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Sutnnlary

Ten salmónella Gallinarum and six salmonella pullorum strains isolated from |aying hens were analysed

by genotypic t}ping methods inctuding ERIC-PCR, REP-PCR and amplification of 165-23S spacer region by
r"cft.. ł"ui;,,siŚ Ór ńNł banding patteins generated by ERIC-PCR revealed the presence of 4 different geno-

Ępes in the case of S. Gallinarum isolates and 3 in t Y

d*d.og.u* analysis into 3 distinct lineages. Strain 8

DNA pitterrr., und strains of S. Pullor.,m gane 4 diffe d

ne divided into 2 distinct genomic groups ńy their RE d

to be more diŚcriminato.} fo. typńg oi S. Gallinaru S

rDNA tn tłris ńethod, 2 and 3 different profiles of DNA were obtained, resPec
Gallin rum isolates. They were subdivided in 2 related groups by dendrogram
summ by genotyping methods for Salmonella Gallinarum and Salmonella PUllo
from regions located in sout*h-weŚf pait of Poland revealed close phyloąe]9q. relationshiPs' between_strains

belongifrg to S. Gallinarum and S. Puilorum biovars, and proved that ERIC- and REP-PCR are highlY dis-

criminato r5r tech niq ues useful for epidemiolo gi c al ev alution.
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P aŁeczki S a l m o n e ] ] a G a l ] i n arum - P u ] ] o rum s ą drob -

stad towarowych tymi drobnoustrojami. Ocenę aktu-
alnej sytuacji epizootycznej w zakresie występowania
tyfusu w stadach towarowych kur nieśnych utrzymy-
wanych w klatkach na terenie Polski pofudniowo-za-
cho dni ej or az char aktery stykę fenoĘp ow ą wyi zo low a-

nych szczepów §. Ga]Iinarumi S. Pu]]orumprzepTo-
wadztlt ostatnio Wieliczko i wsp. (11).

Metody fenotypowe, generalnie charakteryzuj ą się
stosunkowo niskąrozdzielczością stąd nie sąone naj-
bardzlej lżyteczne w badaniach, których celem jest
analtza r ożnoro dno ś c i czy okre ś leni e stopnia p o dob i eń-

mt do tego same-
są natomiast bar-
o charakterze ępl-

nl,ka, że w badaniach z użyciem elektroforezy pulsa-
cyjnej, nieudało si dszczepow
S. Pu]]oram(6), na orfizmu ge-

netyc zne go ob s erwowano p omię dzy szczep aml izolo -
wanymi od kurcząt wykorzystując metodę RAPD i
analizę genów ryb o s omalne go RNA (2, 3). Zr óżntco -
wanie genetyczne obserwowano także u szczepów .9.

Ga]]inarum analtzuląc geny rRNA (2),
Niniejsze badania zostaŁy podjęte celem określenia

polimforfizmu genety cznęgo oraz ewentualnych po-
dobieństw klonalnych scharakteryzowanych lprzed-
nio metodami fenotypowymi szczępow S. Ga]]inarum
i S, Pu]]orum izolowanych od kur nieśnych ze stad
towarowych pochodzących z potudniowo-zachodniej
Polski. W badaniach tych wykorzystano metody ge-

notypowe takie jak REP-PCR, ERIC-PCR i analizę
reionu międzygenowego 165-235 rRNA przy pomo-



cy PCR (4, 5, 7). W metodzie REP-PCR lżyto stafte-
row komplementatnych do powtórzony ch sekwencj i
DNA o nazwie powtarzające się pozagenowe palin-
dromiczne sekwencje, tzw. sekwencje REP (Repetiti-
ve Extragenic Polindrome sequences). Są one utwo-
tzone z odwróconych sekwencji powtorzonych (inver-
ted repeats) o długości 35-40 nukleotydów, które wy-
stępuj ą pom iędzy genami w policistronowych opero-
nach albo w nie podlegających translacji odcinkach
połozonych przy końcach 3' jednostek transkrypcyj-
nych (10, 13). Natomiast w metodzie ERIC-PCR star-
tery są komplementarne do powtórzonych sekwencji
DNA noszących nazwę powtarzające się międzyge-
nowe konsensowe sekwencje enterobakterii (sekwen-
cje ERIC Enterobacterial Repetitive Intergenic Con-
sensus sequences) (10, 13). Sekwencje ERIC, o dłu-
go ści 1 2 4 - 1 27 nukleoĘdów również występuj ą pomię -

dzy genamiw policistronowych operonach, albo w nie
podlegaj ących translacj i odcinkach genomu poprze-
dzających lub następujących po otwańych ramkach
o dczytu. Analizuj ąc p olimorfizm rej onu mię dzy geno -

wego 165-235 IRNA wykorzystuje się jego wysoką
zmienność pod względem dh,rgości i składu nukleoĘ-
dów jak rórvnieżliczby kopii (a). W metodzie tej stosu-
je się startery komplementame do wysoce konserwa-
tyłvnych fragmentów sekwencji genów rybosomalne-
go RNA -końca 3' genu 1 65 i końca 5' genu 23S rRNA.

Mateliał imetody
Szczepy. Szczep:y SaJnonella GaJlinarunl i Salnone]]a

Pu]]orun izolowane od ]<ur niosek pochodzącyclr ze stad
towarowych były uprzednio poddane typizacji serologicz-
nej, badaniu właściwości biochemicznych oraz wrazliwo-
ści na chemioterapeutyki (l1). Tzolaty wykorzystane w ana-
lizie genotypowej przedstawia tab. 1,

Analiza genotypowa
Izolacja DNA. Pojedyncze kolonie baktr-ryjne rosnące

na agarze odżywczym zawieszarro w 0,9% NaCl. Całkowi-
te DNA izolorvano zgodnie z metodą podanąprzez Rade-
makera i wsp. (7). Komórki bakteryjne traktowano mie-
szaniną: 5 M tiocyjanian guanidyny, 0,03 M N-laurylosar-
kozyna, 0,1 M EDTA, przez 5 min. w temperaturze 4"C.
Po wirowaniu prób przez 5 minut przy 12 000 x g, osad
zawierający DNA przemywano za ponocą 7,5 M octanu
amonu, a następnie alkoholu izopropylowego. Stęzenie
DNA określano porównując intensywrrość świece niaprĘ-
ków DNA w badanej probie z intensywnością świecenia
prążków reprezentującyclr standard DNA o znanym stęze-
niu (100 bp Ladder-Sigma-Aldrich, USA) po ich elektro-
forezie w zelu agarozowym w obecności bromku etydyny,
w świetle uv.

Reakcja PCR. Sekwencje starterów uzytych w reakcji
PCR do amplifikacji sekwencji DNA typu REĘ ERIC oraz
rejonu międzygenowego 16S-23S rRNA przedstawia tabe-
la 2. Mieszanina do real<cji PCR obejmowała: 10 mM bu-
for Tris-HCl pH 8,8, z dodatkiem 1,5 mM MgCl,, 10 mM
KCl oraz 0,19lo Triton X-100, 50 ng matrycowego DNA,
0,1 mM kazde go ze starterów (Bionovo, Polska), l ,25 mM
kazdego z doeksynukleotydów (dATŁ dTTŁ dGTP i dCTŁ

Tab. 1. Szczepy S. Gallinarum i S. Pullorum użyte w bada-
niach genotypowych (n : 16)

Tab.2. Sekwencje starterów użytych w badaniach genotypo-
wych

H EP-lR DT-

REP2-DT-

EB lc-lR -

EB Ic-2-

G1**

L1 *ł

5,- lll NcG NcG NcA TcN GGc - 3,

5,- NcG NcT TAT cNG Gcc TAc - 3,

5,- ATG TAA GcT ccT GGG GAT TcA c - 3,

5,- AAG TAA GTG AcT GGG GTG AGc G - 3,

5,- GAA GTc GTA AcA AGG - 3,

5,- cAA GGc ATc cAc cGT - 3,

Objaśnienia: *sekwencje wg Versalovic i wsp. (10), **sekwencje

wg Jensen i wsp. (5)

Phatmacia, Szwecja) oraz 1 U polimerazy Taq (Finnzymes,
Finlandia); całkowita objętość próby 25 p,LŁańcllchową
reakcję polimerazy prowadzono w termocyklerze firmy
Biometra (Niemcy) wedh.rg następującego schematu: (i) dla
starterów stosowanych do amplifikacji sekwencji typu REP
i ERIC pier-wszy cykl obejmował denaturację matrycowe-
go DNA przez 5 minut w temperaturze 95oC, dodanie poli-
mer azy DNA przy temp eraturz e 9 4" C, pr zyłączente starle -

rów w temperaturze 50'C przez okres 1 min. oraz wydłu-
żanie przyłączonych starterów przez B min. w temperatu-
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rze 65"C; w trakcie kolejnych 34 cykli denaturacja matry-

cowego DNA trwała 1 minutę w temperaturze94"C,nato-
miast przyłączenie starterów - 1 minutę w temperaturze
5OoC orazich wydfużanie - 8 minut w temperaturze 65oC;
(ii) dla starterów wykorzystywanych do amplifikacji rejo-

nu międzygenowego 163-23S rRNA reakcję PCR prowa-

dzono w bardzo podobny sposób, za wyjątkiem skrócenia
czasu wydłuzania sekwencji starterowych do 5 minut.

Rozdział i analriza produktów PCR. Produkty reakcji
PCR rozdzielano w 20ń żeltl agarozowym o dfugości 19

cm,ptzy napięciu ż5Y przez
o objętości 8-10 pl. ŻeIwy
fotografowano w świetle ultr
kumóntacji firmy Viller-Lotmant (Francja). Każdy z eks-
perymentów powtarzano przynajmniej 3 razy. Obrazy roz-
dzielonych produktów reakcji PCR analizowano stosując
program CrossChecker (Department of Plant Breeding
Wageningen University and Research Centre) i BioEdit
(Tom Hall Department of Microbiology North Carolina
State University) przy uzyciu metody par skojarzonych
(UPGMA) i współczynnika podobieństwa wg Jaccarda, co

wykorzystano następnie do konstrukcji drzew podobieństw,

Wyniki i omówienie

Przeprowa dzona o statnio andrtza s zc zep órM S : Ga 1 :
]inaruńi S. Po]]orumizolowanych od kur niosek stad

towarowych pochodzących z terenów południowo-za-
chodniej-PolŚki wykazała, że są one mało zróżnico-
wane pod względem profili biochemicznych (11). I tak,

wszyslkich 1Ó izolatow S, Ga]]inarumna\eżało do tego

.a--"go biotypu, natomiast wśród 6 tzolatów S. Pu]]o-
rum wyróżniLono tylko dwa profile biochemiczne.
Znaczntę większe zróżnicowanie wśród badanych
szczepów obserwowano, jeżelt chodzi o ich wrażli-
wość na chemioterapeutyki. Aż 5 różnych profili opor-
ności obserwowanó dla6 szczępów §. Pu]]orumi8 -
dla 10 izolatów S. Ga]]inaram.

Obie metody fenotypowe, zastosowane we wcze-
śniej szych badaniach, pozostawiaj ą bez odpowiedzi
pYiniÓ, co do zróżnicowania szczepów S. Ga]]inarum-
^Pu]]orumna 

poziomie genomu bakteryjnego jak row-
nież nie pozwa\ająna ustalenie ewenfualnych po,do-

bieństw pomiędzy badanymi izolatami Stąd analizę
szazepow izolowanych od kur nieśnych poszefzono o

metody genoĘpowe : REP-PCR, EzuC-PCR otaz ana-
lizę rejonu międzygenowego 16S-23S rRNA przy po-
mocy PCR.

W wyniku amplifikacji genomowego DNA pocho-
dzącego z 6 tzolatow S. Pu]]orum i 10 izolatów .9.

Gajliiarumprzy pomocy starterów komplementamych
do powtórzonych sekwencji Ępu ERIC otrzymano,
odpbwiednio, 

'3 
i 4 różnychprofili zamplif,rkowany_ch

fragmentów DNA (ryc. 1A). Liczba prążków DNA
uzyskanych dla jednego izolafiwahała się od 15-20,

naiomiaŚt ich wielkość wynosiła od 1050 pz do około
100 pz. We wszystkich 16 analizowanych próbach
występowaĘ fragmen§ DNA o długo ściach odpowia-
dójąc}ch 82a pz, 600 pz, 400 pz i 300 pz. Analiza ob-
,uŹów elektrofbretycznych produktow PCR metodąpar
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Ryc. 1A. Obraz produktów reakcji PCR otrzymanych z DNA
S. Gallinarum i S. Pullorum ze starterami komplementarny-
mi do powtórzonych sekwencji typu ERIC po ich rozdziale w
żo/" żi|uagarozowym. M - standard DNA, pasma E, -2 repre-

zentuj ą produkty ampli fikaoj i DNA poszczególnych izolatów,§,

Ga]]inarumt S. Pu]]orum; 1B. Drzewo podobieństw utworzone

w oparciu o obrazy rozdziałów produktów reakcji PCR, W kon-

stru-kcji drzęwa podobieństw posłużono się metodąUPGMA z

wykoizystaniernwspółczynnika Jaccarda. Długość odcinka opi-

sanego jako ,,współczynnik podobieństwa" odpowiada 10% po-

dobióństwa pomiędzy poszczegolnymi izolatami.

skojarzonych (UPGM 1ł) iprzy pomocy współczynni-
ka jaccaróa pozwoliła na wyróżnienie wśród 6 bada-

nych szczepów .9. Pu]]orum s, I0 szczepów ^§. Ga]]ina-
rum trzech grup genotypowych oznaczorIych j ako A,
B i C (ryc. iB) Wvjątek stanowiłlzolrat H, który nie
mógł być zakwalifikowany do żadnej z wyróżnionych
g-p 1r"yti"zony wsp ółczynnik podobieństwa - 7 2%).- ńta sfarterów komplementarnych do powtórzonych
sekwencji typu REP oraz rejonu międzygenowego
1 6 S -2 3 S- rRŃA, generalnie Itczb a zamplifi kowanych
fragmentów DNA była znacznie niższa w porówna-
niiz obrazami otrzymanymi ze startęrami dla sekwen-
cji Ępu ERIC. Stosując startery dla sekwencji Ępu
tiEP wśród badanych szczepów S. Pu]]orum v,,ryróż-

niono 4 różnę profile zamplifikowanych fragmentów
DNA, które ze względu na współczynniki podobień-
stwa dająsiępołączyćw dwie grupy genotypowę ozna-

czone jiko ł i n 1ryc. 2AB). Natomiast dla szczepów
S, Ga]]inarum otrzymano tych profili aż osiem (ryc.



2AB). DĄ one również tylko dwie grupy gerrotypo-
we. We w s zystkich analtzow anych prób ac h stwi erdzo -
no obecność maksymalnie 7 prążków DNA o wielko-
ściach od 1 1 00 pz do około 50 pz. Wspólne prĘki dla
wszystkich izolatów miały długość 900 pz,20a pz t

około 50pz.
W przypadku starterów komplementarnych do koń-

ca 3'genu 165 i końca 5' genu 23S rRNA, wyrożniono
dla izolatów S. Pu]]orumtrzy różne profile zamplifiko-
wanych fragmentów, które możrabyło poŁącryćw dwie
grupy genotypowe (ryc. 3AB), natomiasttylko dwapro-
file prążków udało się wyróżntć w przypadku szczę-
pów §. Gal]inarum. Maksymal na Iiczba prążków w j ed-
nej próbie, o wielkościach od 900 pz do około 50 pz,
wynosiła od 3-5 dla §. Pu]Iorunl i 3-4 dla S. Ga]]ina-
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Ryc. 2A. Obraz produktów reakcji PCR otrzymanych z DNA
S. Gallinarum i S. Pullorum ze starterami komplementarny-
mi do powtórzonych sekwencji typu REP po ich rozdziale w
20ń żelu agarozowym. M standard DNA, pasma E, 2 repre-
zenfuj ą produkty amplifi kacj i DNA poszczególnych izolatów .9.

Ga]]inarumi S. Pul]orunl, 1B. Drzewo podobieństw utworzone
w oparciu o obrazy rozdziałów reakcji PCR. W konstrukcji drze-
wa podobieństw posłużono się metodą UPGMA z wykorzysta-
niem współczynnika Jaccarda. Długośó odcinka opisanego jako

,,współczynnik podobieństwa" odpowiada 1 0% podobieństwa po-
między poszczególnymi izolatami.

Współczynnik
podobieństwa

Ryc. 3A. Obraz produktów reakcji PCR otrzymanych z DNA
S. Gallinąłum i S. Pullorum ze starterami komplementarny-
mi do końca 3'genu 165 i końca 5' genu 23S rRNA po ich
rozdziale w 2o/" żelu agarozowym. M - standard DNA, pasma
Er 2 reprezentująprodukty amplifikacji DNA poszczególnych
izblatów S, Ca]]inanuni S. Pu]]orum. 1B. Drzewo podobieństw
utworzone w oparciu o obrazy rozdztałów reakcji PCR" W kon-
slrukcji drzęwa podobieństw posłuzono się meto<lą UPGMA z
wykorzystaniem współczynnika Jaccarda. Dfugość odcinka opi-
sanego jako ,,współczynnik podobieństwa" odpowiada 10% po-
dobięństwa pomiędzy poszczególnymi izolatami,

rum.We wszystkich badanych próbkach S. Pu]]orum
występował prĘek DNA o wielkości około 350 pz,
natomiast w próbkach S. Ga]]inarum - prĘki o dłu-
gościach 650 i 350 pz.

Rozpatrując izolaĘ S. Ga]]inarumi S. Pullorumłącz-
nie jako S. Ga]]inarum-Pu]]orum metodą REP-PCR
uzyskano 10 różnych profili zamplifikowanych frag-
mentów DNA, natomiast metodąER[C-PCR - 6 róż-
nych profili DNA. Wynika to z fakf.l, że część szaze-
p ów §. P u l ] oru m char aktery zuje s i ę i denĘcznymi pro -

filami prążków DNA co badane szczępy S. Ga]]ina-
rum.

Należy zaznaczy ć, że wyliczona powtarzalno ść po-
między analo gtcznymi eksp erymentami wyT ażona j ako
współczynnik powtarzalności wyniosła 93,5oń.
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rejonu międzygenowego 1 6S-23 S rRNA.
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Jest to tłutrraczenie książki wyclanej w 1991r. w Filadel-
fii, opracowanejprzez 56 współautorów, głównie pracow-

ników naukowych klinik weterynaryjnychz USA i Kana-

dy. Redaktorem naukowym wydania polskiego jest prof,

dr hab. Antoni Schollenberger. Treść książki oddajątytuły

rozdziałów

Jest to interesująca, dobrze przetŁumaczona i bogata w

w formie pytań i syntetycznych, a jednocześnie wyczerpu-
jących odpowiedzi. Cennym uzupełnieniem treści sąryci-
ny oraz tabele zawierające schematy postępowanta oraz

sposoby aplikacji i dawkowanie leków. Książkę można

polecac wŚzystkim lekarzom weterynarii zajmującym się

ieczeniem małych zwięrząt-Można jązamawiać w Wydaw-

nictwie SGGW ul. Nowoursynowska 166,02-18'7 Warsza-

wa. tellfax (0-22) 841-ż8-92-
Stanisław Wołoszyn
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