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Summary it
Ten Salmonella Gallinarum and six Salmonella Pullorum strains isolated from laying hens were analysed
by genotypic typing methods including ERIC-PCR, REP-PCR and amplification of 16S-23S spacer region by
PCR. Analysis of DNA banding patterns generated by ERIC-PCR revealed the presence of 4 different geno-
types in the case of S. Gallinarum isolates and 3 in the case of S. Pullorum isolates. They were grouped by
dendrogram analysis into 3 distinct lineages. Strains of S. Gallinarum analysed by REP-PCR generated 8
DNA patterns, and strains of S. Pullorum gave 4 different profiles of DNA. In both cases, these isolates could
be divided into 2 distinct genomic groups by their REP-PCR fingerprints. ERIC- and REP-PCR were found
to be more discriminatory for typing of S. Gallinarum and S. Pullorum than PCR-amplification of 168-238
rDNA spacer region. With this method, 2 and 3 different profiles of DNA were obtained, respectively, for S.
Gallinarum and S. Pullorum isolates. They were subdivided in 2 related groups by dendrogram analysis. In
summary, data obtained by genotyping methods for Salmonella Gallinarum and Salmonella Pullorum isolates
from regions located in south-west part of Poland revealed close phylogenetic relationships  between strains

belonging to S. Gallinarum and S. Pullorum biovars, and proved that ERIC- and REP-PCR are highly dis-
criminatory techniques useful for epidemiological evalution. " :
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Pateczki Salmonella Gallinarum-Pullorum sa drob-
noustrojami wysoce specyficznymi dla drobiu grze-
biacego, w szczegdlnosei dla kur i kurczat, u ktorych
wywoluja tyfus i puloroze (9). Na terenie Polski udziatl
tego serowaru w zakazeniach pateczkami Sa/monella
byt do niedawna niewielki i ograniczat si¢ tylko do
sporadycznych przypadkow (8, 12). Dopiero ostatnie
2 lata przyniosty znaczacy wzrost zakazen kur niosek
stad towarowych tymi drobnoustrojami. Oceng aktu-
alnej sytuacji epizootycznej w zakresie wystgpowania
tyfusu w stadach towarowych kur niesnych utrzymy-
wanych w klatkach na terenie Polski potudniowo-za-
chodniej oraz charakterystyke fenotypowa wyizolowa-
nych szczepow S. Gallinarum i S. Pullorum przepro-
wadzili ostatnio Wieliczko i wsp. (11).

Metody fenotypowe, generalnie charakteryzujg sig
stosunkowo niska rozdzielczoScia, stad nie sg one naj-
bardziej uzyteczne w badaniach, ktorych celem jest
analiza réznorodnosci czy okreslenie stopnia podobien-
stwa pomigdzy szczepami nalezacymi do tego same-
go gatunku bakterii. Te informacje sa natomiast bar-
dzo wazne z punktu widzenia badan o charakterze epi-

demiologicznym. Dlatego metody fenotypowe sg co-
raz czesciej zastgpowane metodami genotypowymi,
gdzie przedmiotem analizy jest bakteryjny DNA. Z
tym, ze w przypadku S. Gallinarum-Pullorumbrak jest
w zasadzie prac tego typu. Z nielicznych danych wy-
nika, ze w badaniach z uzyciem elektroforezy pulsa-
cyjnej, nie udato sie wykazac réznic wsrdd szczepow
S. Pullorum (6), natomiast istnienie polimorfizmu ge-
netycznego obserwowano pomigdzy szczepami izolo-
wanymi od kurczat wykorzystujac metode RAPD i
analize genow rybosomalnego RNA (2, 3). Zréznico-
wanie genetyczne obserwowano takze u szczepow S.
Gallinarum analizujac geny rRNA (2).

Niniejsze badania zostaty podj¢te celem okreslenia
polimforfizmu genetycznego oraz ewentualnych po-
dobienistw klonalnych scharakteryzowanych uprzed-
nio metodami fenotypowymi szczepdw S. Gallinarum
i S Pullorum izolowanych od kur niesnych ze stad
towarowych pochodzacych z potudniowo-zachodniej
Polski. W badaniach tych wykorzystano metody ge-
notypowe takie jak REP-PCR, ERIC-PCR i analizg
rejonu miedzygenowego 16S-23S rRNA przy pomo-
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cy PCR (4, 5, 7). W metodzie REP-PCR uzyto starte-
réw komplementarnych do powtdérzonych sekwencji
DNA o nazwie powtarzajace si¢ pozagenowe palin-
dromiczne sekwencje, tzw. sekwencje REP (Repetiti-
ve Extragenic Polindrome sequences). Sq one utwo-
rzone z odwroconych sekwencji powtorzonych (inver-
ted repeats) o dlugosci 35-40 nukleotyddw, ktore wy-
stepuja pomiedzy genami w policistronowych opero-
nach albo w nie podlegajacych translacji odcinkach
polozonych przy koncach 3" jednostek transkrypcyj-
nych (10, 13). Natomiast w metodzie ERIC-PCR star-
tery sa komplementarne do powtdrzonych sekwencji
DNA noszacych nazwe¢ powtarzajace si¢ micdzyge-
nowe konsensowe sckwencje enterobakterii (sekwen-
cje ERIC — Enterobacterial Repetitive Intergenic Con-
sensus sequences) (10, 13). Sekwencje ERIC, o diu-
gosci 124-127 nukleotyddéw réwniez wystepuja pomig-
dzy genami w policistronowych operonach, albo w nie
podlegajacych translacji odcinkach genomu poprze-
dzajacych lub nastepujacych po otwartych ramkach
odczytu. Analizujac polimorfizm rejonu miedzygeno-
wego 16S-23S rRNA wykorzystuje si¢ jego wysoka
zmienno$¢ pod wzgledem dhugosci 1 sktadu nukleoty-
dow jak rowniez liczby kopii (4). W metodzie tej stosu-
je sie startery komplementarne do wysoce konserwa-
tywnych fragmentéw seckwencji gendéw rybosomalne-
go RNA —konica 3" genu 16S i konca 5" genu 23S rRNA.

Materiatl i metody

Szczepy. Szczepy Salmonella Gallinarum 1 Salmonella
Pullorum izolowane od kur niosek pochodzacych ze stad
towarowych byly uprzednio poddane typizacji serologicz-
nej, badaniu wiasciwosci biochemicznych oraz wrazliwo-
$cina chemioterapeutyki (11). Izolaty wykorzystane w ana-
lizie genotypowej przedstawia tab. 1.

Analiza genotypowa

Izolacja DNA. Pojedyncze kolonie bakteryjne rosngce
na agarze odzywczym zawieszano w 0,9% NaCl. Catkowi-
te DNA izolowano zgodnie z metoda podang przez Rade-
makera i wsp. (7). Komorki bakteryjne traktowano mie-
szaning: 5 M tiocyjanian guanidyny, 0,03 M N-laurylosar-
kozyna, 0,1 M EDTA, przez 5 min. w temperaturze 4°C.
Po wirowaniu prob przez S minut przy 12 000 x g, osad
zawierajacy DNA przemywano za pomoca 7,5 M octanu
amonu, a nastepnie alkoholu izopropylowego. Stezenie
DNA okreslano poréwnujgc intensywnos¢ $wiecenia praz-
kow DNA w badanej probie z intensywnoscia Swiecenia
prazkow reprezentujgcych standard DNA o znanym steze-
niu (100 bp Ladder-Sigma-Aldrich, USA) po ich elektro-
forezie w zelu agarozowym w obecnosci bromku etydyny,
w Swietle UV.

Reakeja PCR. Sckwencje starterow uzytych w reakeji
PCR do amplifikacji sekwencji DNA typu REP, ERIC oraz
rejonu miedzygenowego 16S-23S rRNA przedstawia tabe-
la 2. Mieszanina do reakcji PCR obejmowata: 10 mM bu-
for Tris-HCI pH 8.8, z dodatkiem 1,5 mM MgCL, 10 mM
KCl oraz 0,1% Triton X-100, 50 ng matrycowego DNA,
0,1 mM kazdego ze starteréw (Bionovo, Polska), 1,25 mM
kazdego z doeksynukleotydéw (dATP, dTTP, dGTP i dCTP,
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Tab. 1. Szczepy S. Gallinarum i 8. Pullorum uzyte w bada-
niach genotypowych (n = 16)

Szczep Serowar/Biowar
1 S. Pullorum
2 S. Gallinarum
A S. Gallinarum
B S. Pullorum
C S. Gallinarum
C, S. Gallinarum
D S. Gallinarum
E, S. Pullorum
E, S. Pullorum
F S. Pullorum
G S. Gallinarum
G, S. Gallinarum
H S. Gallinarum
H, S. Gallinarum
I S. Pullorum
K S. Gallinarum

Tab. 2. Sekwencje starterow uzytych w badaniach genotypo-

wych
s'::;:’; Sekwencja nukieotyddw
REP-IRDT* 5 - IlINCG NCG NCA TCN GGC - 3’
REP2-DT* 5 - NCG NCT TAT CNG GCC TAC -3’
ERIC-IR* 5 - ATG TAA GCT CCT GGG GATTCAC - 3
ERIC-2* 5 - AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G - &
G1+* 5 - GAA GTC GTA ACA AGG - 3
| L1*¥ 5 - CAA GGC ATC CAC CGT - 3

Objasnienia: *sekwencje wg Versalovic i wsp. (10), **sekwencje
wg Jensen 1 wsp. (5)

Pharmacia, Szwecja) oraz | U polimerazy Taq (Finnzymes,
Finlandia); catkowita objetos¢ proby — 25 pl. Lancuchowa
reakcje polimerazy prowadzono w termocyklerze firmy
Biometra (Niemcy) wedtug nastgpujacego schematu: (i) dla
starterow stosowanych do amplifikacji sekwencji typu REP
1 ERIC pierwszy cykl obejmowat denaturacj¢ matrycowe-
go DNA przez 5 minut w temperaturze 95°C, dodanie poli-
merazy DNA przy temperaturze 94°C, przytaczenie starte-
réw w temperaturze 50°C przez okres 1 min. oraz wydtu-
zanie przylaczonych starterow przez 8 min. w temperatu-
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rze 65°C; w trakcie kolejnych 34 cykli denaturacja matry-
cowego DNA trwala 1 minute w temperaturze 94°C, nato-
miast przylaczenie starterow — 1 minut¢ w temperaturze
50°C oraz ich wydhizanie — 8 minut w temperaturze 65°C;
(ii) dla starteréw wykorzystywanych do amplifikacji rejo-
nu miedzygenowego 16S-23S rRNA reakcj¢ PCR prowa-
dzono w bardzo podobny sposob, za wyjatkiem skrocenia
czasu wydhuzania sekwencji starterowych do 5 minut.

Rozdzial i analiza produktéw PCR. Produkty reakeji
PCR rozdzielano w 2% zelu agarozowym o dhugosci 19
cm, przy napieciu 25V przez 16 godzin. Nanoszono probki
0 objetosci 8-10 ul. Zel wybarwiony bromkiem etydyny
fotografowano w §wietle ultrafioletowym aparatem do do-
kumentacji firmy Viller-Lormant (Francja). Kazdy z eks-
perymentéw powtarzano przynajmniej 3 razy. Obrazy roz-
dzielonych produktéw reakeji PCR analizowano stosujac
program CrossChecker (Department of Plant Breeding
Wageningen University and Research Centre) 1 BioEdit
(Tom Hall Department of Microbiology North Carolina
State University) przy uzyciu metody par skojarzonych
(UPGMA) i wspdlczynnika podobienstwa wg Jaccarda, co
wykorzystano nastepnie do konstrukeji drzew podobienstw.

Wyniki i omdwienie

Przeprowadzona ostatnio analiza szczepow S. Gal-
linarumi S. Pollorum izolowanych od kur niosek stad
towarowych pochodzacych z terenéw potudniowo-za-
chodniej Polski wykazala, ze sa one mato zrdznico-
wane pod wzgledem profili biochemicznych (11). I tak,
wszystkich 10 izolatéw S. Gallinarumnalezato do tego
samego biotypu, natomiast wérdd 6 izolatow S. Pullo-
rum wyrézniono tylko dwa profile biochemiczne.
Znacznie wieksze zréznicowanie wéréd badanych
szczepdw obserwowano, jezeli chodzi o ich wrazli-
wos¢ na chemioterapeutyki. Az 5 roznych profili opor-
nosci obserwowano dla 6 szczepdw S. Pullorumi 8 —
dla 10 izolatéw S. Gallinarum.

Obie metody fenotypowe, zastosowane we wcze-
$niejszych badaniach, pozostawiaja bez odpowiedzi
pytanie, co do zréznicowania szczepow S. Gallinarum-
Pullorumna poziomie genomu bakteryjnego jak row-
niez nie pozwalaja na ustalenie ewentualnych podo-
bienistw pomiedzy badanymi izolatami. Stad analiz¢
szczepow izolowanych od kur niesnych poszerzono o
metody genotypowe: REP-PCR, ERIC-PCR oraz ana-
lize rejonu migdzygenowego 16S-23S rRNA przy po-
mocy PCR.

W wyniku amplifikacji genomowego DNA pocho-
dzacego z 6 izolatow S. Pullorum i 10 izolatow S.
Gallinarumprzy pomocy starteréw komplementarnych
do powtérzonych sekwencji typu ERIC otrzymano,
odpowiednio, 3 i 4 réznych profili zamplifikowanych
fragmentéw DNA (ryc. 1A). Liczba prazkéw DNA
uzyskanych dla jednego izolatu wahata si¢ od 15-20,
natomiast ich wielko$é wynosita od 1050 pz do okoto
100 pz. We wszystkich 16 analizowanych prébach
wystepowaly fragmenty DNA o dhugosciach odpowia-
dajacych 820 pz, 600 pz, 400 pz i 300 pz. Analiza ob-
razéw elektroforetycznych produktéw PCR metoda par
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Ryc. 1A. Obraz produktéw reakeji PCR otrzymanych z DNA
S. Gallinarum i S. Pullorum ze starterami komplementarny-
mi do powtérzonych sekwencji typu ERIC po ich rozdziale w
2% zelu agarozowym. M — standard DNA, pasma E, — 2 repre-
zentuja produkty amplifikacji DNA poszczegolnych izolatéw S.
Gallinarum i S. Pullorum; 1B. Drzewo podobienstw utworzone
w oparciu o obrazy rozdziatéw produktow reakcji PCR. W kon-
strukcji drzewa podobiefistw postuzono si¢ metoda UPGMA z
wykorzystaniem wspotezynnika Jaccarda. Diugosé odcinka opi-
sanego jako ,,wspotczynnik podobienstwa” odpowiada 10% po-
dobienstwa pomiedzy poszczegoinymi izolatami.

skojarzonych (UPGMA) i przy pomocy wspdlczynni-
ka Jaccarda pozwolita na wyrdznienie wsrdd 6 bada-
nych szczepow S. Pullorumi 10 szczepdw S. Gallina-
rum trzech grup genotypowych oznaczonych jako A,
B i C (ryc. 1B). Wyjatek stanowit izolat H, ktory nie
mogt by¢é zakwalifikowany do zadnej z wyrdznionych
grup (wyliczony wspotczynnik podobictistwa —72%).

Dla starteréw komplementarnych do powtérzonych
sekwencji typu REP oraz rejonu migdzygenowego
16S-23S rRNA, generalnie liczba zamplifikowanych
fragmentéow DNA byla znacznie nizsza w porowna-
niu z obrazami otrzymanymi ze starterami dla sekwen-
cji typu ERIC. Stosujac startery dla sekwencji typu
REP wérod badanych szczepow S. Pullorum wyroz-
niono 4 rézne profile zamplifikowanych fragmentéw
DNA, ktére ze wzgledu na wspotczynniki podobien-
stwa daja sie potaczy¢ w dwie grupy genotypowe ozna-
czone jako A i B (ryc. 2AB). Natomiast dla szczepow
S. Gallinarum otrzymano tych profili az osiem (ryc.
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2AB). Daly one réwniez tylko dwie grupy genotypo-
we. We wszystkich analizowanych préobach stwierdzo-
no obecno$¢ maksymalnie 7 prazkéw DNA o wielko-
$ciach od 1100 pz do okoto 50 pz. Wspdlne prazki dla
wszystkich izolatow miaty dtugos¢ 900 pz, 200 pz 1
okoto 50 pz.

W przypadku starteréw komplementarnych do kon-
ca 3’genu 16S i konca 5" genu 23S rRNA, wyr6ézniono
dla izolatéw S. Pullorumtrzy r6zne profile zamplifiko-
wanych fragmentow, ktore mozna byto potaczy¢ w dwie
grupy genotypowe (ryc. 3AB), natomiast tylko dwa pro-
file prazkéw udato si¢ wyrézni¢ w przypadku szcze-
pow 8. Gallinarum. Maksymalna liczba prazkéw w jed-
nej probie, o wielkosciach od 900 pz do okolo 50 pz,
wynosita od 3-5 dla S. Pullorum i 3-4 dla S. Gallina-
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Ryc. 2A. Obraz produktéw reakeji PCR otrzymanych z DNA
S. Gallinarum i S. Pullorum ze starterami komplementarny-
mi do powtérzonych sekwencji typu REP po ich rozdziale w
2% zelu agarozowym. M — standard DNA, pasma E, — 2 repre-
zentuja produkty amplifikacji DNA poszczegolnych izolatow .S.
Gallinarum i S. Pullorum. 1B. Drzewo podobienstw utworzone
w oparciu o obrazy rozdzialow reakeji PCR. W konstrukcji drze-
wa podobienstw postuzono si¢ metoda UPGMA z wykorzysta-
niem wspolczynnika Jaccarda. Dtugosé¢ odcinka opisanego jako
,,wspdtczynnik podobienstwa” odpowiada 10% podobienstwa po-
miedzy poszezegdlnymi izolatami.
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Ryc. 3A. Obraz produktéw reakeji PCR otrzymanych z DNA
S. Gallinarum i S. Pullorum ze starterami komplementarny-
mi do konca 3’ genu 16S i konca 5° genu 23S rRNA po ich
rozdziale w 2% zelu agarozowym. M — standard DNA, pasma
E, -2 reprezentuja produkty amplifikacji DNA poszczegolnych
izolatéw S. Gallinarumi S. Pullorum. 1B. Drzewo podobienstw
utworzone w oparciu o obrazy rozdzialow reakcji PCR. W kon-
strukeji drzewa podobienstw postuzono si¢ metoda UPGMA z
wykorzystaniem wspotczynnika Jaccarda. Dhugos¢ odcinka opi-
sanego jako ,,wspotczynnik podobienstwa” odpowiada 10% po-
dobiefistwa pomiedzy poszczegdlnymi izolatami.

rum. We wszystkich badanych probkach S. Pullorum
wystgpowal prazek DNA o wielkos$ci okolo 350 pz,
natomiast w probkach S. Gallinarum — prazki o du-
gosciach 6501350 pz.

Rozpatrujac izolaty S. Gallinarumi S. Pullorumlacz-
nie jako S. Gallinarum-Pullorum metodg REP-PCR
uzyskano 10 réznych profili zamplifikowanych frag-
mentéw DNA, natomiast metodag ERIC-PCR — 6 r6z-
nych profili DNA. Wynika to z faktu, ze czgs¢ szcze-
pow S. Pullorum charakteryzuje si¢ identycznymi pro-
filami prazkéw DNA co badane szczepy S. Gallina-
rum.

Nalezy zaznaczy¢, ze wyliczona powtarzalnosc pe-
miedzy analogicznymi eksperymentami wyrazona jako
wspdtczynnik powtarzalno$ci wyniosta 93,5%.



Podsumowujac, analiza podobienstw wykazata bar-
dzo wysokie podobienistwo genetyczne pomigdzy
szczepami S. Gallnarumi S. Pullorum, na co wskazu-
je fakt identycznoscei profili prazkow DNA uzyskiwa-
nych metodami ERIC- i REP-PCR, oraz fakt przyna-
leznosci czesei z nich do tych samych grup genotypo-
wych. Nalezy tu podkreslic, ze za pomoca powyzszych
metod udalo sie¢ jednoznacznie odroézni¢ szczepy S.
Gallinarum-Pullorum od innych serowaréw Salmonel-
la, takich jak S. Enteritidis czy S. Typhimurium (1).
Wyniki niniejszych badan réznia si¢ od otrzymanych
przez Christensen i wsp. (2), ktorzy byli w stanie roz-
roznié szezepy S. Gallinarumi S. Puloorum, taczac je
w dwie rozne grupy genotypowe. Nalezy jednak za-
znaczyé, ze autorzy ci postugiwali si¢ r6zng metody-
ka — analizg genow rybosomalnego RNA oraz innymi
metodami analizy statystyczne;.

Sposrdd trzech zastosowanych w niniejszych bada-
niach metod genotypowych, zarowno ERIC-PCR jak
i REP-PCR wykazujg wysokie zdolno$ci roznicujace,
mniej przydatna do typowania szczepow S. Gallina-
rum-Pullorum okazata si¢ metoda oparta na analizie
rejonu miedzygenowego 16S-23S rRNA.
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Intensywna terapia psow i kotéw (Veterinary emer-
gency medicine secrets). Wayne E. Wingfield, DVM,
MS (redaktor naukowy oryginalu), Wydawnictwo
SGGW, Warszawa, 1999, wyd. 1, str. 664, cena 60 zt +
koszta wysylki. ISBN 83-7244-155-3.

Jest to thumaczenie ksiazki wydanej w 1997 r. w Filadel-
fii, opracowanej przez 56 wspélautorow, glownie pracow-
nikow naukowych klinik weterynaryjnych z USA i Kana-
dy. Redaktorem naukowym wydania polskiego jest prof.
dr hab. Antoni Schollenberger. Tres¢ ksigzki oddaja tytuly
rozdziatow:

|. Zagrazajace zyciu nagle przypadki, 2. Uraz, 3. Po-
wszechnie wystepujace dolegliwoéci, 4. Nagte przypadki
okulistyczne, 5. Nagle przypadki zaburzen oddychania,
6. Nagle przypadki zaburzen krazenia, 7. Nagle przypadki
onkologiczne i hematologiczne, 8. Nagte przypadki neuro-
logiczne, 9. Nagle przypadki zaburzen metabolicznych, 10.

Ostre stany ukladu pokarmowego, 11. Ostre stany uktadu
rozrodczego. 12. Ostre stany uktadu moczowego, 13. Tok-
sykologia, 14. Zabiegi wykonywane w nagtych przypad-
kach. Dodatek: Leki stosowane w nagtych przypadkach.
Jest to interesujaca, dobrze przettumaczona i bogata w
swojej tresci ksigzka, w ktorej zastosowano inny niz w
podrecznikach akademickich system narracyjny. Zasadni-
cze metody postgpowania i leczenia naghych przypadkow
oraz stanow zagrozenia zycia psow i kotow przedstawiono
w formie pytan i syntetycznych, a jednoczesnie wyczerpu-
jacych odpowiedzi. Cennym uzupetnieniem tresci s ryci-
ny oraz tabele zawierajace schematy postgpowania oraz
sposoby aplikacji i dawkowanie lekow. Ksiazke mozna
poleca¢ wszystkim lekarzom weterynarii zajmujacym Si¢
leczeniem matych zwierzat. Mozna ja zamawia¢ w Wydaw-
nictwie SGGW, ul. Nowoursynowska 166, 02-787 Warsza-
wa. tel/fax (0-22) 847-28-92.
Stanistaw Woloszyn

ppppddddhiddttthdddddddddddddddddbddddpd



