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W Polsce zatrucia pokarmowe i infekcje powodo-
wane przez Salmonella Enteritidis stanowi¹ powa¿ny
problem od wielu lat. Udzia³ tych drobnoustrojów
w zatruciach pokarmowych u ludzi pozostaje w �cis³ym
zwi¹zku z powszechnym wystêpowaniem salmonelli
w�ród ptaków (11, 20, 21). Ograniczenie zaka¿eñ dro-
biu, a w konsekwencji obni¿enie liczby salmonelloz
u ludzi, wymaga dzia³añ maj¹cych na celu uzyskanie
wolnych od infekcji stad ptaków oraz objêcie ich pro-
gramem nadzoru i profilaktyki. Na mocy ustawy z dnia
11 marca 2004 r. �O ochronie zdrowia zwierz¹t oraz
zwalczaniu chorób zaka�nych zwierz¹t� salmonelloza

drobiu podlega obowi¹zkowi rejestracji oraz figuruje
w wykazie chorób odzwierzêcych podlegaj¹cych obo-
wi¹zkowi monitorowania (24).

W profilaktyce salmonelloz u drobiu dopuszcza siê
mo¿liwo�æ stosowania szczepieñ ochronnych przy wy-
korzystaniu zarówno szczepionek inaktywowanych, jak
i atenuowanych. Na podstawie wielu do�wiadczeñ
stwierdzono, ¿e ani zabite, ani ¿ywe szczepionki nie
zabezpieczaj¹ ca³kowicie przed bakteriami Salmonella
(5, 14, 26). Istotnym celem jest wiêc doskonalenie prac
nad rozwojem szczepionek podjednostkowych, zawie-
raj¹cych nietoksyczne komponenty bakteryjne, indu-
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Summary

The purpose of the study was both to estimate the electrophoretic profiles (SDS-PAGE) of outer membrane
proteins among Salmonella Enteritidis strains isolated from humans and poultry, as well as to identify
the antigens which can induce the appearance of a specific antibody response among vaccinated animals.
The densitometry analysis of electrophoregrams showed that a single protein complex of 21 fractions was
distinctive for strains grown in standard conditions. Among these fractions those with 20, 22, 35 and 37 kDa
characterized by high optical density were found dominant. A single protein profile with 24 fractions was also
characteristic of strains grown in conditions with restricted access to iron ions. A high optical density was
a feature of proteins with 19, 35, 37, 55 and 74 kDa. Adding of 200 µM 2,2�-dipirydyl to the culture medium
caused the expression of proteins and 78 kDa taking part in obtaining and transporting iron through
S. Enteritidis within a mass range of 19, 55, 70, and 74. Densitometry analysis of electrophoregrams obtained
from nitrocellulose membranes for proteins from bacterial strains grown in conditions with restricted access
to iron ions indicated the presence of specific, intensive reactions towards the antigens of 35 and 55 kDa. As
far as proteins obtained from bacterial culture grown with and without the addition of chelator were
concerned, distinctive reactions were found towards antigens of 35 and 58 kDa. The main protein present in
electrophoregrams of bacteria grown both with and without a supplement of chelator and in immunoblotting
reactions was that of 35 kDa, belonging to porins of OmpA type.
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kuj¹ce zarówno wysokie miana przeciwcia³ ochronnych,
jak i mechanizmy odporno�ci komórkowej, które od-
grywaj¹ wa¿n¹ rolê w eliminacji salmonelli.

W�ród czynników wirulencji S. Enteritidis, które s¹
potencjalnymi immunogenami, istotn¹ rolê jako kom-
ponenty szczepionek podjednostkowych mog¹ odgry-
waæ bia³ka b³ony zewnêtrznej (outer membrane prote-
ins � OMPs). Pe³ni¹ one g³ówn¹ rolê w adaptacji bak-
terii do niesprzyjaj¹cego dla nich �rodowiska gospoda-
rza (13).

Próby wykorzystania bia³ek b³ony zewnêtrznej do
produkcji szczepionek id¹ w kilku kierunkach. Prowa-
dzone s¹ intensywne prace maj¹ce na celu stworzenie
szczepionek wykorzystuj¹cych bia³ka uczestnicz¹ce
w transporcie ¿elaza oraz proteiny typu OmpA, które s¹
antygenowo spokrewnione u wielu bakterii Gram-ujem-
nych (15, 22). Zaawansowane s¹ te¿ próby opracowa-
nia i wykorzystania szczepionek zawieraj¹cych bia³ka
b³ony zewnêtrznej, które uczestnicz¹ w procesie przy-
legania S. Enteritidis do nab³onka jelitowego (4, 25).

Nale¿y jednak pamiêtaæ, ¿e niektóre bia³ka b³ony ze-
wnêtrznej Salmonella mog¹ byæ odpowiedzialne za ha-
mowanie biologicznej aktywno�ci komórek bior¹cych
udzia³ w odpowiedzi immunologicznej. W badaniach
Chander i wsp. (2) wykazano, ¿e bia³ko S. Typhi o ma-
sie 55 kDa, którego ekspresja wzrasta w pod wp³ywem
krótko³añcuchowych kwasów t³uszczowych obecnych
w jelitach gospodarza, indukuje apoptozê makrofagów.
W innych badaniach zidentyfikowano bia³ka b³ony ze-
wnêtrznej S. Typhimurium uczestnicz¹ce w ochronie
tych patogennych mikroorganizmów przed dzia³aniem
peptydów przeciwbakteryjnych w organizmie gospo-
darza (6). Identyfikacja czynników, które os³abiaj¹ od-
powied� immunologiczn¹, mo¿e pozwoliæ na ich wy-
eliminowanie ze szczepionek w celu uzyskania lepszej
odporno�ci.

Z uwagi na brak w warunkach krajowych badañ obej-
muj¹cych charakterystykê profili bia³ek b³ony zewnêtrz-
nej w�ród izolowanych od ludzi i drobiu szczepów
S. Enteritidis oraz nieliczne publikacje z tego zakresu
za granic¹, celem badañ by³o okre�lenie profili elektro-
foretycznych (SDS-PAGE) bia³ek b³ony zewnêtrznej
szczepów S. Enteritidis oraz identyfikacja tych antyge-
nów, które indukuj¹ pojawienie siê swoistych przeciw-
cia³ u szczepionych zwierz¹t. Uzyskane wyniki powin-
ny umo¿liwiæ wyselekcjonowanie bia³ek, które ewen-
tualnie mog³yby znale�æ zastosowanie w przygotowa-
niu szczepionki podjednostkowej.

Materia³ i metody
W badaniach wykorzystano ró¿ni¹ce siê pod wzglêdem typu

bakteriofagowego, 4 szczepy S. Enteritidis izolowane od lu-
dzi i drobiu, pochodz¹ce z kolekcji Instytutu Biologicznych
Podstaw Chorób Zwierz¹t w Lublinie.

Do momentu rozpoczêcia badañ wszystkie szczepy prze-
chowywane by³y na bulionie tryptozowo-sojowym z dodat-
kiem 30% glicerolu, w temperaturze �70°C. Przynale¿no�æ
szczepów do serowaru S. Enteritidis potwierdzona zosta³a
w badaniu mikrobiologicznym, biochemicznym i serologicz-
nym (17).

Bia³ka b³ony zewnêtrznej otrzymywano wg metody zapro-
ponowanej przez Morton i wsp. (16). Wykorzystane w do-
�wiadczeniu szczepy bakteryjne hodowane by³y zarówno
w warunkach standardowych, jak i przy ograniczonym dostê-
pie do jonów ¿elaza, na bulionie tryptozowo-sojowym przez
14 godzin w temperaturze 37°C. W celu wywo³ania ekspresji
bia³ek bior¹cych udzia³ w pozyskiwaniu i transporcie ¿elaza
przez komórki bakteryjne, do pod³o¿a wzrostowego dodawa-
no 200 µM 2,2-dipirydylu (Sigma) jako chelatora. Komórki
bakteryjne, po przep³ukaniu w PBS, wirowano przez 20 min.
w temp. 4°C (20 000 × g), a uzyskany osad zawieszano w 25
ml 0,01 M buforu HEPES (Sigma) o pH 7,4 z dodatkiem 20%
sacharozy. Sch³odzone w ³a�ni lodowej komórki bakteryjne
rozbijano ultrad�wiêkami w piêciu 30-sekundowych cyklach,
przy maksymalnej mocy urz¹dzenia (Ultrasonic desintegra-
tor type UD-20, Techpan). Komórki, które nie zosta³y rozbi-
te, usuwano poprzez wirowanie (20 min., 4°C, 5000 × g),
a powsta³y supernatant ponownie wirowano przy 50 000 × g
przez 4 godz. w temp. 4°C. W dalszej procedurze pozyskiwa-
nia OMPs osad zawieszano w 1% roztworze Sarkosylu (sól
sodowa N-laurylo-sarkozyny, Sigma) i ostro¿nie mieszano
przez 30 min. w temperaturze pokojowej. Nie rozpuszczone,
zewnêtrzne membrany by³y zbierane przez wirowanie (50 000
× g przez 12 godz. w temp. 4°C). Uzyskany osad przep³uki-
wano i zawieszano w 1 ml w sterylnej wody dejonizowanej.

Koncentracjê bia³ka w poszczególnych ekstraktach okre�-
lano metod¹ Bradforda (1), wykorzystuj¹c odczynnik wska�-
nikowy Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad). Pomiaru dokona-
no przy u¿yciu czytnika Multiskan Plus (Labsystem), stosu-
j¹c filtr o d³ugo�ci fali 595 nm.

Analizê bia³ek b³ony zewnêtrznej przeprowadzono z za-
stosowaniem elektroforezy w ¿elu poliakrylamidowym SDS-
-PAGE wg Laemmli (12). Rozdzia³ prowadzono w 12% ¿elu
rozdzielaj¹cym (Tris-HCl, pH 8,8). Jako ¿el wprowadzaj¹cy
zastosowano 4% poliakrylamid w buforze Tris-HCl o pH 6,8.
Elektroforezê prowadzono w standardowym buforze komo-
rowym Tris-Glicyna przy sta³ym napiêciu 100 V. Jako wzo-
rzec masowy zastosowano PageRulerTM Prestained Protein
Ladder (Fermentas), z zakresem mas od 11 do 170 kDa. ¯ele
barwione b³êkitem kumazyny R-250 (Sigma), po odbarwie-
niu t³a, analizowano densytometrycznie przy pomocy syste-
mu do dokumentacji ¿eli Gel-Doc (Bio-Rad) i programu kom-
puterowego Quantity One (Bio-Rad). W analizie uwzglêd-
niono masê cz¹steczkow¹ i gêsto�æ optyczn¹ frakcji bia³ko-
wych badanej próbki.

W³a�ciwo�ci antygenowe poszczególnych frakcji bia³ko-
wych oceniono na podstawie reakcji immunoblotingu wg pro-
cedury Towbin i wsp. (23). Frakcje bia³kowe uzyskane w roz-
dziale elektroforetycznym przenoszono na b³onê nitrocelulo-
zow¹ (Supported Nitrocelulose Membrane; 0,2 µm; Bio-Rad),
przy u¿yciu aparatu (Gibco, Mino V 8x10), przy sta³ym na-
piêciu 100 V, przez 1 godz. w temp. 4°C. Jako wzorzec maso-
wy zastosowano PageRulerTM Prestained Protein Ladder
z zakresem mas od 11 do 170 kDa. W etapie pierwszego prze-
ciwcia³a zastosowano rozcieñczon¹ 1 : 100, natywn¹ surowi-
cê królika immunizowanego pe³nymi komórkami S. Enteriti-
dis (Immunolab). W etapie drugiego przeciwcia³a zastosowa-
no surowicê kozi¹, zawieraj¹c¹ skoniugowane z peroksydaz¹
chrzanow¹ przeciwcia³a przeciwko IgG królika, w rozcieñ-
czeniu 1 : 5000 (Bio-Kom). W celu wywo³ania reakcji barw-
nej, jako substrat wykorzystano 1,4 chloronaftol (Bio-Rad).
Analizê densytometryczn¹ uzyskanych obrazów przeprowa-
dzono z pomoc¹ systemu do dokumentacji ¿eli Gel Doc 2000
(Bio-Rad) i programu komputerowego Quantity One.
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Wyniki i omówienie
Analiza densytometryczna rozdzia³u elektroforetycz-

nego wykaza³a, ¿e dla szczepów hodowanych w warun-
kach standardowych charakterystyczny by³ jeden profil
bia³kowy z 21 frakcjami o masie 15, 17, 18, 20, 22, 24,
26, 28, 31, 32, 33, 35, 37, 40, 42, 45, 48, 53, 58, 66,
90 kDa (ryc. 1; �cie¿ki 2, 4, 6 i 8). Frakcje o masie 20,
22, 35 i 37 kDa, charakteryzuj¹ce siê wysok¹ gêsto�ci¹
optyczn¹ (OD ³ 0,3) okre�lono jako g³ówne. Dla szcze-
pów hodowanych w warunkach z ograniczonym dostê-
pem do jonów ¿elaza charakterystyczny by³ równie¿ je-
den profil bia³kowy z obecno�ci¹ 24 frakcji (ryc. 1; �cie¿-
ki 1, 3, 5 i 7). Zidentyfikowano bia³ka o masie 15, 17,
18, 19, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 33, 35, 37, 40, 44, 46, 51,
55, 62, 66, 70, 74, 78, 90 kDa. Najwy¿sz¹ gêsto�ci¹
optyczn¹ (OD ³ 0,3) charakteryzowa³y siê bia³ka o ma-
sie 19, 35, 37, 55 i 74 kDa. W opinii Poppe i wsp. (19),
wysoka homologia w zakresie ilo�ci uzyskanych frak-
cji, ich masy cz¹steczkowej i gêsto�ci optycznej zarów-
no dla szczepów hodowanych z, jak i bez dodatku che-
latora mo¿e �wiadczyæ o bliskim pokrewieñstwie u¿y-
tych w badaniach szczepów S. Enteritidis.

Dodatek do pod³o¿a wzrostowego 200 µM 2,2-dipi-
rydylu spowodowa³ ekspresjê bia³ek bior¹cych udzia³
w pozyskiwaniu i transporcie ¿elaza przez S. Enteriti-
dis. By³y to dobrze widoczne w ¿elu proteiny o masie
19, 55, 70, 74 i 78 kDa oraz s³abiej widoczne pr¹¿ki
o masie 30, 51 oraz 62 kDa. Dla bakterii hodowanych
bez dodatku chelatora charakterystyczna by³a ekspresja
bia³ek o masie 20, 31, 42, 45, 48, 53 i 58 kDa. Niektóre
bia³ka b³ony zewnêtrznej szczepów S. Enteritidis hodo-
wanych w tych warunkach ulega³y wiêkszej ekspresji
ni¿ w warunkach z ograniczonym dostêpem jonów ¿e-
laza. By³y to proteiny o masie 22 i 33 kDa.

W dostêpnym pi�miennictwie, w którym analizowa-
no profile bia³ek b³ony zewnêtrznej S. Enteritidis, sta-
rano siê wyodrêbniæ bia³ka charakterystyczne dla po-

szczególnych izolatów. Ýçgen i wsp. (7, 8) przebadali
szczepy S. Enteritidis wyizolowane od ludzi, kurcz¹t i z
jaj, oceniaj¹c ich antybiotykooporno�æ, profile plazmi-
dowe, typy fagowe oraz profile elektroforetyczne lipo-
polisacharydów i OMPs. W�ród nich 64,6% zawiera³y
g³ówne bia³ka o masie 30,6 i 34,6 kDa., a 32,9% cha-
rakteryzowa³y siê obecno�ci¹ protein o masie 27,2; 30,6
i 34,6 kDa. Dwa szczepy izolowane od kurcz¹t mia³y
inny profil elektroforetyczny, dla którego charakterys-
tyczne by³o wystêpowanie bia³ek o masie 25,6; 27,2;
30,6 i 34,6 kDa. W badaniach przeprowadzonych przez
Poppe i wsp. (19) okre�lono profile elektroforetyczne
bia³ek b³ony zewnêtrznej 318 szczepów S. Enteritidis
wyizolowanych od drobiu, dla których charakterystyczne
by³y g³ówne frakcje o masie 37, 40 i 42 kDa. Niewiel-
kie ró¿nice w ilo�ci oraz rozmieszczeniu frakcji bia³ko-
wych wystêpuj¹ce w cytowanych eksperymentach i ba-
daniach w³asnych, mog¹ byæ wynikiem odmiennych
warunków hodowli, procedur ekstrakcji bia³ek oraz gês-
to�ci ¿elu.

Bakterie jelitowe, w tym pa³eczki Salmonella, zaspo-
kajaj¹ swoje zapotrzebowanie na jony ¿elaza g³ównie
wykorzystuj¹c siderofory. Kompleks ¿elaza z siderofo-
rem jest wi¹zany ze specyficznym b³onowym recepto-
rem bia³kowym IROMPs (iron � repressible outer mem-
brane proteins). Wiêkszo�æ sideroforów Salmonella na-
le¿y do klasy katecholowej � enterobaktyny. Niektóre
szczepy wytwarzaj¹ aerobaktyny � siderofory klasy hyd-
roksamowej. U wielu bezwzglêdnie i warunkowo cho-
robotwórczych bakterii zaobserwowano wyra�n¹ zbie¿-
no�æ chorobotwórczo�ci z wytwarzaniem sideroforów.
Wprowadzenie egzogennych sideroforów do organizmu
zwierz¹t do�wiadczalnie zaka¿onych szczepami rodza-
ju Salmonella znacznie zwiêksza³o zjadliwo�æ tych bak-
terii (10).

W przeprowadzonych badaniach w³asnych wykaza-
no obecno�æ IROMPs o masie 19, 55, 70, 74 i 78 kDa.
Jest to zgodne wynikami badañ przeprowadzonych przez

W 1 2 3 4 5 6 7 8 W 1 2 3 4 5 6 7 8

Ryc. 1. Obraz elektroforetyczny (SDS-PAGE) bia³ek b³ony
zewnêtrznej Salmonella Enteritidis

Ryc. 2. Obraz reakcji immunoblottingu natywnej surowicy
królika immunizowanego pe³nymi komórkami Salmonella
Enteritidis z bia³kami b³ony zewnêtrznej

Obja�nienia do ryc. 1 i 2: W � wzorzec masowy (11-170 kDa); 1, 3 � Salmonella Enteritidis izolowana od drobiu, hodowana na
pod³o¿u z chelatorem; 2, 4 � szczepy izolowane od drobiu, hodowane na pod³o¿u standardowym; 5, 6 � szczepy izolowane od
cz³owieka, hodowane na pod³o¿u z chelatorem; 6, 8 � szczepy izolowane od cz³owieka, hodowane na pod³o¿u standardowym
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Chart i wsp. (3). W badaniach wykonanych przez King-
sley i wsp. (9) zidentyfikowano frakcjê o masie 74 kDa
jako receptor aerobaktyny (IutA) oraz frakcjê o masie
78 kDa jako receptor enterobaktyny (FhuA). Wed³ug
tych autorów, bia³ka te nale¿y braæ pod uwagê w kon-
struowaniu szczepionek wykorzystywanych w swoistej
immunoprofilaktyce zaka¿eñ S. Enteritidis.

Interesuj¹ce informacje na temat udzia³u bia³ek b³o-
ny zewnêtrznej w patogenezie zaka¿eñ powodowanych
przez S. Enteritidis u drobiu podaje Fadl i wsp. (4). Przy
u¿yciu linii komórek Int-407 nab³onka jelita ludzkiego
embrionu zidentyfikowali oni bia³ka b³ony zewnêtrz-
nej, które ulegaj¹ ekspresji w trakcie przylegania bakte-
rii do komórek nab³onka jelitowego. Scharakteryzowa-
no szereg bia³ek ekstrahowanych z S. Enteritidis hodo-
wanych w tych warunkach. By³y to proteiny o masie
19,3; 31,2; 35,5; 49,2; 75,6 i 82,3 kDa. Bia³ka te nie
by³y rozpoznawane w komórkach S. Enteritidis hodo-
wanych w bulionie LB. Bia³ka o masie 75,6 i 82,3 kDa
dawa³y wyra�ne pr¹¿ki w reakcji immunoblottigu z po-
liklonalnymi przeciwcia³ami przeciwko Salmonella
Enteritidis. Bia³ka te zosta³y uznane za bardzo immu-
nogenne. Szczepienie tymi bia³kami w kombinacji
z odpowiednim adiuwantem mo¿e zabezpieczyæ ptaki
przed kolonizacj¹ jelit pa³eczkami S. Enteritidis.

Analiza densytometryczna obrazów uzyskanych na
b³onach nitrocelulozowych w reakcji immunoblottingu
wykaza³a dla bia³ek ekstrahowanych z bakterii hodo-
wanych w warunkach ograniczonego dostêpu do jonów
¿elaza obecno�æ swoistych reakcji w stosunku do anty-
genów o masie 18, 28, 32, 35, 55, 62, 66, 72, 90
i 100 kDa (ryc. 2; �cie¿ki 1, 3, 5 i 7). Najbardziej inten-
sywne reakcje dotyczy³y antygenów o masie 35 i 55 kDa.
W odniesieniu do bia³ek ekstrahowanych z bakterii ho-
dowanych na pod³o¿u bez dodatku chelatora stwierdzo-
no wyra�ne reakcje w stosunku do antygenów o masie
35 i 58 kDa i s³absze dla bia³ek o masie 18, 28, 32, 37,
63, 66, 72, 90 i 100 kDa (ryc. 2; �cie¿ki 2, 4, 6 i 8).
Bia³ka o masie 63, 72 i 100 kDa by³y niewidoczne
w obrazie elektroforetycznym. Rozbie¿no�ci w uzyska-
nych obrazach mog¹ sugerowaæ zbyt nisk¹ czu³o�æ u¿y-
tej techniki barwienia ¿eli, natomiast wysok¹ antygeno-
wo�æ bia³ek niewidocznych w rozdzia³ach elektrofore-
tycznych.

Analiza porównawcza wyników immunoblottingu
oraz rozdzia³ów elektroforetycznych (SDS-PAGE) po-
zwala stwierdziæ, ¿e w badanej surowicy nieobecne by³y
przeciwcia³a dla wiêkszo�ci frakcji bia³kowych widocz-
nych na ¿elach poliakrylamidowych. Mo¿e to, z jednej
strony, �wiadczyæ o braku lub s³abej immunogenno�ci
tych frakcji. Z drugiej strony, mo¿e to byæ wynikiem
tego, ¿e surowica u¿yta w immunoblottingu pochodzi³a
od królika immunizowanego pe³nymi komórkami S. En-
teritidis, u których dostêpno�æ uk³adu immunologicz-
nego do bia³ek b³ony zewnêtrznej by³a utrudniona.

Bia³kiem g³ównym, obecnym w obrazach elektrofo-
retycznych bakterii hodowanych z dodatkiem i bez che-
latora, a tak¿e w obrazie reakcji immunoblottingu by³a
proteina o masie 35 kDa. W opinii Ochoa-Repáraz i wsp.
(17), nale¿y j¹ zaliczyæ do termolabilnych poryn typu

OmpA. Bia³ka OmpA nadaj¹ce stabilno�æ b³onie ze-
wnêtrznej bakterii, stanowi¹ wa¿n¹ barierê chroni¹c¹
bakterie przed dzia³aniem dope³niacza. Przemawia to
za mo¿liwo�ci¹ ich wykorzystania jako immunogenu
w szczepionkach stosowanych w immunoprofilaktyce
zaka¿eñ S. Enteritidis.
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