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Streszczenie. Oceniano przydatnos¢ stosowanych rutynowo w diagnostyce salmonelloz specy-
ficznych markeréw fenotypowych oraz wybranych markeréw genetycznych do identyfikacji i okre-
slania patogennosci szczepow Salmonella spp. wyizolowanych od zwierzat. Materiat stanowito
pig¢ szczepdw, wyizolowanych z narzadow wewnetrznych swin, golebi i szynszyli, u ktorych wstep-
nie rozpoznano salmonellozg. Do izolacji i réznicowania szczepéw zastosowano standardowe pod-
toza diagnostyczne. Identyfikacji serologicznej szczepoéw dokonano przy uzyciu testu lateksowego
oraz metodg aglutynacji szkietkowej. Trzy szczepy wyizolowane od $win zaklasyfikowano jako
Salmonella enterica subsp. enterica serowar Choleraesuis (6,7:c:1,5, grupa serologiczna C,), a dwa
szczepy wyizolowane od golebi i szynszyli jako Salmonella enterica subsp. enterica serowar
Enteritidis (9:g,m:-, grupa serologiczna D). Do analizy biochemicznej szczepow zastosowano test
API oraz podtoza réznicujace. Pomigdzy szczepami Salmonella Choleraesuis i Salmonella Ente-
ritidis wykazano roznice w aktywnosci biochemicznej wobec 6 substratéw. Na podstawie zdolno-
$ci do wytwarzania siarkowodoru, dwa szczepy S. Choleraesuis zaklasyfikowano jako Salmonella
Choleraesuis var. america. Okreslono wrazliwos¢ szczepdw na 20 preparatow przeciwbakteryj-
nych metoda dyfuzyjno-krazkows. Wszystkie szczepy wykazaty opornos$¢ na karbenicyling i ce-
furoksym oraz zréznicowane reakcje wobec amoksycyliny oraz gentamycyny. Na pozostale preparaty
szczepy byty wrazliwe. W DNA wszystkich szczepéw zamplifikowano fragmenty genow: DNA
rep. ori., okreslajacego przynalezno$¢ szczepow do rodzaju Salmonella oraz stn, stpA i spaO, ko-
dujacych odpowiednio enterotoksyne, cytotoksyne i inwazyne.

Stowa kluczowe: budowa antygenowa, patogenno$¢, PCR, preparaty przeciwbakteryjne,
Salmonella Choleraesuis, Salmonella Enteritidis, wlasciwo$ci biochemiczne
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Zakazenia i zatrucia pokarmowe wywotywane przez bakterie Salmonella spp. to aktualne
problemy w medycynie i weterynarii. Zr6znicowanie antygenowe i biochemiczne pateczek
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Salmonella spp. oraz zmienne nasilenie wystepowania poszczegdlnych serotypow stwarzaja
problemy diagnostyczne i utrudniajg dochodzenie epidemiologiczne w przebiegu salmonel-
loz. Obowiazujaca taksonomia i nomenklatura rodzaju Sa/monella wynika z pokrewienstwa
genetycznego pomigdzy serotypami [Lindquist 1998, Boron-Kaczmarska i Furowicz 1999,
Brenner i in. 2000, Hoszowski i Wasyl 2000]. Na podstawie analizy genoméw oraz profili en-
zymatycznych wyrozniono podgrupy hybrydyzacyjne, odpowiadajacych poszczegdlnym pod-
gatunkom S. enterica i gatunkowi S. bongori. Roznicowanie szczepdw Salmonella spp.
w obrgbie gatunkdw i1 podgatunkdw opiera si¢ gldwnie na analizie cech biochemicznych i bu-
dowy antygenowej, ktora umozliwia podziat serowaréw na 46 grup serologicznych [Boyd
iin. 1996, Brenner i in. 2000, Hoszowski i Wasyl 2000]. Obok tradycyjnych procedur ba-
dawczych, coraz czgsciej w diagnostyce szczepow Salmonella spp. wykorzystuje si¢ techniki
molekularne (glownie PCR), umozliwiajace szybka i precyzyjng identyfikacj¢ specyficznych
markeréw genetycznych [Osek 2002, Skwark i in. 2004].

Do glownych czynnikow zjadliwosci pateczek Salmonella nalezg fimbrie adhezyjne,
lipopolisacharyd $ciany komorkowej, enterotoksyna i cytotoksyna [Lidacki 1989, Boron-
-Kaczmarska i Furowicz 1999].

Wszystkie serowary salmonelli uznaje si¢ za potencjalnie chorobotworcze dla ludzi i/lub
zwierzat. Zaleznie od serowaru i szczepu Salmonella spp. stwierdza si¢ wahania stopnia
chorobotworczosci oraz swoistos¢ zakazen roznych gatunkow organizméw [Rzedzicki i Ko-
walska 1995]. Najwicksze znaczenie epidemiologiczne ma podgatunek Salmonella enterica
subsp. enterica, ktoéry obejmuje ponad 1450 odmian serologicznych [Brenner i in. 2000,
Rzedzicki i Bo$ 2001]. Obraz kliniczny choroby, jak réwniez wielko$¢ dawki infekcyjnej,
zaleza od zjadliwos$ci szczepu oraz od wieku i osobniczej wrazliwosci zakazonego orga-
nizmu. Dawka zakaZna pateczkami z rodzaju Salmonella, niezb¢dna do wywotania obja-
wow chorobowych u ludzi i zwierzat, moze wynosi¢ w zaleznosci od serotypu 104107
komorek bakteryjnych [Boron-Kaczmarska i Furowicz 1999].

Jednym z glownych rezerwuardw szczepow Salmonella spp. wérdd gatunkow ho-
dowlanych sg swinie. Najczgsciej izolowanymi od nich serowarami sg: S. Choleraesuis,
S. Typhimurium i S. Dublin [Radkowski 1991]. Serowarem dominujacym u ptakow,
w tym u drobiu jest Sa/monella Enteritidis, rzadziej przyczyna zakazen sa S. Gallinarum
1 S. Typhimurium [Rzedzicki i Bo$ 2001, Trawinska i in. 2006]. U gotebi, w ponad 95%
przypadkow, salmonellozy wywotuje Salmonella Typhimurium var. Copenhagen, ale ze
wzgledow epidemiologicznych znaczenie majg przede wszystkim zakazenia wywotane
przez Salmonella Enteritidis [Szeleszczuk 2001]. Zakazenia pateczkami Salmonella
u réznych gatunkoéw drobiu i ptakoéw ozdobnych stanowig istotny problem epizootiolo-
giczny, z uwagi na liczne zrédla zakazenia oraz transowarialng droge szerzenia [Rad-
kowski 1995, Koncicki i in. 2000, Rzedzicki i Bo§ 2001]. Na podstawie wlasnych
obserwacji ustalono, iz salmonelloza stanowi takze powazny problem w hodowli szyn-
szyli. Szczepy z rodzaju Salmonella szybko rozprzestrzeniaja si¢ droga transmisji hory-
zontalnej pomigdzy wrazliwymi organizmami, a cz¢sto wystepujace i dlugotrwale
nosicielstwo sprzyja rozprzestrzenianiu si¢ zakazen. Zroédtem zakazenia sa nie tylko no-
siciele drobnoustrojow, ale takze §rodowisko do ktorego przedostaja si¢ pateczki Salmo-
nella [Rzedzicki i Bos 2001].
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Celem pracy byla ocena przydatnosci stosowanych rutynowo w diagnostyce salmo-
nelloz specyficznych markerow fenotypowych oraz wybranych markeréw genetycznych
do identyfikacji i okreslenia patogennosci szczepow Salmonella spp. wyizolowanych od
zwierzat.

MATERIAL I METODY

Materiat stanowito pie¢ szczepdéw z rodzaju Salmonella, wyizolowanych z narzadow
wewnetrznych zwierzat hodowlanych: swin, gotebi i szynszyli. Jeden szczep wyizolo-
wano z phuc kilku padtych loch, u ktérych obserwowano objawy biegunki i zapalenia ptuc.
Z ptuc poza pateczkami Salmonella wyizolowano takze pateczki Pasteurella multocida.
Dwa kolejne szczepy wyizolowano od padtych prosiat, pochodzacych z dwoch réznych
stad, w ktorych wystapity objawy salmonellozy u zwierzat. W obu stadach, kliniczne ob-
jawy ostrej formy salmonellozy wystapity u paru tysigcy prosiat po odsadzeniu; podczas
epidemii odnotowano liczne upadki. Kliniczne objawy salmonellozy obserwowano row-
niez w stadzie golebi. Od kilku osobnikdéw z narzadéw migzszowych wyizolowano pa-
teczki Salmonella. Z kolei w stadzie szynszyli, w ktorym odnotowano pojedyncze upadki,
nie obserwowano zadnych objawow klinicznych choroby. Natomiast sekcyjnie stwier-
dzono u zwierzat wybroczyny na plucach, z ktorych w czystej kulturze wyizolowano bak-
terie z rodzaju Sal/monella.

Do izolacji i roznicowania szczepow zastosowano podloza wybiorczo-réznicujace:
MacConkey Agar, Bismuth Sulphite Agar, Brilliant Green Agar, Hektoen Enteric Agar,
Endo Agar Base, Deoxycholate Citrate Agar, Salmonella — Shigella Agar, Lysine Iron Agar,
Xylose Lactose Dextrose Agar (Oxoid). Hodowle inkubowano przez 2448 godzin w 37°C.

Identyfikacji serologicznej szczepoéw dokonano przy uzyciu Kit Test Lateks Salmo-
nella (Biomed) z wielowaznym odczynnikiem lateksowym oraz z odczynnikami jedno-
waznymi dla grup: B, C;, C,, D i E. Szczepy identyfikowano takze metoda aglutynacji
szkietkowej z uzyciem surowicy poliwalentnej HM oraz surowic grupowych AO, BO,
CO, DO, EO, a takze surowic wysyconych skierowanych przeciw komponentom antyge-
nowym: O 6,7, 07,0 8, O 20, O 9 (Biomed). Antygeny rzgskowe oznaczano metoda ag-
lutynacji szkietkowej z surowicami skierowanymi przeciw antygenom H: b; i; d; g,m; m;
1,2 1,5 oraz c i 1,5 (Krajowy Osrodek Instytutu Medycyny Morskiej i Tropikalnej, Gdy-
nia). Oznaczenia serologiczne weryfikowano w Wojewodzkiej Stacji Sanitarno-Epide-
miologicznej w Szczecinie.

Do analizy biochemicznej szczepdw zastosowano test API 10S (bioMérieux), podtoza
réznicujace: MRVP (Oxoid), Kligler Iron Agar (Oxoid), Oxidative-Fermentative z dodat-
kiem badanych cukrow i alkoholi (Oxoid), Nutrient Gelatin (Difco), Moeller KCN broth
base (bioMérieux), Moeller decarboxylase broth base z dodatkiem aminokwaséw (bio-
Mérieux) oraz podtoze z fenyloalaning, podtoze z malonianem sodu i agar potptynny do
badania ruchliwosci drobnoustrojow wg Zateskiej i in. [1973]. Test na aktywno$¢ katalazy
wykonano z 3% H,0,.
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Wrazliwos¢ szczepow Salmonella spp. na preparaty przeciwbakteryjne okreslano me-
toda dyfuzyjno-krazkows, wg zalecen NCCLS [2002a, 2002b]. Przygotowane w 0,85%
roztworze NaCl zawiesiny szczepow, o gestosci 0,5 McFarlanda, posiewano na podloze
Muller-Hinton Agar (Oxoid) przy uzyciu wymazowek. Zastosowano krazki z 20 prepara-
tami przeciwbakteryjnymi (Oxoid): ampicyling, amoksycyling, amoksycyling z kwasem
klawulanowym, karbenicyling, cefalotyng (cefalosporyna I gen.), cefuroksymem (cefa-
losporyna II gen.), ceftriaksonem (cefalosporyna III gen.), imipenemem, gentamycyna,
kanamycyna, streptomycyna, tetracykling, doksycykling, minocyklina, ciprofloksacyna,
enrofloksacyna, norfloksacyna, kortimoksazolem, kolistyng i chloramfenikolem. Inkuba-
cj¢ prowadzono przez 18-20 godzin w 35°C.

W celu identyfikacji fragmentéw chromosomalnych genow: DNA rep. ori. (wyzna-
czajacego miejsce inicjacji replikacji DNA) oraz stn, stpA i spaO, kodujacych odpowied-
nio enterotoksyng, cytotoksyne i inwazyng, zastosowano reakcje PCR. Izolacje
i oczyszczanie DNA wykonywano w oparciu o protokot oraz odczynniki firmy A&A Bio-
technology (Gdynia). Sekwencje starterow dla genu DNA rep. ori. zaczerpnigto z pracy
Hilla [1996]. Natomiast amplifikacj¢ fragmentow genow kodujacych enterotoksyne Stn,
cytotoksyng¢ StpA i inwazyn¢ SpaO przeprowadzano przy uzyciu starterow przedstawio-
nych w opracowaniu Skwark 1 in. [2004]. Reakcj¢ przeprowadzano w koncowej objgto-
$ci 20 pL mieszaniny reakcyjnej: woda dejonizowana — 12,99 pL, 10-krotnie stezony bufor
do Taq polimery (Fermentas) — 2 L, 2 mM MgCl, (Fermentas) — 1,6 puL, 0,2 mM dNTP
(Polygen) — 0,16 uL, startery o stgzeniu 10 uM: ori,/ori, stn,/stn,, stp,/stp, i spa;/spa,
(DNA-Gdansk) — 1 uL, 1,25 U Taq polimeraza (Fermentas) — 0,25 uL, DNA—1 pL. Am-
plifikacje wykonywano w termocyklerze Mastercycler personal (Eppendorf). Zastoso-
wano 30 cykli amplifikacji dla starterow ori/ori, oraz 35 cykli dla starterow stn;/stn,,
stp,/stp, 1 spa;/spa,: wstgpna denaturacja — 2 minuty / 95°C, denaturacja — 30 sekund /
93°C, przylaczanie starterow— 45 sekund w 51°C (ori;/ori,) lub w 56°C (stn/stn,, stp;/stp,
1 spa;/spa,), wydtuzanie DNA — 1 minuta (ori,/ori,) lub 30 sekund (stn;/stn,, stp,/stp,
ispa;/spa,) / 72°C, koncowe wydtuzanie DNA w ostatnim cyklu — 2 minuty / 72°C. Pro-
dukty amplifikacji rozdzielano elektroforetycznie w buforze TBE na 2% zelu agarozo-
wym, wybarwionym 1% wodnym roztworem bromku etydyny (22-25°C, 70V, 45 minut).
Jako wzorzec mas molekularnych zastosowano marker pUC19DNA/Mspl (MBI Fer-
mentas). Zele analizowano w transiluminatorze UV (TL — 1, Biometra), a do dokumenta-
cji wynikow wykorzystano aparat BioDov v. 2.10 (Biometra) oraz drukarke termiczna
B/W Video Sprinter SONY-UP-890CE.

WYNIKI I DYSKUSJA

Szczepy Salmonella spp. rosty na zastosowanych podtozach wybidrczo-rdznicujacych
w sposéOb typowy dla rodzaju, w ciggu 24—48-godzinnej inkubacji. Jedynie na podiozu
Bismuth Sulphite Agar i Salmonella — Shigella Agar typowy wzrost hodowli obserwo-
wano dopiero po 48—72 godzinach inkubacji. Serologiczng przynalezno$¢ analizowanych
szczepow do rodzaju Salmonella okreslono na podstawie reakcji aglutynacji z wielowaz-
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nym odczynnikiem testu lateksowego oraz poliwalentng surowica HM. Przy uzyciu od-
czynnikdéw jednowaznych testu lateksowego i surowic grupowych trzy szczepy zaklasy-
fikowano do grupy serologicznej C,, a dwa szczepy do grupy serologicznej D (tab. 1).
Uzyskane wyniki przynaleznosci szczepoéw do grup serologicznych, potwierdzono przy
pomocy surowic wysyconych, skierowanych przeciw wybranym komponentom antyge-
nowym. Identyfikacji antygenu rz¢skowego H u szczepow zaklasyfikowanych do grupy
serologicznej C, dokonywano przy uzyciu surowic monowalentnych c i 1,5. Z obiema su-
rowicami uzyskano reakcje aglutynacji. Szczegotowej identyfikacji szczepdéw zaklasyfi-
kowanych do grupy serologicznej D dokonywano przy uzyciu surowic H: b; i; d; g,;m; m;
1,2; 1,5. Nie stwierdzono u tych szczepow obecnosci fazy drugiej antygenu rz¢skowego H,
a reakcja aglutynacji zachodzita tylko z surowicami H: g,m i m. W oparciu o schemat
Kauffmana-White’a i wyniki reakcji aglutynacji z surowicami monowalentnymi, zakla-
syfikowano szczepy grupy serologicznej C, jako Salmonella enterica subsp. enterica se-
rowar Choleraesuis, o wzorze antygenowym 6,7:c:1,5, a szczepy nalezace do grupy
serologicznej D jako Salmonella enterica subsp. enterica serowar Enteritidis, o wzorze an-
tygenowym 9:g,m:- (tab. 2).

Tabela 1. Identyfikacja serologiczna szczepow Salmonella spp. testem lateksowym
Table 1. Serological identification of Salmonella spp. strains using latex test

Salmonella Choleraesuis Salmonella Enteritidis

Zrédto izolacji szczepu — source of isolation

Swinie
pigs golebie szynszyle
lochy prosieta pigeons chinchillas
SOWS piglets

Reakcja z odczynnikiem
wielowaznym B-E + + + + +

Reaction with polyvalent serum B-E

Reakcja z odczynnikiem jednowaznym
Reaction with monovalent serum

-+’ —reakcja aglutynacji — positive reaction.
.— — brak reakcji aglutynacji — negative reaction.
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Tabela 2. Identyfikacja serologiczna szczepoéw Salmonella spp. testem aglutynacji szkiet-
kowej
Table 2. Serological identification of Salmonella spp. strains using slide agglutination test

Salmonella Choleraesuis Salmonella Enteritidis

zrddto izolacji szczepu — source of isolation

Swinie
pigs golgbie szynszyle
lochy prosigta pigeons chinchillas
SOWS piglets
Autoaglutynacja (3% NaCl)
Autoagglutination (3% NaCl)
Surowica HM N N N . .
HM serum
Surowice grupowe
_Anti-groupsera
AO . = = = = =
BO . - - - - =
CO + + + — —
DO = - - + +
EO — — — _ _
Surowice anty-O
CAnti-Osera
LT . + + + nb nb
. + + + nb nb
B - - - nb nb
20 . - - - nb nb
S nb nb nb + +
46 nb nb nb - —
Surowice anty-H
Anti-H sera
Faza 1
(Phasel
.. + + + nb nb
b nb nb nb — —
I nb nb nb — —
e nb nb nb — —
Lem nb nb nb + +
m nb nb nb + +
Faza 2
Phase 2
B + + + = -
1,2 nb nb nb - -

1+~ —reakcja aglutynacji — positive reaction.
.— — brak reakcji aglutynacji — negative reaction.
nb — nie badano — not examine.

Wszystkie badane szczepy Salmonella spp. charakteryzowaly si¢ typowymi dla rodzaju wia-
sciwosciami biochemicznymi. Pomigdzy szczepami Salmonella Choleraesuis i Salmonella En-
teritidis wykazano rdznice w aktywnosci biochemicznej wobec arabinozy, trehalozy, glicerolu,
dulcytolu, sorbitolu i zdolnosci do wykorzystania cytryniandw jako zrodto wegla. Wérod szcze-
pow reprezentujacych serowar S. Choleraesuis cechg réznicujaca byta zdolno§¢ do wytwarzania
siarkowodoru. Brakiem tej zdolnosci cechowaly si¢ dwa szczepy wyizolowane od prosiat, za-
klasyfikowane na tej podstawie do serowaru Salmonella Choleraesuis var. america (tab. 3).
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Tabela 3. Wiasciwosci biochemiczne szczepodw Salmonella spp.
Table 3. Biochemical properties of Salmonella spp. strains

25

Salmonella
Choleraesuis

Salmonella Choleraesuis
var. america

Salmonella Enteritidis

7rédto izolacji szczepu — source of isolation

Swinie
pigs

lochy
SOWS

prosieta
piglets

golebie
pigeons

szynszyle
chinchillas

Oksydaza
Oxidase

Katalaza
Catalase

ONPG

MR

VP

KCN

Ureaza
Urease

HS

Produkcja indolu
Indole production

Ruch
Motility

Cytrynian sodu
Sodium citrate

Zelatyna
Gelatin

Malonian sodu
Sodium malonate

Azotany
Nitrates

Arginina
Arginine

Fenyloalanina
Phenylalanine

Lizyna
Lysine

Ornityna
Ornithine

Tryptofan
Tryptophane

Arabinoza
Arabinose

Celobioza
Celobiose

Glukoza
Glucose

Gaz z glukozy
Gas production

Ksyloza
Xylose

Laktoza
Lactose
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cd. tab. 3 — Table 3 cont.

Maltoza
Maltose
Mannoza
Mannose
Melezitoza
Melesitose
Rafinoza
Raphinose
Ramnoza
Rhamnose

Sacharoza
Sucrose
Trehaloza
Trehalose
Salicyna
Salicin
Dulcytol
Dulcitol
Glicerol
Glycerol
Mannitol
Mannitol
Sorbitol
Sorbitol

1~ — reakcja aglutynacji — positive reaction.
.— — brak reakcji aglutynacji — negative reaction.

Wszystkie szczepy Salmonella spp. wykazaly opornos$¢ na 2 preparaty (10%): kar-
benicyling i cefuroksym (cefalosporyna II generacji) oraz zréznicowane reakcje wobec
2 praparatow (10%): amoksycyliny oraz gentamycyny. Na pozostate preparaty (80%)
wszystkie szczepy byly wrazliwe (tab. 4). Nie odnotowano réznic we wrazliwos$ci na za-
stosowanych 20 preparatach wsrdd szczepéw Salmonella Choleraesuis. Natomiast
szczepy Salmonella Enteritidis wykazywaty zréznicowane reakcje na dziatanie genta-
mycyny (tab. 4).

Przy zastosowaniu testu PCR, we wszystkich badanych szczepach zidentyfikowano
fragment genomu zdefiniowany jako DNA rep. ori., potwierdzajacy przynaleznosc¢ szcze-
pow do rodzaju Salmonella (rys. 1). Ponadto, we wszystkich szczepach zamplifikowano
fragmenty genow stn, sipA, spaO, kodujacych odpowiednio: enterotoksyne, cytotoksyne
i inwazyne (rys. 1).

Uzyskane wyniki dowodza przydatnos$ci zastosowanych markerow fenotypowych
(wlasciwosci morfologiczne i hodowlane, budowa antygenowa, cechy biochemiczne
i wrazliwo$¢ na preparaty przeciwbakteryjne) oraz genetycznych (geny: DNA rep. ori.,
stn, stpA, spaO) do identyfikacji, analizy porownawczej i okreslania zjadliwosci szczepow
Salmonella spp. wyizolowanych od zwierzat. Markery te moga by¢ wykorzystywane za-
réwno w rutynowej diagnostyce salmonelloz, jak i dochodzeniach epidemiologicznych.
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Tabela 4. Wrazliwo$¢ szczepoéw Salmonella spp. na preparaty przeciwbakteryjne
Table 4. Susceptibility of Sa/monella spp. strains to antimicrobial agents

Salmonella Salmonella Choleraesuis

. . Salmonella Enteritidis
Choleraesuis var. america

zrodlo izolacji szczepu — source of isolation

$winie
pigs golebie szynszyle
lochy prosigta pigeons chinchillas
SOWS piglets

Ampicylna W w w
Ampicillin

Amoksycylina ‘ . .
Amoxicillin SW Sw SW

Amoksycylina / kwas klaw.
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Rys. 1. Rozdziat elektroforetyczny w zelu agarozowym zamplifikowanych genéw DNA
rep. ori. (a), stn (b), stpA (¢) 1 spaO (d)

Fig. 1. Agarose gel electrophoresis of amplified DNA rep. ori. (a), stn (b), stp4 (c) and
spaO (d) genes

(d)

Sciezki: M — marker masy molekularnej (pUC19/Mspl), 1 — kontrola negatywna (H,0), 2 — Salmo-
nella Choleraesuis (izolacja od loch), 3, 4 — Salmonella Choleraesuis var. america (izolacja od prosiat),
5 — Salmonella Enteritidis (izolacja od gotebi), 6 — Salmonella Enteritidis (izolacja od szynszyli).
Lanes: M — DNA molecular mass marker (pUC19/Mspl), 1 —negative control (H,0), 2 — Salmonella
Choleraesuis (isolated from sows), 3, 4 — Salmonella Choleraesuis var. america (isolated from
piglets), 5 — Salmonella Enteritidis (isolated from pigeons), 6 — Salmonella Enteritidis (isolated from
chinchillas).

Badane szczepy Salmonella spp. wykazywaly typowe dla rodzaju wlasciwosci mor-
fologiczne 1 hodowlane [Hoszowski 1989, Boron-Kaczmarska i Furowicz 1999]. Najbar-
dziej przydatnymi do izolacji i identyfikacji szczepéw byly podtoza: Endo Agar Base,
Hektoen Enteric Agar i Brilliant Green Agar. Dhuzszy czas inkubacji (do 72 godzin) oraz
brak intensywnego wzrostu szczepow na podtozach Bismuth Suphite Agar oraz Salmo-
nella-Shigella Agar powodowatl wydtuzenie czasu identyfikacji morfologiczne;j.

Okreslenie budowy antygenowej bakterii z rodzaju Sa/monella umozliwiaja metody ag-
lutynacji szkietkowej z surowicami diagnostycznymi oraz testy lateksowe [Szych 1 in. 1994].
Typowanie serologiczne pozwala na okreslenie przynaleznosci gatunkowej oraz na zrdoz-
nicowanie podgatunkow na serowary. Badania serologiczne uzupelnione o badania bio-
chemiczne umozliwiajg z kolei podzial serowaréw na odmiany biochemiczne, co odgrywa
wazng rol¢ w dochodzeniu epidemiologicznym. Na podstawie badan serologicznych usta-
lono przynalezno$¢ 3 szczepdéw do serowaru Sal/monella Choleraesuis i 2 szczepoéw do
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serowaru Salmonella Enteritidis. Wzory antygenowe szczepoéw byty zgodne z danymi pis-
miennictwa [Szych i in. 1994] i zawartymi w schemacie Kauffmanna-White’a. Typowa-
nie serologiczne pateczek Salmonella wykazato rdznice miedzy serotypami w swoistosci
antygendw somatycznych i rzgskowych.

Okreslenie cech biochemicznych pozwala na ustalenie wzorcow aktywnosci komor-
kowych enzymdw metabolicznych oraz moze shuzy¢ do identyfikacji niektorych seroty-
pow rodzaju Salmonella. Zmienno$¢ w ekspresji genow, determinujacych okreslone cechy
biochemiczne, bedaca wynikiem oddziatywania réznych czynnikow zewngtrznych, moze
powodowac roznice we wlasciwosciach enzymatycznych miedzy serotypami i w obrebie
serotypow [Tarasiuk i Truszczynski 1995]. W niniejszej pracy wykazano taka samg ak-
tywno$¢ biochemiczna szczepoéw Salmonella Enteritidis oraz niewielkie zréoznicowanie
cech wérod szczepdw Salmonella Choleraesuis. Na podstawie budowy antygenowej oraz
zdolnosci do wytwarzania siarkowodoru, wsrod badanych szczepoéw S. Choleraesuis zi-
dentyfikowano dwa serowary S. Choleraesuis var. america. Uzyskane wyniki potwier-
dzaja konieczno$¢ uzupeliania testow serologicznych badaniami aktywnos$ci
biochemicznej szczepow Salmonella spp.

Wedtug danych pismiennictwa, szczepy Salmonella spp. izolowane od ludzi i zwierzat
wykazuja w ostatnich latach rosnacg opornos¢ na antybiotyki i chemioterapeutyki, za-
lezna od przynaleznosci serowarowe;j i zrodta izolacji. Ponadto odnotowuje si¢ coraz czg-
$ciej opornos¢ tych bakterii na kilka preparatow przeciwbakteryjnych [Jones i in. 2002,
Esaki i in. 2004, Su i in. 2004]. Wyniki badan niektorych autoréw wskazuja na wzrost
liczby szczepow Salmonella Choleraesuis opornych na ampicyling streptomycyng, tetra-
cykling, fluorochinolony, sulfametoksazol i chloramfenikol [Radkowski 1991, Hoszowski
i Wasyl 2000, Matafiej 2000, Chiu i in. 2004, Esaki i in. 2004] oraz szczepow Salmonella
Enteritidis opornych na erytromycyng, kolistyne, enrofloksacyne i aminoglikozydy,
zwlaszcza na streptomycyne [Jones i in. 2002, Esaki i in. 2004]. Badane szczepy Salmo-
nella Choleraesuis i Salmonella Enteritidis wykazaly duza wrazliwo$¢ in vitro na prepa-
raty przeciwbakteryjne. Odnotowano wrazliwo$¢ wszystkich szczepéw na 80%
zastosowanych preparatow, w tym na wigkszos¢ antybiotykow B-laktamowych: ampicy-
ling, amoksycyling z kwasem klawulanowym, cefalotyne, ceftriakson i imipenem oraz na
tetracykliny, fluorochinolony, sulfametoksazol, kolistyne i chloramfenikol. Wszystkie
szczepy wykazaty natomiast opornos$¢ na karbenicyling i cefuroksym, a szczep Salmo-
nella Enteritidis wyizolowany od golebia dodatkowo na gentamycyne.

Czasochtonng konwencjonalng diagnostyke mikrobiologiczng coraz cz¢éciej uzupet-
niajg lub zastepuja techniki oparte na analizie materialu genetycznego [Salwa i in. 2001,
Osek 2002]. Genetycznym markerem rodzaju Salmonella jest fragment genomu zdefi-
niowany jako DNA rep. ori. [Hill 1996]. W obrebie genu DNA rep. ori. wystepuja wyso-
kokonserwatywne sekwencje nukleotydowe charakterystyczne dla wszystkich bakterii
z rodzaju Salmonella. U badanych szczepow zidentyfikowano gen DNA rep. ori., co po-
twierdzito ich przynalezno$¢ do rodzaju Salmonella.

Chorobotworczy potencjat badanych szczepdéw okreslano na podstawie obecnosci
genow stn, stpA, spaO, determinujacych odpowiednio syntezg enterotoksyny podobnej
do toksyny ST E. coli, cytotoksyny podobnej do toksyny ShT Shigella dysenteriae, a takze
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inwazyjnego biatka zewnatrzblonowego — inwazyny, umozliwiajacej penetracj¢ do ente-
rocytow. Geny kodujace te czynniki zjadliwoSci zostaty po raz pierwszy zlokalizowane
w genomowym DNA kolejno u S. Typhimurium, S. Typhi i S. Typhisuis [Suarez i Riis-
smann 1998, Tsolis i in. 1999], ale ich obecnos¢ stwierdza si¢ takze u innych serotypow
Salmonella, jak np. S. Enteritidis i S. Dublin [Groisman i Ochman 1993, Prager i in. 1995,
Li i Mustapha 1999]. W genomach analizowanych szczepow Salmonella Choleraesuis
i Salmonella Enteritidis stwierdzono obecno$¢ wszystkich analizowanych gendéw wiru-
lencji. O wystapieniu infekcji na tle Salmonella spp. decyduje nie tylko ich zdolno$¢ ad-
herencji i inwazji do tkanek organizmu ludzkiego i zwierzecego, ale takze produkcja
toksyn, powodujacych zaburzenia funkcjonalne i procesy degeneracji w komorkach zy-
wiciela. Wykorzystanie w diagnostyce salmonelloz charakterystycznych marker6w okre-
slajacych przynaleznos¢ rodzajowa oraz wirulencje izolowanych szczepdw moze by¢
pomocne w ich wykrywaniu oraz prognozowaniu przebiegu zakazenia i epidemii. Wy-
krycie genetycznych markerdéw zjadliwosci u badanych szczepow dowiodto ich wysokiej
patogennosci, odzwierciedleniem ktorej byly obserwowane objawy kliniczne, zmiany ana-
tomopatologiczne i liczne upadki zwierzat.

PISMIENNICTWO

Boron-Kaczmarska A., Furowicz A.F., 1999. Choroby odzwierzece przenoszone droga pokarmowa,
PZWL, Warszawa.

Boyd E.F., Wang F.S., Whittam T.S., Selander R.K., 1996. Molecular genetic relationships of the sal-
monellae. Appl. Environ. Microbiol. 62, 804-808.

Brenner F.W., Villar R.G., Angulo F.J., Tauxe R., Swaminathan B., 2000. Salmonella nomenclature.
J. Clin. Microbiol. 38, 2465-2467.

Chiu C.-H., Su L.-H., Chu Ch., 2004. Salmonella enterica serotype Choleraesuis: epidemiology,
pathogenesis, clinical disease, and treatment. Clin. Microbiol. Rev. 17, 311-322.

Esaki H., Morioka A., Ishihara K., Kojima A., Shiroki S., Tamura Y., Takahashi T., 2004. Antimic-
robial susceptibility of Salmonella isolated from cattle, swine and poultry (2001-2002): report
from the Japanese Veterinary Antimicrobial Resistance Monitoring Program. J. Antimicrob.
Chemother. 53, 266-270.

Groisman E.A., Ochman H., 1993. Cognate gene clusters govern invasion of host epithelial cells by
Salmonella Typhimurium. EMBOJ 12, 3779-3787.

Hill W.E., 1996. The polymerase chain reaction applications for the detection for foodborne patho-
gens. Clin. Rev. Food Sci. Nutr. 36, 123—-173.

Hoszowski A., 1989. Wykrywanie pateczek Salmonella. Med. Weter. 45, 195-200.

Hoszowski A., Wasyl D., 2000. Taksonomia i nomenklatura rodzaju Sa/monella. Med. Weter. 56, 75-78.

Jones Y.E., Chappell S., McLaren [.M., Davies R.H., Wray C., 2002. Antimicrobial resistance in
Salmonella isolated from animals and their environment in England and Wales from 1988 to
1999. Vet. Rec. 150, 649-654.

Koncicki A., Krasnod¢bska-Depta A., Szweda W., Ruminska-Groda E., Guiro S., 2000. Zakazenia
pateczkami Salmonella v indykow w Polsce. Med. Weter. 56, 524-527.

Acta Sci. Pol.



Diagnostyka szczepow Salmonella Choleraesuis i Salmonella Enteritidis... 31

LiY., Mustapha A., 1999. Comparison of DNA extraction procedures for rapid detection of Salmo-
nella in ground beef and ground chicken by the polymerase chain reaction. Department of Food
Science, University of Missouri — Columbia, session 76B—18.

Lidacki A., 1989. Enterotoksyna pateczek Salmonella. Med. Weter. 45, 286-289.

Lindquist J., 1998. Salmonella — General aspects and nomenclature. http://www.splammo.net/foo-
dapplmicro/home324.html.

Matafiej E., 2000. Antybiotykoprofilaktyka w aspekcie zjawiska opornosci drobnoustrojow. Prz.
Epidemiol. 54, 85.

NCCLS, 2002 a. Performance standards for antimicrobial disk and dilution susceptibility tests for
bacteria isolated from animals: approved standard — second edition. NCCLS document M31-A2.
NCCLS 940 West Valley Rad, Suite 1400, Wayne Pennsylvania 19087-1898, 19 (11).

NCCLS, 2002 b. Performance standards for antimicrobial susceptibility testing; Twelfth Internatio-
nal Supplement. NCCLS document M100-S12. NCCLS 940 West Valley Rad, Suite 1400,
Wayne Pennsylvania 19087-1898, 22 (1).

Osek J., 2002. Praktyczne aspekty zastosowania reakcji PCR w diagnostyce mikrobiologicznej.
Med. Weter., 58, 251-255.

Prager R., Fruth A., Tschape H., 1995. Salmonella enterotoxin (stn) gene is prevalent strains of Sal-
monella enterica, but not among Salmonella bongori and other Enterobactericeae. FEMS Im-
munol. Med. Microbiol. 12, 47-50.

Radkowski M., 1991. Nosicielstwo drobnoustrojéow z rodzaju Salmonella u $win rzeznych.
Med. Weter. 47, 324-325.

Radkowski M., 1995. Przezywalnos$¢ pateczek Salmonella w jajach. Med. Weter. 51, 507-509.

Rzedzicki J., Bos M., 2001. Sytuacja epizootyczna patogendw zakazen pokarmowych (Salmone-
lozy). Prz. Epidemiol. 55, 5-11.

Rzedzicki J., Kowalska M., 1995. Metody typowania pateczek Salmonella. Med. Weter. 51, 501-504.

Salwa A., Przewoski W., Strzatkowski L., Burkiewicz A., 2001. Identyfikacja drobnoustrojow ro-
dzaju Salmonella w oparciu o technik¢ PCR. Med. Weter. 57, 349-353.

Skwark M., Nawrotek P., Czyzewska I., 2004. The detection and determination of potential virulence
of Salmonella spp. using PCR method. Pol. J. Vet. Sci. 7, 33-37.

Su L.-H., Chiu C.-H., Chu Ch., Ou J.T., 2004. Antimicrobial resistance in nontyphoid Salmonella
serotypes: a global challenge. Clin. Infect. Dis. 39, 546-551.

Suarez M., Riissmann H.,1998. Molecular mechanism of Salmonella invasion: the type III secretion
system of pathogenicity island 1. Int. Microbiol. 1, 197-204.

Szeleszczuk P., 2001. Diagnostyka, terapia i profilaktyka salmonelozy got¢bi. Mag. Weter. 10,
63-66.

Szych J., Jasielski M., Cieslak A., 1994. Poréwnawcza ocena zestawow lateksowych Wellcolex Co-
lour Salmonella i Lateks Salmonella stuzacych do wykrywania i identyfikacji somatycznych
antygenow rodzaju Salmonella. Med. Dosw. Mikrobiol. 46 (4), 259-276.

Tarasiuk K., Truszczynski M., 1995. Znaczenie fenotypowych i genotypowych metod klasyfikacji
bakterii w epidemiologii i zwalczaniu chordb zakaznych. Med. Weter. 51, 323-326.

Trawinska B., Smeja K., Stawomirski J., Saba L., 2006. Mikrobiologiczne zanieczyszczenie su-
rowcow drobiarskich w wojewddztwie lubelskim w latach 2002—2005. Ann. Univ. Mariae Curie-
-Sktodowska, Sect. DD Med. Vet. 24, 365-370.

Zootechnica 7 (1) 2008



32 J. Karakulska i in.

Tsolis R.M., Adams G.L., Fight T.A., 1999. Contribution of Salmonella Typhimurium virulence fac-
tors to diarrheal disease in calves. Infect. Immun. 67, 4879-4885.
Zateska H., Teisseyre T., Janczara E., 1973. Pozywki bakteriologiczne. PZH, Warszawa.

DIAGNOSTICS OF SALMONELLA CHOLERAESUIS AND SALMONELLA
ENTERITIDIS STRAINS ISOLATED FROM ANIMALS

Abstract. The aim of this study was to define the usefulness of phenotypic determinants used
in routine diagnostics and selected genotypic markers for identification and pathogenicity des-
ignation of Salmonella spp. strains isolated from animals. Five strains isolated from internal or-
gans of pigs, pigeons and chinchillas, in which salmonellosis was initially recognized, were
analyzed. Conventional diagnostic media were used for isolation and differentiation of Salmo-
nella spp. strains. Serological identification of these strains was done using latex test and slide
agglutination method. Three swine isolates were classified as Salmonella enterica subsp. en-
terica serovar Choleraesuis (6.7:c:1.5. serological group C,) and two strains isolated from pi-
geons and chinchillas as Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis (9:g.m:-,
serological group D). Biochemical features of the strains were analyzed by means of API test and
differential media. Differences in biochemical activity to six substrata between Salmonella
Choleraesuis and Sa/monella Enteritidis strains were indicated. Basing on ability to hydrogen
sulphide production, two S. Choleraesuis strains were classified as Salmonella Choleraesuis var.
america. The susceptibility to 20 antimicrobial agents was carried out by disk diffusion method.
Strains revealed resistance to carbenicillin and cefuroxime, variable susceptibility to amoxicillin
and gentamicin and phenotypic susceptibility to all other investigated antimicrobials. The DNA
rep. ori. gene, the specific marker of genus Salmonella, as well as stn, stpA and spaO genes that
determine production of enterotoxin, cytotoxin and invasine respectively, were identified in all
strains using PCR.

Key words: antigenic structure, antimicrobial agents, biochemical features, pathogenicity, PCR,
Salmonella Choleraesuis, Salmonella Enteritidis
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