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Artyku³ przegl¹dowy Review

Diagnostyka mikrobiologiczna jest podstawowym
narzêdziem umo¿liwiaj¹cym wykrycie i identyfikacjê
czynnika etiologicznego zaka¿enia oraz dokonanie
wyboru w³a�ciwego leczenia. Do podstawowych me-
tod diagnostyki bakteriologicznej nale¿¹: hodowla
i izolacja drobnoustrojów, okre�lanie profili bioche-
micznych, oznaczenie lekooporno�ci oraz badania se-
rologiczne (4). Klasyczne metody diagnostyczne nie
utraci³y do dzisiaj swojej dominuj¹cej roli, pomimo
rozwoju innych metod i pomimo �ci�le zwi¹zanej
z nimi konieczno�ci utrzymywania bakterii przy ¿yciu.
W rutynowej diagnostyce pa³eczek Salmonella zasto-
sowanie maj¹ przede wszystkim metody konwencjo-
nalne, bakteriologiczne, zmierzaj¹ce do izolacji i iden-
tyfikacji bakterii w metodach hodowlanych (23, 43).

W codziennej praktyce laboratoryjnej nieznane
szczepy, izolowane z próbek materia³ów klinicznych,
produktów spo¿ywczych, od zwierz¹t, z materia³ów
odzwierzêcych, z pasz i innych, identyfikowane s¹
wstêpnie do rodzaju Salmonella na podstawie ich
w³a�ciwo�ci biochemicznych i w dalszej kolejno�ci �
na podstawie reakcji serologicznych z antygenami so-
matycznymi (O) i rzêskowymi (H). Typowanie sero-

logiczne (serotypowanie) jest wa¿nym etapem postê-
powania diagnostycznego.

O ró¿nicach w wykrywalno�ci pa³eczek Salmonella
decyduje wiele parametrów: rodzaj i wielko�æ bada-
nej próbki, �ród³o jej pochodzenia, rodzaj i sk³ad
zastosowanych po¿ywek, czas i temperatura namna-
¿ania selektywnego czy liczba kolonii pobranych do
badania. A zatem zastosowanie odpowiednio dobra-
nej procedury oraz wybór w³a�ciwej metody i odpo-
wiednich po¿ywek decyduje o skuteczno�ci wykrywa-
nia bakterii Salmonella (43). Stosowane s¹: p³ynne
po¿ywki nieselektywne, p³ynne i pó³p³ynne po¿ywki
wybiórczo-namna¿aj¹ce, sta³e po¿ywki wybiórczo-
-ró¿nicuj¹ce oraz po¿ywki (tzw. szeregi biochemicz-
ne) pozwalaj¹ce na okre�lenie cech biochemicznych
izolowanych drobnoustrojów, czyli zdolno�ci do me-
tabolizowania ró¿nych substancji lub wytwarzania
okre�lonych enzymów (8).

Z ka¿dej po¿ywki wybiórczo-ró¿nicuj¹cej izoluje siê
co najmniej po dwie kolonie, uwzglêdniaj¹c kolonie
podejrzane i w¹tpliwe. Wybrane kolonie poddaje siê
badaniom za pomoc¹ testów biochemicznych. W³a�-
ciwe odczytanie cech biochemicznych jest mo¿liwe
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tylko w przypadku czystych hodowli bakteryjnych.
Ka¿dy izolat, podejrzany o przynale¿no�æ do rodzaju
Salmonella na podstawie prezentowanych w³a�ciwo�-
ci biochemicznych, potwierdza siê serologicznie me-
tod¹ aglutynacji szkie³kowej. Rozpoznanie serologicz-
ne wyosobnionego izolatu polega na okre�leniu jego
struktury antygenowej. Identyfikacja wszystkich wa-
riantów serologicznych pa³eczek z rodzaju Salmonel-
la odbywa siê przy pomocy surowic diagnostycznych.
W celu oznaczenia grupy serologicznej mo¿na rów-
nie¿ pos³u¿yæ siê testem lateksowym. Umo¿liwia on
wykrycie i identyfikacjê grupowych antygenów pa³e-
czek Salmonella w pierwotnych hodowlach bakteryj-
nych (uzyskanych w wyniku namna¿ania w p³ynnej
po¿ywce seleninowo-fosforanowej) ju¿ w ci¹gu jed-
nej doby od przyjêcia materia³u diagnostycznego do
badania. Postêpowanie s³u¿¹ce pe³nej identyfikacji
serowarów z u¿yciem zestawów surowic zawieraj¹-
cych przeciwcia³a dla okre�lonych antygenów soma-
tycznych i rzêskowych wyznacza schemat White�a-
-Kauffmanna-Le Minora (18), znany dawniej jako
schemat Kauffmanna-White�a. Ró¿nicowanie to obej-
muje aglutynacjê z surowicami grupowo-swoistymi,
a nastêpnie w obrêbie grupy z surowicami typowo-
-swoistymi. Efektem koñcowym badania jest uzyska-
nie przy pomocy surowic diagnostycznych okre�lone-
go typu serologicznego pa³eczek z rodzaju Salmonel-
la (ryc. 1).

Czasami oznaczenie dok³adnej budowy antygeno-
wej pa³eczek Salmonella jest niewystarczaj¹ce do ich
ostatecznego zidentyfikowania i zachodzi potrzeba
dodatkowego ró¿nicowania biochemicznego. Na przy-
k³ad w grupie O:7 sytuacja taka dotyczy szczepów
S. Paratyphi C (Vi-ujemnych), S. Choleraesuis i S. Ty-
phisuis. Dodatkowe ró¿nicowanie biochemiczne wy-
magane jest równie¿ w przypadku konieczno�ci okre�-
lenia przynale¿no�ci do gatunku lub podgatunku ba-
danych pa³eczek Salmonella, w sytuacji gdy okre�le-
nie pe³nego wzoru antygenowego (który jest taki sam
np. dla 2 lub 3 serowarów w obrêbie danej grupy sero-
logicznej) nie definiuje jednoznacznie ich statusu tak-
sonomicznego.

Przedstawiony cykl postêpowania diagnostycznego
stanowi optymaln¹ metodê pozwalaj¹c¹ na szybkie
uzyskiwanie wyników w przypadku tego typu badañ.
Zaprezentowana metodyka � ze wzglêdu na odpowied-
ni dobór po¿ywek do namna¿ania i izolacji � uwzglêd-
nia na ka¿dym etapie badañ mo¿liwo�æ wyhodowania
bakterii Salmonella z badanej próbki. Stwarza rów-
nie¿ mo¿liwo�æ okre�lenia pewnych cech maj¹cych
istotne znaczenie przy rozpoznawaniu tych drobno-
ustrojów. Czê�æ etapów diagnostyki bakteriologicznej,
oczywi�cie poza konieczno�ci¹ uzyskania czystej ho-
dowli, mo¿na zautomatyzowaæ. Obecnie coraz wiêcej
laboratoriów wprowadza automatyczne metody diag-
nostyczne (34).

Zarówno bezpo�redni¹ identyfikacjê bakterii Salmo-
nella obecnych w badanym materiale, jak i po�redni¹

ich identyfikacjê, prowadzon¹ w oparciu o czyst¹ ho-
dowlê, a tak¿e wykazywanie charakterystycznych ty-
pów oporno�ci na leki (R-type) mo¿na prowadziæ rów-
nie¿ metodami molekularnymi (1, 4, 35, 37). Wybór
metody molekularnej nale¿y dostosowaæ do problemu,
który zamierza siê rozwi¹zaæ: wykrywanie, identyfi-
kacja, ró¿nicowanie czy badania taksonomiczne (6,
20, 26, 31-33, 39, 42). Istotne s¹ równie¿ aspekty tech-
niczne, tj.: stopieñ trudno�ci wykonania, zaplecze ba-
dawcze, ³atwo�æ interpretacji wyników, czas wyma-
gany do analizy, ca³kowite koszty stosowanej metody
oraz koszty pojedynczej próby. Wybrana metoda po-
winna byæ wystarczaj¹co czu³a, powtarzalna i powin-
na posiadaæ du¿y potencja³ ró¿nicuj¹cy. Porównanie
najczê�ciej stosowanych metod ró¿nicowania drobno-
ustrojów z uwzglêdnieniem powy¿szych parametrów
opisano w opracowaniu Krawczyk (26). Na przyk³ad,
dziêki czu³o�ci i selektywno�ci metod wykorzystuj¹-
cych technikê ³añcuchowej reakcji polimerazy (PCR),
mo¿liwe jest bezpo�rednie wykazanie obecno�ci pa-
³eczek Salmonella w materiale pobranym od pacjenta
poprzez wykrycie specyficznej dla tego drobnoustro-
ju sekwencji DNA (2, 24, 29). Przy zastosowaniu
metod molekularnych mo¿liwa jest równie¿ identyfi-
kacja serowarów Salmonella. Mo¿na dokonaæ rozpo-
znania a¿ ponad stu ró¿nych serowarów z wykorzy-
staniem techniki hybrydyzacji na mikromacierzach
w odmianie ArrayTube, w której ca³a reakcja hybrydy-
zacji zachodzi w odpowiednio przygotowanej probów-
ce Eppendorfa (45, 46). Metoda ta pozwala równie¿
na pe³n¹ identyfikacjê serowarów nawet w przypadku
�defektywnych� szczepów Salmonella (30), których
nie mo¿na okre�liæ w tradycyjny sposób, czyli szcze-
pów szorstkich, nieurzêsionych czy szczepów dwu-
fazowych, które utraci³y zdolno�æ wytwarzania jednej
z faz antygenu rzêskowego. Technika mikromacierzy
umo¿liwia tak¿e wykrywanie obecno�ci genów wa-
runkuj¹cych lekooporno�æ pa³eczek Gram-ujemnych,
w tym bakterii Salmonella (7).

W diagnostyce zaka¿eñ pa³eczkami z rodzaju Sal-
monella zastosowanie praktyczne ma równie¿ okre�-
lanie poziomu przeciwcia³ we krwi czy w ¿ó³tkach
jaj kurzych (5, 12, 22, 47). Niekiedy badanie takie sta-
nowi jedynie dostêpn¹ metodê diagnostyczn¹ (9). Tech-
niki immunologiczne obejmuj¹ obszern¹ grupê metod,
dostêpnych równie¿ w postaci ró¿nych testów szyb-
kiego wykrywania bakterii Salmonella, bazuj¹cych na
immunodyfuzji, immunoaglutynacji, immunoprecypi-
tacji i technikach immunoenzymatycznych. W przy-
padku niektórych zaka¿eñ Salmonella obecno�æ swo-
istych przeciwcia³ dla antygenów czynnika etiologicz-
nego mo¿e byæ wykazana równolegle z izolacj¹ bak-
terii w metodach hodowlanych.

W typowaniu prowadzonym na u¿ytek dochodzeñ
epidemiologicznych wykorzystywane jest znaczne
zró¿nicowanie (zarówno fenotypowe, jak i genotypo-
we) istniej¹ce w obrêbie populacji drobnoustrojów
poszczególnych gatunków (15, 21, 28, 38, 40), w tym
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równie¿ Salmonella enterica czy Salmonella bongori.
Typowanie oparte na poszukiwaniu markerów, które
pojawiaj¹ siê fenotypowo (phenotypic typing), polega
zwykle na: ocenie wzrostu bakterii na po¿ywkach mi-
krobiologicznych, analizie morfologii komórek i ko-
lonii bakteryjnych (mikro- i makromorfologia), okre�-
laniu profili biochemicznych, analizie lekooporno�ci,

typowaniu bakteriofagowym, typowaniu bakteriocy-
nowym, serotypowaniu, elektroforetycznej ocenie
profili bia³kowych (czêsto uzupe³nianych równie¿
technik¹ immunoblotingu) czy elektroforetycznej
analizie izoenzymów, polegaj¹cej na porównywaniu
aktywno�ci natywnych enzymów. Wiele metod feno-
typowych charakteryzuje siê du¿¹ czu³o�ci¹ i specy-

Ryc. 1. Schemat typowania serologicznego izolatów bakteryjnych podejrzanych o przynale¿no�æ do rodzaju Salmonella

Badany izolat
(24-h hodowla na agarze od¿ywczym)

aglutynacja z 0,85% NaCl (lub z 3% NaCl)
(wykluczenie izolatów zdolnych do autoaglutynacji)

(–)
izolat w formie g³adkiej „S”

(do dalszego badania)

(+)
izolat w formie szorstkiej „R”

(zdolny do aglutynacji –
nie nadaje siê do dalszego badania;

próba „wyg³adzenia” izolatu)

aglutynacja z surowic¹ HM

(–)
gdy prawid³owy biochemizm –

sprawdziæ ponownie z po¿ywki Garda
(izolat do dalszego badania)

(+)

okreœlanie antygenów somatycznych [i antygenu Vi]
(aglutynacja z surowicami grupowymi AO, BO, CO,

DO i EO oraz w zale¿noœci od potrzeby, z surowicami
anty-O: 4; 6,7; 7; 8; 20; 9; 46; 10; 15; 19 i surowic¹ Vi)

(–)
aglutynacja z pozosta³ymi

surowicami anty-O

(+)

przesiaæ na po¿ywkê Garda
37°C/24 h

przesiaæ na po¿ywkê Garda
37°C/24 h

okreœlanie antygenów rzêskowych 1 i 2 fazy
(aglutynacja z surowicami anty-H)

ponowne okreœlanie antygenów rzêskowych
1 i 2 fazy (aglutynacja z surowicami anty-H)

(+)
ostateczne rozpoznanie serowaru

(ewentualne dodatkowe ró¿nicowanie biochemiczne)

(+)
ostateczne rozpoznanie serowaru

(ewentualne dodatkowe ró¿nicowanie biochemiczne)

(–)
ujawnienie antygenów rzêskowych

(„urzêsianie” izolatu – hodowla
na po¿ywce Edwards Motility Medium

(EMM); hodowla w U-rurce)

(–)
izolat

nieurzêsiony
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ficzno�ci¹ w zakresie uzyskiwanych wyników, co czyni
je cennym narzêdziem w rêku mikrobiologa i epide-
miologa. Chocia¿ metody te spe³niaj¹ swoje zadanie,
to jednak wiêkszo�æ z nich obarczona jest cech¹ nie-
pe³nej stabilno�ci klonalnej ekspresji markerów. Wad¹
czê�ci metod fenotypowych jest wp³yw zmieniaj¹ce-
go siê w czasie stanu fizjologicznego badanych ko-
mórek na uzyskiwane wyniki oraz ograniczenie mo¿-
liwo�ci ich stosowania tylko do niektórych grup tak-
sonomicznych. St¹d czêsto konieczne jest tworzenie
odrêbnego i wyspecjalizowanego warsztatu na potrze-
by analizy izolatów okre�lonego taksonu. Najlepiej
oceniane s¹ metody immunologiczne i elektroforetycz-
na analiza izoenzymów.

Metody molekularne wykorzystuj¹ce genetyczn¹
analizê kwasów nukleinowych (genotypic typing)
siêgaj¹ po wiele technik (17), z których powszechne
zastosowanie znalaz³a zarówno analiza chromosomo-
wego, jak i plazmidowego DNA. W wiêkszo�ci stoso-
wanych metod porównuje siê otrzymane (w wyniku
zastosowanych procedur i rozdzia³u elektroforetycz-
nego) wzory pr¹¿ków fragmentów badanego DNA, sta-
nowi¹ce swoistego rodzaju odciski genetyczne, które
poprzez analogiê do wyj¹tkowo�ci charakteryzuj¹cej
odcisk ludzkiego palca nazywa siê �fingerprints�.
Ogromne mo¿liwo�ci, jakie daje biologia molekular-
na, sprawi³y, ¿e techniki te szybko siê rozwijaj¹ i ulep-
szaj¹. Zosta³y uproszczone i upowszechnione techni-
ki izolacji i powielania DNA oraz ustalania jego sek-
wencji w stopniu, który pozwala na ich rutynowe wy-
korzystywanie w laboratoriach mikrobiologicznych.
Obecnie za najlepsze dla potrzeb epidemiologii uwa-
¿a siê: technikê PFGE � elektroforezê w zmiennym
polu elektrycznym (pulsed field gel electrophoresis),
rybotypowanie oraz sekwencjonowanie fragmentów
DNA (sequence-based typing). Do celów dochodzeñ
epidemiologicznych stosowana jest równie¿ metoda
z u¿yciem mikromacierzy DNA (DNA microarrays),
pozwalaj¹ca na jednoczesn¹ ekspresjê wielu tysiêcy
genów (3, 16, 36, 45, 46). Sondy przydatne w tej dzie-
dzinie znajduj¹ ju¿ zastosowanie w badaniach we-
wn¹trzgatunkowego polimorfizmu genów u niektórych
gatunków bakterii, w tym równie¿ u pa³eczek Salmo-
nella.

Dla poszczególnych drobnoustrojów metody wyko-
rzystywane do identyfikacji i dochodzeñ epidemiolo-
gicznych mog¹ wykazywaæ ró¿n¹ skuteczno�æ i dlate-
go zazwyczaj rekomendowane s¹ techniki i metody
wypróbowane dla okre�lonego rodzaju czy gatunku.
Metody najczê�ciej stosowane do typowania bakterii
z rodzaju Salmonella przedstawiono w tab. 1, z uwz-
glêdnieniem ich pozytywnych i negatywnych aspek-
tów w diagnostyce tych drobnoustrojów.

W rutynowej diagnostyce laboratoryjnej bakterii
z rodzaju Salmonella, zarówno dla celów sanitarno-
-epidemiologicznych, jak i leczniczych, ci¹gle jeszcze
dominuj¹cymi metodami s¹: typowanie serologiczne
i typowanie bakteriofagowe. Chocia¿ typowanie bak-

teriofagowe jest mo¿liwe do wykonania wy³¹cznie
w laboratoriach referencyjnych, to jest ono niezwykle
wa¿ne. Pozwala na przeprowadzenie wnikliwych ob-
serwacji nad ustaleniem zwi¹zku pomiêdzy �ród³em
zaka¿enia i przypadkiem chorobowym oraz podjêcie
skutecznych �rodków w zwalczaniu �róde³ i dróg
szerzenia siê zaka¿eñ. Chocia¿ ró¿ne, nowe metody
typowania molekularnego szczepów Salmonella (ry-
botypowanie, typowanie IS200, analiza profilu plaz-
midowego i analiza mikrorestrykcyjna plazmidów)
wydaj¹ siê przydatne w badaniach epidemiologicznych,
ci¹gle jeszcze szczególne us³ugi epidemiologii oddaje
lizotypia (11, 13, 14, 25, 27, 41, 44). Pozwala ona na
wyró¿nienie, w obrêbie jednego serowaru, szeregu ty-
pów bakteriofagowych, ró¿ni¹cych siê miêdzy sob¹
intensywno�ci¹ lub brakiem wra¿liwo�ci na dzia³anie
pewnych bakteriofagów uznanych za standardowe.
Ró¿ne zestawy fagów wykorzystywane s¹ do typowa-
nia ró¿nych serowarów (19, 23). Te powszechnie sto-
sowane s³u¿¹ przede wszystkim do ró¿nicowania pa-
³eczek S. Enteritidis, S. Typhimurium i S. Typhi, ale
istnieje równie¿ mo¿liwo�æ subtypowania w obrêbie
takich serowarów, 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 i S. Weltevreden. Typowanie bakteriofa-
gowe wed³ug okre�lonych schematów mo¿e byæ na-
dal polecane jako standardowa, szybka i tania metoda
do prowadzenia badañ epidemiologicznych zaka¿eñ
wywo³anych przez pa³eczki Salmonella. Umiejêtnie
wykorzystane wyniki typowania bakteriofagowego
przynosz¹ du¿y postêp w pracach epidemiologicznych
i epizoocjologicznych � zwiêkszaj¹ znacznie prawdo-
podobieñstwo rozpoznania �ród³a zaka¿enia, pozwa-
laj¹ oceniæ jednorodno�æ ognisk zatruæ pokarmowych
i poznaæ mechanizmy szerzenia siê zaka¿enia.

Jednak najlepsze wyniki w rozpoznawaniu zarazka
uzyskuje siê stosuj¹c metody kompleksowe. Chocia¿
typowanie serologiczne i bakteriofagowe bakterii Sal-
monella stanowi nadal bardzo wa¿ny etap postêpowa-
nia diagnostycznego, to jednak coraz czê�ciej ³¹czy siê
je z innymi metodami typowania, wykorzystuj¹cymi
g³ównie techniki analizy DNA, z których wiêkszo�æ,
dziêki rozwojowi biologii molekularnej, mo¿e byæ ju¿
rutynowo wykorzystywana w laboratoriach mikro-
biologicznych. Doceniaj¹c ogromne mo¿liwo�ci tech-
nik molekularnych, nale¿y jednak zgodziæ siê raczej
z tymi, którzy uwa¿aj¹, ¿e metody te nie mog¹ jeszcze
w pe³ni zast¹piæ klasycznej diagnostyki mikrobiolo-
gicznej. Diagnostyka mikrobiologiczna jest dziedzin¹
bardzo rozleg³¹ i powa¿ne laboratoria nie mog¹ zawê-
ziæ swej aktywno�ci jedynie do tak zwanych szybkich
testów, nawet tych opieraj¹cych siê na metodach bio-
logii molekularnej.
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Tab. 1. Metody najczê�ciej stosowane do typowania bakterii z rodzaju Salmonella (11)

Obja�nienia: 1 RAPD = Random Amplification of Polymorphic DNA; 2 PCR = Polimerase Chain Reaction; 3 PFGE = Pulsed Field Gel
Electrophoresis; 4 AFLP = Amplified Fragment Length Polymorphism; 5 FAFLP = Fluorescent Amplified Fragment Length Polymor-
phism; 6 VNTR = Variable Number of Tandem Repeats; 7 MLVA = Multilocus Variable Number of Tandem Repeats Analysis; 8 IS200
= Insertion Sequence 200; 9 MLEE = Multilocus Enzyme Electrophoresis; 10 MLST = Multilocus Sequence Typing
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