalih evropskih zemalja postoje podaci
i za Englesku, gdje su Barrow i Miller'® izolirali 18
nehemolitickih sojeva V. parahaemolyticus iz riba
i Skoljaka.

Danas se opéenito smatra da samo hemoliti¢ki
sojevi V. parahaemolyticus imaju patogeno znacenje.
Nije medutim poznato u kakvu su odnosu hemoli-
ticki 1 nehemoliti¢ki sojevi, koji se vedinom izoliraju
iz prirodnog stani§ta V. parahaemolyticus.

Navedeni izvjestaji iz literature potakli su nasa
istraZzivanja o prisutnosti V. parahaemolyticus u
morskom ambijentu u nas.

Posebnu smo paZnju obratili na dagnje, pretpo-
stavljaju¢i da cemo kod njih najprije utvrditi V.
parahaemolyticus, s obzirom na biologiju i fiziolo-
giju SkoljkaSa. Za ispitivanje uzeli smo dagnje iz
lu¢kih uvjeta, za koje je medu Primorcima poznato
da su »otrovne« i da se ne smiju konzumirati, Naj-
prije smo obradili grupu dagnji sabranih u luci
Zurkovo nedaleko od Rijeke, i to pretrazivanjem sa-
drzaja skupova od deset dagnji. Kako medutim ni-
smo otkrili V. parahaemolyticus, to smo koristeci
se stetenim iskustvima uveli niz izmjena u svoju
tehniku, a za pretragu uzeli dagnje iz rijecke luke,
dakle iz podruc¢ja znatno kontaminiranijeg od Zur-
kova.

U vrijeme nafeg rada nije nam bilo poznato da
su u Puli (Muié i sur??) vrsili sliéna ispitivanja, o
kojima je Zeki¢ izvijestio na sastanku mikrobiologa
odrzanom u Rijeci (svibanj 1973).

U domacoj literaturi prvi put se govori o V. pa-
rahaemolyticus u preglednom ¢lanku $to ga je obja-
vio Bencié®s (1972).



Tablica 1
Kriteriji za identifikaciju roda vibrio i halofilnih vrsta

‘ VIBRIO =
|
| 2
| - _ I
| V. parahaemolyticus [
| V. parahaemolyticus? i

V. alginolyticus

V. anguillarum 11

Halogeni vibrio spp.
NAG vibrio

S = osjetljiv

MATERIJAL I METODE

1. Uzorci materijala

Dagnje (Mytilus galloprovincialis) za pretragu po-
tiecale su iz luke Zurkovo kod Rijeke i iz rijecke
luke (uz dok »Viktor Lenac«). Dagnje iz Zurkova
(ukupno 80 komada) prikupljene su u dva navrata
u listopadu 1972, a one iz rijecke luke (56 komada)
u studenome 1972. Svjeie $koljke donesene su u
laboratorij i dijelom odmah obradene, a dijelom do
obrade C¢uvane u bazenu sa svjezom morskom vo-
dom (do 7 dana) uz stalnu aeraciju i povremenu
izmjenu vode.

2. Tehnika obrade $koljki

Upotrijebili smo dvije tehnike rada, jednu kod
dagnji iz Zurkova (tehnika A), a drugu kod $koljaka
iz rijetke luke (tehnika B). Obje su se tehnike raz-
likovale kako u postupku sa Zkoljkama tako i u
bakteriolo$koj obradi materijala.

Tehnika A: PovrSina dagnji najprije je oprana
tekucom vodom i s pomocu cetke, a nakon ocjedi-
vanja dagnje su otvorene noZem. Nakon vadenja
mesa sadrzaj 10 dagnji stavljen je u mikser i isko-
san u toku 2—3 minute uz manji broj okretaja. Ova-
ko dobiven sadrfaj obraden je nasadivanjem plo¢a
TCS-agara i DES-agara, te peptonske vode (a 50 ml),
uz naknadno presadivanje (nakon 24 i 48 sati) na
TSC-agar. Nakon izvriene izolacije sumnjivih kolo-
nija — zelene kolonije na TCS-agaru odnosno lakto-
zanegativne na DES-agaru — ispitana su niZe nave-
dena svojstva.

Tehnika B: S povriine Zkoljke sastrugan je sloj
taloga sterilnim skalpelom i nasaden na plo¢u TCS-
-agara. Zatim je Skoljka oprana, ocijedena i otvo-
rena kao pri tehnici A. Nakon toga su ispreparirane
i izvadene §krge i probavni trakt dagnje. Skrge su
nasadene na pola plote TCS-agara i jedan selenit
F-bujon, a probavni trakt najprije izmrvljen u ta-
rioniku, a onda nasaden kao i $krge. Dalji postupak
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bio je sli¢an kao i u tehnici A, s time $to su izolirane
jedino saharoza-negativne kolonije.

3. Postupak identifikacije

Svakom izoliranom soju bakterija bila je najprije
ispitana pripadnost rodu Vibrio, na temelju pona-
ganja u slijedeé¢im testovima: lizin- i arginin-dekar-
boksilaza, oksidaza, katalaza, manitol, indol, osjet-
ljivost na novobiocin, te pokretljivost. U dalju obra-
du uzeti su samo sojevi koji su pripadali vibrionima,
tj. oni koji su bili; lizin +, arginin —, oksidaza +,
katalaza +, manitol +, indol +, osjetljivi prema
novobiociny, te Zivahno i za vibrione karakteristi¢no
pokretljivi (vidi tablicu 1).

U svrhu identifikacije svi izolirani sojevi vibriona
ispitani su na razgradnju saharoze i 3kroba, rasta
na 7%-tnoj i 10°%-tnoj NaCl-peptonskoj vodi, obi¢nom
i krvnom agaru, te hemoliti¢ke sposobnosti (Kana-
gawa fenomen).

4. Upotrijebljene podloge

— triptozni bujon sa 2%/s NaCl (za pokretljivost, stva-
ranje indola, testiranje osjetljivosti na novobiocin)

— peptonska voda s 3% NaCl (za prethodno razmno-
zavanje i razgradnju ugljikohidrata)

— peptonska voda sa 7% i 10% NaCl (za ispitivanje
tolerancije NaCl)

— 39, NaCl kosi agar (za izolaciju i ¢uvanje sojeva)

— obiéni agar sa 0,5% soli (za ispitivanje rasta)

— krvni agar sa 0,5% soli i 5% govede krvi (za ispi-
tivanje rasta)

— karboksilaza—medij (za ispitivanje lizina i ar-

ginina)
pepton 50 destilirana

voda 1000 ml
yeast-extract bromcresolpur-
(Difco) 30 opur (02%) 10 ml
glukoza 10  lizin odn.
NaCl 300 arginin 0,5%0

pH 67
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Tablica 2

Rezultati ispitivanja dagnji na

prisutnost halofilnih vibriona

|' Hrol Zalianih Uk pozitivnih uzoraka
Sojevi identificirani . i?f‘fi_]_?‘ e izo]lilll‘:e,trrll%
kao e i |
Zurkova nj‘fﬁ’ée | RN broj postotak
V. parahaemolyticus —_ 30 30 24 42 8%/
| Moguci V. parahaemolyticus - 11 11 11 19,6%0 '
| V. alginolyticus 17 5 22 10
V. anguillarum - 3 3 3
Halofilni vibrio spp. 6 73 13 10 |
NAG vibrioni — — [ — - | ‘
| 23 6 | 1 28 |
— Skrobni agar (za razgradnju Skroba) testovi vrieni su s pomocu uobi¢ajenih metoda ispi-
hranjivi agar tivanja. U svim ispitivanjima inkubacija j¢ bila
(Torlak) 420 Amylum solubile 20 kod 37°C.
NaCl 25,0 destilirana REZULTATI
voda 1000 mil Ukupno smo pregledali dvije skupine dagnji, one
ph 74 iz Zurkova (sadrzaj 8 skupova od po 10 dagnji), te
— TCS-agar (vlastita modifikacija TCBS-podloge) one iz rijetke luke (56 komada pregledanih indivi-
Beef extract dualno, po tri uzorka od svake dagnje).
(Difco) 50 Bilesalts (Difco) 5,0 Rezultate prikazujemo u tablici 2. Kod dagnji iz
pepton (Difco) 10,0 saharoza 100 Zurkova izolirana su 23 soja halofilnih vibriona, i
NaCl 300 bromtimolblau 40myg to 17 sojeva V. alginolyticus i 6 neidentificiranih so-
natrium citrat 100 agaragar 150 Jeva, a ni u jednom se slucaju nije radilo o V. pa-
ferrum amon. destilirana rahaemolyticus. Kod dagnji iz rije¢ke luke izolirali
citrat 10 voda 1000 ml smo 56 sojeva, i to 30 sojeva V. parahaemolyticus,
natr. thiosulfat 50 pH 92 11 sojeva vrlo bliskih V. parahaemolyticus, 5 V.

Napomena: podloga se ne smije steriliziratil

— Wagatsuma-medij® (za ispitivanje hemolilickih
osobina)
Yeast-extract destilirana
(Difco) 30 voda 1000 ml

kristal violet

pepton (Difco) 10,0 (0,1%) 1ml
NaCl 70,0  manitol 10,0
K,HPO, 50 humana krv 50 ml
agar-agar 15,0
Napomena: podloga se ne smije sterilizirati!

5. Upotrijebljeni testovi

Ispitivanje fermentativnih svojstava vréeno je u
3/e-tnoj NaCl-peptonskoj vodi uz prisutnost 1% uglji-
kohidrata i Andrade-indikatora. Razgradnja $kroba
utvrdena je nakon inkubacije od 24 sata odnosno
7 dana, i to s pomodu Lugolove otopine. Osjetljivost
prema novobiocinu ispitivana je u 3%-tnom NaCl-
-triptoznom bujonu, uz dodatak antibiotskog diska
(sa 10 mikrograma) na 1 ml podloge, a oéitavalo se
nakon inkubacije od 24 do 48 sati. Rast na cvrstim
podlogama i peptonskoj vodi sa 7% i 10% NaCl
utvrdivan je nakon inkubacije od 48 sati. Ostali
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alginolyticus, 3 V. anguillarum, te 7 sojeva neidenti-
ficiranih halofilnih vibriona. U istoj je tablici vid-
ljiva i udestalost V. parahacmolyticus, koja je izno-
sila 428% od pretrazenih Skoljaka iz rijecke luke.
NAG-vibrioni nisu bili nadeni ni u jednom pretra-
Zenom uzorku.

Kod dagnji iz rije¢cke luke, iz kojih nam je
tek uspjelo izolirati sojeve V. parahaemolyticus, pri-
kazani su rezultati izolacije u odnosu na mjesto na-
lazenja. Od 30 sojeva V. parahaemolyticus 18 je
sojeva bilo izolirano s povrdine ljusture, 8 iz Skrga,
a svega 4 iz probavnog trakta dagnji. Od 56 pregle-
danih, 24 dagnje¢ sadrzavale su V., parahaemolyticus,
i to najéeice na svojoj ljudturi, a samo iznimno (u
dva sludaja) V. parahaemolyticus je bio prisutan
istodobno na povrsini i 8krgama, odnosno na sva
tri pretrazena mijesta.

Ispitivanje hemoliticke sposobnosti izoliranih so-
jeva V. parahaemolyticus tehnikom Wagatswuma
dalo je pozitivan rezultat kod 5 sojeva, sto znadl
da je 16,6'0 sojeva bilo hemoliti¢no. Stanovit broj
sojeva V. parahaemolyticus dao je alfa-hemolizu, §to
medutim nije ukljuéeno u gornje podatke, koji se
odnose samo na beta-hemolizu.

RAZMATRANIE

Ne mogavsi doéi do originalne TCBS-podloge,
koja se obi¢no rabi u svrhu izolacije V. parahaemo-
lyticus, a na temelju podataka o njezinu osnovnom



sastavu, izradili smo podlogn prema vlastitom re-
ceptu i nazvali je TCS-agar. Nasa je podloga potpu-
no zadovoljila, te su na njoj rasle zahvaljujuéi i
koncentraciji soli (3%) uglavnom halofilne bakte-
rije. Podloga je jednostavnijeg sastava od original-
nog TCBS-agara (Kobayashi i sur.'"}, odnosno od mo-
dificirane podloge (Jovanovi¢ i Stankovic'®), Driimo
da bi nasa podloga mogla posluZiti i za izolaciju V.
parahaemolyticus odnosno V., cholerae iz izmetina.

Tako nema potvrde od nekog japanskog eksperta
da su na$i izolati doista sojevi V. parahaemolyticusa
(u toku presadivanja svi su nam scjevi zbog kvara
na termostatu uginuli), ipak na temelju proudenih
svojstava smatramo da se radilo o V. parahaemoly-
ticus. Prema tome mozemo i zakljuditi, $to je uosta-
lom i zapaZanje iz Pule (Muic¢ i sur®), da i u nas
postoji u morskom ambijentu V. parahaemolyticus.®

Iznenaduje relativno visok postotak od oko 43%
pozitivnih nalaza u dagnji iz rijecke luke, $to obja-
Snjavamo Cestom prisuinosti V. parahaemolyticus na
povr§ini ljusture 3koljaka. Osim toga ovo upucuje
na to da je naSa tehnika rada odnosno nasa TCS
podloga dovoljno osjetljiva, pa ih s obzirom na
jednostavnost moiZemo preporuciti svakom labora-
toriju.

Poseban problem u identifikaciji bic je izvjestan
broj sojeva, koji su u svemu odgovarali V. para-
haemolyticus, osim $to nismo dobili rast na krvnom
agaru. Buduéi da je moida posrijedi neki drugi
halofilni vibrion, ovu smo skupinu cd !l sojeva
izdvojili od ostalih sojeva V. parahaemolyticus. Po-
stoji i pretpostavka da se moZda radi o »divljim« so-
jevima V. parahaemolyticus, koji se ne mogu prila-
goditi na rast u ljudskom organizmu. Da su i drugi
autori nalazili sli¢ne halofilne vibrione, pokazuje i
tek objavljen rad o opisu nove vrste Vibric abalo-
nicus (Zen-Yoji i sur.t®). Isti autori?® upotrebljavaju
i naziv RMV (= related marine vibrios) cdnosno na-
ziv »V. parahaemolyticus-like« vibrioni, te zakljucuju
da i takvi vibrioni mogu izazvati lokalizirane tkivne
infekcije, $to je ve¢ bilo zapazeno u ljudi u SAD,
ali ne u Japanu.

U pogledu hemoliticke aktivnosti sojeva V. para-
haemolyticus iskustva inozemnih autora, a posebno
Japanaca, upozoravaju na velike razlike izmedu so-
jeva izoliranih od bolesnika (koji su hemoliticki u
oko 93 slucajeva) i onih izoliranih iz mora i mor-
skih organizama (koji su tek rijetko, u oko 2% slu-
¢ajeva hemoliti¢ki)®. Nasi podaci govore da je ¢ak
17% izoliranih sojeva V. parahaemolyticus liziralo
humane eritrocite, §to je visok postotak s obzirom na
porijeklo sojeva. Naglasavamo da smo ovo ispitiva-
nje izvrdili primjenom tehnike Wagatsuma'®, koja
iskljucuje dobivanje lazno pozitivnih rezultata u po-
gledu hemoliti¢kih osobina halofilnih vibriona.

Prilikom rada na S$koljkama primijetili smo u
toku drzanja dagnji u laboratoriju u bazenu s mor-

* Medu nekoliko naknadno izoliranih slicnih sojeva
vibrija iz dagnji rijecke luke identificiran je kana-
gava-negativan V. parahaemolyticus serotipa 0-5,
K—17 (Dr Barrow, Publ. H. Lab. Service, Truro,
England).

skom vodom da nakon nekoliko dana ubrzano opa-
da broj klica u $krgama i probavnom traktu. To je
mozda bio jedan od razloga nenalazenja V. para-
haemolyticus u dagnji iz Zurkova, odnosno mogudi
razlog znatno manje prisutnosti V. parahaemolyticus
u navedenim corganima dagnji iz rijetke luke.

U toku rada stekli smo i izvjesna iskustva u po-
gledu &uvanja sojeva V. parahaemolyticus. Cini nam
se da je posebno vazna temperatura kod koje se
sojevi drie, jer smo zapazili da vibrioni iako drZani
na 3%-tnom NaCl-agaru mnogo prije ugibaju pri
+4°C negoli pri 37°C odnosno pri sobnoj tempe-
raturi. I pri sobnoj temperaturi, koja je u razdoblju
naseg rada varirala izmedu 20 i 16°C sojevi propa-
daju nakon 25—32 dana, a kod 37 °C i prije. PoZeljno
je i povremeno osvjeZavanje vitalnosti kultura pre-
sadivanjem na 2%-tni NaCl-iriptozni bujon.

Tako smo pokazali da i u nas$im vodama Jadrana
odnosno u Zkoljkama ima V. parahaemolyticus, ipak
ostaje nepoznanica njegova uloga u trovanju hranom
(ribom i Skoljkama) u nas. Kako je iz literature
poznaio da se trovanja s V. parahaemolyticus obi¢no
javljaju ljeti, to smo planirali i poduzeli sve pri-
preme da u toku turisticke sezone ovakva istraZziva-
nja provedemo u na$im uvjetima. Vjerujemo da ce
na isti nadin postupiti 1 kolege iz Pule.
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SUMMARY

VIBRIO PARAHAEMOLYTICUS IN MUSSELS
FROM THE HARBOUR OF RIJEKA

V. Bezjak, H. Emili, J. Maki$ and S. Dokic

The authors report on the results of the examinat-
ion of mussels (Mytilus galloprovincialis) for the pre-
sence of Vibrio parahaemolyticus, one of the most im-
portant agents of seafood poisoning in the Far East.
While in the mussels from the bay of Zurkovo (in
the vicinity of Rijeka) only Vibrio alginolyticus and
some other halophylic vibrios were found, in the
mussels collected in the harbour of Rijeka in Novem-
ber 1972 V. parahaemolyticus (30 strains) was isolated
as well.

V. parahaemolyticus was found in 43 per cent of
the mussels examined; most often it was present on
the surface of mussels (27% of specimens), less fre-
quently in gills (14%) and the intestines (7%)). Seven-
teen percent of the V. parahaemolyticus strains were
haemolytic when tested by the Wagatsuma technique,
a property considered to be linked with the patho-
genicity of this species.

Qur finding of V. parahaemolyticus in the Nort-
hern Adriatic is second such report from this coun-

try.
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