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Summary

Serotyping is a traditional method of Salmonella typing that makes it possible to classify these bacteria
by the White-Kauffmann-Le Minor scheme (formerly known as Kauffmann-White scheme) on the basis of
variation in the Salmonella somatic (O) and flagellar (H) antigens. It is still the primary method by which
Salmonella are identified immediately after the initial isolation of these microorganisms. It is a convenient
way to categorize isolates, but surface antigens alone cannot provide information about overall genetic
relatedness of strains. It is also, in most cases, not sufficient to simply carry out a successful serotyping in
order to gain insights into the epidemiology and source of infection. Phage typing, based on the susceptibility
to a panel of standard bacteriophages, is a historically important epidemiological tool for the categorization
of Salmonella, but like serotyping, it does not reflect the overall bacterial genotype. Therefore, numerous
typing methods have been developed to further analyse the origin of Salmonella isolates. They may broadly be
considered as phenotypic, genotypic and DNA sequence-based. Different techniques are useful in different
circumstances, depending on the reason for the investigations. In laboratory practice a combination of these
methods is often used. They are used in outbreak investigations or for tracking epidemiology and resistance.
Although serotyping and phage typing are very important stages of the routine Salmonella investigation pro-
cedure, they are often combined with other techniques. Those that are most commonly used for Salmonella
typing are discussed in detail in this paper. Brief description as well as advantages and disadvantages of these
common typing methods are given.
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Diagnostyka mikrobiologiczna jest podstawowym
narzedziem umozliwiajacym wykrycie 1 identyfikacjg
czynnika etiologicznego zakazenia oraz dokonanie
wyboru wtasciwego leczenia. Do podstawowych me-
tod diagnostyki bakteriologicznej naleza: hodowla
1 izolacja drobnoustrojow, okreslanie profili bioche-
micznych, oznaczenie lekoopornosci oraz badania se-
rologiczne (4). Klasyczne metody diagnostyczne nie
utracﬂy do dzisiaj SWO]C_] domlnujqcej roli, pomlmo
rozwoju innych metod i pomimo $cisle zw1qzanej
z nimi konieczno$ci utrzymywania bakterii przy zyciu.
W rutynowej diagnostyce pateczek Salmonella zasto-
sowanie maja przede wszystkim metody konwencjo-
nalne, bakteriologiczne, zmierzajace do izolacji i iden-
tyfikacji bakterii w metodach hodowlanych (23, 43).

W codziennej praktyce laboratoryjnej nieznane
szczepy, izolowane z probek materiatow klinicznych,
produktow spozywczych, od zwierzat, z materiatow

odzwierzecych, z pasz 1 innych, identyfikowane sa
wstepnie do rodzaju Salmonella na podstawie ich
wlasciwosci biochemicznych 1 w dalszej kolejnosci —
na podstawie reakcji serologicznych z antygenami so-
matycznymi (O) 1 rzgskowymi (H). Typowanie sero-

logiczne (serotypowanie) jest waznym etapem postg-
powania diagnostycznego.

O roznicach w wykrywalnosci pateczek Salmonella
decyduje wiele parametrow: rodzaj 1 wielko$¢ bada-
nej probki, zrodto jej pochodzenia, rodzaj 1 sktad
zastosowanych pozywek, czas i temperatura namna-
zania selektywnego czy liczba kolonii pobranych do
badania. A zatem zastosowanie odpowiednio dobra-
nej procedury oraz wybor wlasciwej metody 1 odpo-
wiednich pozywek decyduje o skutecznosci wykrywa-
nia bakterii Salmonella (43). Stosowane sa: ptynne
pozywki nieselektywne, ptynne i potpltynne pozywki
wybidrczo-namnazajace, stale pozywki wybidrczo-
-r6znicujace oraz pozywki (tzw. szeregi biochemicz-
ne) pozwalajace na okreslenie cech biochemicznych
izolowanych drobnoustrojow, czyli zdolnosci do me-
tabolizowania r6znych substancji lub wytwarzania
okreslonych enzymoéw (8).

Z kazdej pozywki wybidrczo-roznicujace] izoluje sig
co najmniej po dwie kolonie, uwzgledniajac kolonie
podejrzane 1 watpliwe. Wybrane kolonie poddaje si¢
badaniom za pomoca testow biochemicznych. Wtas-
ciwe odczytanie cech biochemicznych jest mozliwe
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tylko w przypadku czystych hodowli bakteryjnych.
Kazdy izolat, podejrzany o przynalezno$¢ do rodzaju
Salmonella na podstawie prezentowanych wlasciwos-
ci biochemicznych, potwierdza si¢ serologicznie me-
toda aglutynacji szkietkowej. Rozpoznanie serologicz-
ne wyosobnionego izolatu polega na okresleniu jego
struktury antygenowe;j. Identyfikacja wszystkich wa-
riantow serologicznych pateczek z rodzaju Salmonel-
la odbywa si¢ przy pomocy surowic diagnostycznych.
W celu oznaczenia grupy serologicznej mozna row-
niez postuzy¢ sig testem lateksowym. Umozliwia on
wykrycie i identyfikacje¢ grupowych antygenow pate-
czek Salmonella w pierwotnych hodowlach bakteryj-
nych (uzyskanych w wyniku namnazania w ptynnej
pozywce seleninowo-fosforanowej) juz w ciagu jed-
nej doby od przyjecia materialu diagnostycznego do
badania. Postgpowanie stuzace peitnej identyfikacji
serowarow z uzyciem zestawOw surowic zawieraja-
cych przeciwciata dla okre§lonych antygendéw soma-
tycznych 1 rzgskowych wyznacza schemat White’a-
-Kauffmanna-Le Minora (18), znany dawniej jako
schemat Kauffmanna-White’a. R6znicowanie to obej-
muje aglutynacj¢ z surowicami grupowo-swoistymi,
a nastgpnie w obrgbie grupy z surowicami typowo-
-swoistymi. Efektem koncowym badania jest uzyska-
nie przy pomocy surowic diagnostycznych okreslone-
go typu serologicznego pateczek z rodzaju Salmonel-
la (ryc. 1).

Czasami oznaczenie doktadnej budowy antygeno-
wej pateczek Salmonella jest niewystarczajace do ich
ostatecznego zidentyfikowania 1 zachodzi potrzeba
dodatkowego réznicowania biochemicznego. Na przy-
ktad w grupie O:7 sytuacja taka dotyczy szczepow
S. Paratyphi C (Vi-ujemnych), S. Choleraesuis i S. Ty-
phisuis. Dodatkowe réznicowanie biochemiczne wy-
magane jest rowniez w przypadku koniecznosci okres-
lenia przynalezno$ci do gatunku lub podgatunku ba-
danych pateczek Salmonella, w sytuacji gdy okresle-
nie pelnego wzoru antygenowego (ktory jest taki sam
np. dla 2 lub 3 serowaréw w obre¢bie danej grupy sero-
logicznej) nie definiuje jednoznacznie ich statusu tak-
sonomicznego.

Przedstawiony cykl postgpowania diagnostycznego
stanowi optymalna metodg pozwalajaca na szybkie
uzyskiwanie wynikéw w przypadku tego typu badan.
Zaprezentowana metodyka — ze wzgledu na odpowied-
ni dobor pozywek do namnazania i izolacji —uwzgled-
nia na kazdym etapie badan mozliwo$¢ wyhodowania
bakterii Salmonella z badanej probki. Stwarza row-
niez mozliwos¢ okreslenia pewnych cech majacych
istotne znaczenie przy rozpoznawaniu tych drobno-
ustrojow. Czgs¢ etapdw diagnostyki bakteriologiczne;j,
oczywiscie poza koniecznoscia uzyskania czystej ho-
dowli, mozna zautomatyzowac. Obecnie coraz wigcej
laboratoriow wprowadza automatyczne metody diag-
nostyczne (34).

Zaréwno bezposrednia identyfikacjg bakterii Sa/mo-
nella obecnych w badanym materiale, jak i posrednia
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ich identyfikacje, prowadzona w oparciu o czysta ho-
dowle, a takze wykazywanie charakterystycznych ty-
poéw opornosci na leki (R-type) mozna prowadzi¢ row-
niez metodami molekularnymi (1, 4, 35, 37). Wybor
metody molekularnej nalezy dostosowac do problemu,
ktéry zamierza si¢ rozwigza¢: wykrywanie, identyfi-
kacja, ré6znicowanie czy badania taksonomiczne (6,
20,26,31-33, 39, 42). Istotne sa rowniez aspekty tech-
niczne, tj.: stopien trudno$ci wykonania, zaplecze ba-
dawcze, tatwos¢ interpretacji wynikoéw, czas wyma-
gany do analizy, calkowite koszty stosowanej metody
oraz koszty pojedynczej proby. Wybrana metoda po-
winna by¢ wystarczajaco czuta, powtarzalna i powin-
na p0s1adac duzy potencjat I‘OZIIICU] acy. Porownanie
najczesciej stosowanych metod roznicowania drobno-
ustrojow z uwzglednieniem powyzszych parametrow
opisano w opracowaniu Krawczyk (26). Na przyktad,
dzigki czulosci 1 selektywno$ci metod wykorzystuja-
cych technikg fancuchowej reakcji polimerazy (PCR),
mozliwe jest bezposrednie wykazanie obecno$ci pa-
teczek Salmonella w materiale pobranym od pacjenta
poprzez wykrycie specyficznej dla tego drobnoustro-
ju sekwencji DNA (2, 24, 29). Przy zastosowaniu
metod molekularnych mozliwa jest rowniez identyfi-
kacja serowarow Salmonella. Mozna dokonaé rozpo-
znania az ponad stu réoznych serowaréw z wykorzy-
staniem techniki hybrydyzacji na mikromacierzach
w odmianie ArrayTube, w ktorej cata reakcja hybrydy-
zacji zachodzi w odpowiednio przygotowanej probow-
ce Eppendorfa (45, 46). Metoda ta pozwala réwniez
na petna identyfikacj¢ serowar6w nawet w przypadku
»defektywnych” szczepow Salmonella (30), ktérych
nie mozna okresli¢ w tradycyjny sposob, czyli szcze-
pow szorstkich, nieurzgsionych czy szczepow dwu-
fazowych, ktore utracity zdolnos¢ wytwarzania jednej
z faz antygenu rzgskowego. Technika mikromacierzy
umozliwia takze wykrywanie obecnos$ci genow wa-
runkujacych lekoopornos¢ pateczek Gram-ujemnych,
w tym bakterii Salmonella (7).

W diagnostyce zakazen paleczkami z rodzaju Sal-
monella zastosowanie praktyczne ma rowniez okres-
lanie poziomu przeciwciat we krwi czy w zottkach
jaj kurzych (5, 12, 22, 47). Niekiedy badanie takie sta-
nowi jedynie dostepna metodg diagnostyczna (9). Tech-
niki immunologiczne obejmuja obszerna grupg metod,
dostepnych réwniez w postaci réznych testow szyb-
kiego wykrywania bakterii Sa/monella, bazujacych na
immunodyfuzji, immunoaglutynacji, immunoprecypi-
tacji i technikach immunoenzymatycznych. W przy-
padku niektorych zakazen Salmonella obecno$¢ swo-
istych przeciwciat dla antygendow czynnika etiologicz-
nego moze by¢ wykazana rownolegle z izolacja bak-
terii w metodach hodowlanych.

W typowaniu prowadzonym na uzytek dochodzen
epldemlologlcznych wykorzystywane jest znaczne
zréznicowanie (zaréwno fenotypowe, jak i genotypo-
we) istniejace w obrebie populacji drobnoustrojow
poszczegolnych gatunkow (15, 21, 28, 38, 40), w tym
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Badany izolat
(24-h hodowla na agarze odzywczym)

l

aglutynacja z 0,85% NaCl (lub z 3% NaCl)
(wykluczenie izolatéw zdolnych do autoaglutynaciji)

— T

izolat w formle szorstk|ej JR”
(zdolny do aglutynacji —
nie nadaje sie do dalszego badania;
proba ,wygtadzenia” izolatu) l

izolat w formle gtadkiej ,S”
(do dalszego badania)

aglutynacja z surowicg HM

—

) ()
gdy prawidtowy biochemizm —
sprawdzi¢ ponownie z pozywki Garda
(izolat do dalszego badania)

okreslanie antygenéw somatycznych [i antygenu Vi]
(aglutynacja z surowicami grupowymi AO, BO, CO,
DO i EO oraz w zaleznosci od potrzeby, z surowicami
anty-O: 4; 6,7; 7; 8; 20; 9; 46; 10; 15; 19 i surowicg Vi)
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aglutynacja z pozostatymi
surowicami anty-O

=)
ujawnienie antygenéw rzeskowych
(,urzesianie” izolatu — hodowla
na pozywce Edwards Motility Medium
(EMM); hodowla w U-rurce)
przesia¢ na pozywke Garda
37°C/24 h

ponowne okreslanie antygenow rzeskowych
1i 2 fazy (aglutynacja z surowicami anty-H)

-)
izolat
nieurzesiony

/ l

—

(ewentualne dodatkowe réznicowanie biochemiczne)

\

ostateczne rozpoznanie serowaru
(ewentualne dodatkowe réznicowanie biochemiczne)

(+)

()
przesia¢ na pozywke Garda
37°C/24 h

okreslanie antygenéw rzeskowych 1 i 2 fazy
(aglutynacja z surowicami anty-H)

(+)

ostateczne rozpoznanie serowaru

Ryc. 1. Schemat typowania serologicznego izolatéw bakteryjnych podejrzanych o przynalezno$é do rodzaju Salmonella

réwniez Salmonella enterica czy Salmonella bongori.
Typowanie oparte na poszukiwaniu markerow, ktore
pojawiaja si¢ fenotypowo (phenotypic typing), polega
zwykle na: ocenie wzrostu bakterii na pozywkach mi-
krobiologicznych, analizie morfologii komorek i ko-
lonii bakteryjnych (mikro- i makromorfologia), okres-
laniu profili biochemicznych, analizie lekoopornosci,

typowaniu bakteriofagowym, typowaniu bakteriocy-
nowym, serotypowaniu, elektroforetycznej ocenie
profili biatkowych (czgsto uzupetnianych réwniez
techmkq 1mmunoblot1ngu) czy elektroforetycznej
analizie izoenzymow, polegajqcej na poréwnywaniu
aktywnosci natywnych enzymow. Wiele metod feno-
typowych charakteryzuje si¢ duza czutoscia i1 specy-
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ficznoscia w zakresie uzyskiwanych wynikow, co czyni
je cennym narzedziem w reku m1krob1ologa 1 epide-
miologa. Chociaz metody te speiniaja swoje zadanie,

to jednak wigkszo$¢ z nich obarczona jest cecha nie-
pelnej stabilnosci klonalnej ekspresji markerow. Wada
czgsci metod fenotypowych jest wplyw zmieniajace-
go si¢ w czasie stanu fizjologicznego badanych ko-
morek na uzyskiwane wyniki oraz ograniczenie moz-
liwosci ich stosowania tylko do niektérych grup tak-
sonomicznych. Stad czgsto konieczne jest tworzenie
odrebnego 1 wyspecjalizowanego warsztatu na potrze-
by analizy izolatow okreslonego taksonu. Najlepiej
oceniane sa metody immunologiczne i elektroforetycz-
na analiza izoenzymow.

Metody molekularne wykorzystujace genetyczna
analiz¢ kwasoéw nukleinowych (genotypic typing)
siggaja po wiele technik (17), z ktorych powszechne
zastosowanie znalazta zaréwno analiza chromosomo-
wego, jak 1 plazmidowego DNA. W wigkszosci stoso-
wanych metod porownuje si¢ otrzymane (w wyniku
zastosowanych procedur i rozdziatu elektroforetycz-
nego) wzory prazkow fragmentow badanego DNA, sta-
nowiace swoistego rodzaju odciski genetyczne, ktore
poprzez analogi¢ do wyjatkowosci charakteryzujqcej
odcisk ludzkiego palca nazywa si¢ ,,fingerprints”.
Ogromne mozliwosci, jakie daje biologia molekular-
na, sprawﬂy ze technlkl te szybko sig¢ rozwijaja i ulep-
szaja. Zostaty uproszczone i upowszechnione techni-
ki izolacji 1 powielania DNA oraz ustalania jego sek-
wencji w stopniu, ktory pozwala na ich rutynowe wy-
korzystywanie w laboratoriach mikrobiologicznych.
Obecnie za najlepsze dla potrzeb epidemiologii uwa-
za sig: technik¢ PFGE — elektroforeze w zmiennym
polu elektrycznym (pulsed field gel electrophoresis),
rybotypowanie oraz sekwencjonowanie fragmentow
DNA (sequence-based typing). Do celow dochodzen
epidemiologicznych stosowana jest rowniez metoda
z uzyciem mikromacierzy DNA (DNA microarrays),
pozwalajaca na jednoczesna ekspresje wielu tysigcy
gendw (3, 16, 36, 45, 46). Sondy przydatne w tej dzie-
dzinie znajduja juz zastosowanie w badaniach we-
whatrzgatunkowego polimorfizmu gendéw u niektorych
gatunkow bakterii, w tym rowniez u paleczek Salmo-
nella.

Dla poszczegolnych drobnoustrojow metody wyko-
rzystywane do identyfikacji i dochodzen epidemiolo-
gicznych moga wykazywac rozna skuteczno$c i dlate-
go zazwyczaj rekomendowane sa techniki i metody
wyprobowane dla okreslonego rodzaju czy gatunku.
Metody najczesciej stosowane do typowania bakterii
z rodzaju Salmonella przedstawiono w tab. 1, z uwz-
glednieniem ich pozytywnych i1 negatywnych aspek-
tow w diagnostyce tych drobnoustrojow.

W rutynowej diagnostyce laboratoryjnej bakterii
z rodzaju Salmonella, zarbwno dla celow sanitarno-
-epidemiologicznych, jak i leczniczych, ciagle jeszcze
dominujacymi metodami sa: typowanie serologiczne
1 typowanie bakteriofagowe. Chociaz typowanie bak-
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teriofagowe jest mozliwe do wykonania wytacznie
w laboratoriach referencyjnych, to jest ono niezwykle
wazne. Pozwala na przeprowadzenie wnikliwych ob-
serwacji nad ustaleniem zwiazku pomigdzy Zrdédlem
zakazenia 1 przypadkiem chorobowym oraz podjgcie
skutecznych $rodkow w zwalczaniu zrédet 1 drog
szerzenia si¢ zakazen. Chociaz r6zne, nowe metody
typowania molekularnego szczepdw Salmonella (ry-
botypowanie, typowanie [S200, analiza profilu plaz-
midowego 1 analiza mikrorestrykcyjna plazmidow)
wydaja si¢ przydatne w badaniach epidemiologicznych,
ciagle jeszcze szczegodlne ustugi epidemiologii oddaje
11zotyp1a (11,13, 14, 25, 27, 41, 44). Pozwala ona na
wyroznlenle W obrqble Jednego serowaru, szeregu ty-
poéw bakteriofagowych, rézniacych si¢ mlqdzy soba
intensywnoscia lub brakiem wrazliwosci na dzialanie
pewnych bakteriofagéw uznanych za standardowe.
Rozne zestawy fagoéw wykorzystywane sa do typowa-
nia r6znych serowardéw (19, 23). Te powszechnie sto-
sowane stuza przede wszystkim do réznicowania pa-
teczek S. Enteritidis, S. Typhimurium i S. Typhi, ale
istnieje rowniez mozliwos¢ subtypowania w obrgbie
takich serowaréw, jak: S. Abortusovis, S. Adelaide,
S. Agona, S. Anatum, S. Bareilly, S. Blockley, S. Bovi-
smorbificans, S. Braenderup, S. Choleraesuis, S. Du-
blin, S. Gallinarum, S. Good, S. Hadar, S. Infantis,
S. Minnesota, S. Montevideo, S. Newport, S. Oranien-
burg, S. Panama, S. Paratyphi A, S. Paratyphi B,
S. Paratyphi C, S. Potsdam, S. Thompson, S. Virchow,
S. Waycross 1 S. Weltevreden. Typowanie bakteriofa-
gowe wedhug okreslonych schematow moze by¢ na-
dal polecane jako standardowa, szybka i tania metoda
do prowadzenia badan epidemiologicznych zakazen
wywolanych przez pateczki Salmonella. Umiejetnie
wykorzystane wyniki typowania bakteriofagowego
przynosza duzy postep w pracach epidemiologicznych
1 epizoocjologicznych — zwigkszaja znacznie prawdo-
podobienstwo rozpoznania zrodta zakazenia, pozwa-
laja oceni¢ jednorodno$¢ ognisk zatru¢ pokarmowych
1 pozna¢ mechanizmy szerzenia si¢ zakazenia.

Jednak najlepsze wyniki w rozpoznawaniu zarazka
uzyskuje si¢ stosujac metody kompleksowe. Chociaz
typowanie serologiczne i bakteriofagowe bakterii Sal-
monella stanowi nadal bardzo wazny etap postgpowa-
nia diagnostycznego, to jednak coraz czg¢sciej taczy sig
je z innymi metodami typowania, wykorzystujacymi
glownie techniki analizy DNA, z ktorych wigkszos¢,
dzigki rozwojowi biologii molekularnej, moze by¢ juz
rutynowo wykorzystywana w laboratoriach mikro-
biologicznych. Doceniajac ogromne mozliwos$ci tech-
nik molekularnych, nalezy jednak zgodzi¢ si¢ raczej
z tymi, ktorzy uwazaja, ze metody te nie moga jeszcze
w pelni zastapi¢ klasycznej diagnostyki mikrobiolo-
gicznej. Diagnostyka mikrobiologiczna jest dziedzing
bardzo rozlegla i powazne laboratoria nie moga zawg-
zi¢ swej aktywnosci jedynie do tak zwanych szybkich
testow, nawet tych opierajacych si¢ na metodach bio-
logii molekularne;j.
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Tab. 1. Metody najczeSciej stosowane do typowania bakterii z rodzaju Salmonella (11)
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Technika

Krotka charakterystyka

Zalety

Wady

Fenotypowa

Typowanie serologiczne
(serotypowanie)

Typowanie bakteriofagowe

Lekooporno$é (R-type)

Aglutynacja antygendéw somatycznych 0
i rzeskowych H. Wymaga zmiany faz do
petnej identyfikacji

Wrazliwos$¢ bakteryjnych izolatow na
dziatanie wybranych bakteriofagéw
uznanych za standardowe

Wrazliwo$¢ na rézne antybiotyki

Wygodna; tatwa do zastosowania w labora-
toriach diagnostycznych. Reprezentuje znang
metode. Moze byé stosowana jako
skriningowa do wykrywania obecnos$ci
pateczek Salmonella, jak i do serotypowania

Dobrze ugruntowana dla S. Typhi,
Enteritidis, Typhimurium i innych. Dostarcza
przydatnych, biologicznie uzytecznych
danych epidemiologicznych

Tania i tatwa do przeprowadzenia. Dostarcza
uzytecznych informacji na poziomie jednostki
i poziomie populacji

Oparta na markerach, ktére mozna wybraé
(selectable markers) i dlatego nie
odzwierciedla prawdziwej klasyfikacji. Droga;
wymagane jest szerokie spekirum surowic
diagnostycznych

Nie jest powszechnie dostgpna; stosowanie
ograniczone do laboratoriéw referencyjnych ze
wzgledu na konieczno$¢é utrzymywania kolekeji
fagéw. Typowanie bakteriofagowe nie
odzwierciedla prawdziwej klasyfikacji. Nie jest
mozliwe dla wszystkich serowaréw Salmonella

Ten sam fenotypowy wzorzec oporno$ci moze
byé zalezny od réznych mechanizméw
genetycznych. Oporno$¢ moze ulec
gwattownej zmianie. Nie stanowi narzgdzia
wtasciwej klasyfikacji

Genotypowa

Losowa amplifikacja
polimorficznych fragmentow
DNA (RAPD)

tancuchowa reakcja polimerazy
(PCR2) dla wybranych genéw
lub wysp

Profil plazmidowy

Analiza restrykcyjna plazmidow

Elektroforeza w zmiennym polu
elektrycznym (PFGES)

Polimorfizm dtugosci
zamplifikowanych fragmentow
DNA (AFLP4/FALFPS)

Zmienna liczba tandemowych
powtdrzeri (VNTRS/MLVAT)

Typowanie 1S2008 lub
rybotypowanie

Elektroforetyczna analiza
izoenzyméw (MLEES)

Amplifikacja z wykorzystaniem
losowych starterow

PCR dla genéw lekoopornos$ci,
czynnikéw patogenno$ci lub markerow
metabolicznych

Analiza plazmidéw zawartych
w izolacie

Trawienie plazmidowego DNA
enzymami restrykcyjnymi

Restrykcyjne trawienie genomowego
DNA i rozdziat na zelu agarozowym
przy uzyciu zmiennego pola
elektrycznego

Oparta na PCR modyfikacja
elektroforezy w zmiennym polu
elektrycznym (PFGE). Markery
fluorescencyjne do wykazania réznic
pomiedzy fragmentami

Wielko$¢ produkiéw PCR wskazuje
liczbe kopii krdtkich sekwencji
repetytywnych

Analiza wielokrotno$ci elementow
insercyjnych 1S200 lub genéw rRNA
w oparciu o trawienie enzymami
restrykeyjnymi i reakcje hybrydyzacji
typu Southern

Izolowanie wybranych enzyméw,
ocena ich aktywnosci i punktu
izoelektrycznego

tatwa do wykonania. Uzyteczna do badania
ognisk

Bezposrednie zastosowania do izolatow
0 znanych réznicach genetycznych

Dobra do badania ognisk

Uzyteczna do opisywania rozprzestrzeniania
sig opornos$ci w populacjach bakteryjnych

Znormalizowana do celéw poréwnawczych
pomigdzy réznymi laboratoriami

Bardziej stabilna niz PFGE i zapewnia wyzszy
poziom roéznicowania. Grupowanie
dostosowane do zespotdw serowarow

Stabilna i powtarzalna, moze byé
zautomatyzowana. Zastosowano do
typowania S. Typhii S. Typhimurium

Elementy IS200 sa dosy¢ statymi
elementami w naturalnych populacjach
bakteryjnych. Zastosowano do typowania
kilku serowarow

Uzyteczna na potrzeby ogélne epidemiologii

Migdzylaboratoryjne wyniki badan nie sa
poréwnywalne

Identyfikacja gendw jest trudna. Stosowana do
réznicowania w obrebie serowaréw; jeszcze
nie jest dostepna do okre$lania serowaréw

Poszczegélne izolaty moga tatwo nabywac lub
tracié¢ plazmidy. Nie stanowi narzedzia
prawdziwej klasyfikacji

Moze byé¢ uzywana tylko dla szczepow, ktore
zawieraja podobne plazmidy. Nie méwi nic
0 bakteryjnym gospodarzu

Potrzebne kosztowne wyposazenie i odpo-
wiednie oprogramowanie do poréwnywania
wynikéw. Stosowanie ograniczone do
laboratoriéw referencyjnych/naukowych. Dla
genoméw Salmonella zmienno$¢ sekwencyjna
badanych préb ponizej 1%

Kosztowne wyposazenie; do badania
wytacznie probki stanowiace mate frakcje
genomu wyznaczane poprzez miejsca cigcia
enzymami restrykeyjnymi

Wymaga zdefiniowania dla kazdego obecnie
znanego serowaru, moze nie réznicowac tak
dobrze jak PFGE

Rozréznianie pomigdzy szczepami na
niewysokim poziomie

Bardzo trudna technika, ktéra nie moze byé
zautomatyzowana

Oparta na sekwencji

Sekwencjonowanie okreslonych
fragmentéw kilku wybranych
gendéw odznaczajacych sie
pewnym stopniem polimorfizmu
(MLST19)

Mikromacierze

Poréwnanie sekwencji 7 genéw
kodujacych enzymy metabolizmu
podstawowego (tzw. ,house-keeping
genes”)

Hybrydyzacja DNA-DNA catego genomu
ze znanymi sekwencjami DNA.
Wykazywanie obecnosci okreslonych
genéw w badanych fragmentach DNA

Okre$la podtypy Salmonella poprzez
wykazanie filogenetycznego/ewolucyjnego
pokrewienistwa. Dane w postaci cyfrowej,
doktadnie powtarzalne

Obecno$¢ lub brak okre§lonych gendéw moze
byé wykazywana dla catych genoméw kilku
izolatow. Doskonata do okre$lania
genetycznego zréznicowania

Nie réznicuje w obregbie serowaru. Analiza
sekwencji jest obecnie kosztowna; stosowanie
ograniczone do laboratoriow naukowych/
referencyjnych

Bardzo kosztowna. Wykrycie mutacji
punktowych trudne. Moze wykrywaé jedynie
cechy reprezentowane na ptytkach, nie moze
rozpoznawaé nowo pojawiajacych sie insercji

Objasnienia: 'RAPD = Random Amplification of Polymorphic DNA; >PCR = Polimerase Chain Reaction; * PFGE = Pulsed Field Gel
Electrophoresis; * AFLP = Amplified Fragment Length Polymorphism; > FAFLP = Fluorescent Amplified Fragment Length Polymor-
phism; VNTR = Variable Number of Tandem Repeats; ’ MLVA = Multilocus Variable Number of Tandem Repeats Analysis; 31S200
= Insertion Sequence 200; ° MLEE = Multilocus Enzyme Electrophoresis; '’ MLST = Multilocus Sequence Typing
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