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Electrophoretic characterization of outer membrane proteins of Salmonella Enteritidis strains
grown in diversified conditions and the estimation of their antigenic properties

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 pM 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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W Polsce zatrucia pokarmowe i infekcje powodo-
wane przez Salmonella Enteritidis stanowia powazny
problem od wielu lat. Udziat tych drobnoustrojow
w zatruciach pokarmowych u ludzi pozostaje w $cistym
zwiazku z powszechnym wystgpowaniem salmonelli
wsrdd ptakow (11, 20, 21). Ograniczenie zakazen dro-
biu, a w konsekwencji obnizenie liczby salmonelloz
u ludzi, wymaga dzialan majacych na celu uzyskanie
wolnych od infekcji stad ptakow oraz objecie ich pro-
gramem nadzoru 1 profilaktyki. Na mocy ustawy z dnia
11 marca 2004 r. ,,O ochronie zdrowia zwierzat oraz
zwalczaniu chorob zakaZznych zwierzat” salmonelloza

drobiu podlega obowiazkowi rejestracji oraz figuruje
w wykazie chorob odzwierzecych podlegajacych obo-
wiazkowi monitorowania (24).

W profilaktyce salmonelloz u drobiu dopuszcza sig
mozliwos$¢ stosowania szczepien ochronnych przy wy-
korzystaniu zarowno szczepionek inaktywowanych, jak
1 atenuowanych. Na podstawie wielu doswiadczen
stwierdzono, Ze ani zabite, ani zywe szczepionki nie
zabezpieczaja catkowicie przed bakteriami Sa/monella
(5, 14, 26). Istotnym celem jest wigc doskonalenie prac
nad rozwojem szczepionek podjednostkowych, zawie-
rajacych nietoksyczne komponenty bakteryjne, indu-
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kujace zarowno wysokie miana przeciwciat ochronnych,
jak 1 mechanizmy odpornosci komorkowe;j, ktore od-
grywaja wazna rol¢ w eliminacji salmonelli.

Wsrdéd czynnikéw wirulencji S. Enteritidis, ktore sa
potencjalnymi immunogenami, istotna rol¢ jako kom-
ponenty szczepionek podjednostkowych moga odgry-
wac biatka blony zewngtrznej (outer membrane prote-
ins — OMPs). Petnia one gldwna role w adaptacji bak-
terii do niesprzyjajacego dla nich §rodowiska gospoda-
rza (13).

Préby wykorzystania bialek blony zewngtrznej do
produkcji szczepionek ida w kilku kierunkach. Prowa-
dzone sa intensywne prace majace na celu stworzenie
szczepionek wykorzystujacych biatka uczestniczace
w transporcie zelaza oraz proteiny typu OmpA, ktore sa
antygenowo spokrewnione u wielu bakterii Gram-ujem-
nych (15, 22). Zaawansowane sa tez proby opracowa-
nia 1 wykorzystania szczepionek zawierajacych biatka
btony zewngtrznej, ktore uczestnicza w procesie przy-
legania S. Enteritidis do nabtonka jelitowego (4, 25).

Nalezy jednak pamigtac, ze niektore biatka btony ze-
wnetrznej Salmonella moga by¢ odpowiedzialne za ha-
mowanie biologicznej aktywnos$ci komorek bioracych
udziat w odpowiedzi immunologicznej. W badaniach
Chander i wsp. (2) wykazano, ze biatko S. Typhi o ma-
sie 55 kDa, ktorego ekspresja wzrasta w pod wplywem
krotkotancuchowych kwasow thuszczowych obecnych
w jelitach gospodarza, indukuje apoptoze makrofagow.
W innych badaniach zidentyfikowano biatka btony ze-
wngtrznej S. Typhimurium uczestniczace w ochronie
tych patogennych mikroorganizmow przed dziataniem
peptydoéw przeciwbakteryjnych w organizmie gospo-
darza (6). Identyfikacja czynnikow, ktore ostabiaja od-
powiedz immunologiczna, moze pozwoli¢ na ich wy-
eliminowanie ze szczepionek w celu uzyskania lepsze;j
odpornosci.

Z uwagi na brak w warunkach krajowych badan obej-
mujacych charakterystyke profili biatek btony zewngtrz-
nej wsrod izolowanych od ludzi i drobiu szczepow
S. Enteritidis oraz nieliczne publikacje z tego zakresu
za granica, celem badan bylo okreslenie profili elektro-
foretycznych (SDS-PAGE) bialek btony zewngtrznej
szczepow S. Enteritidis oraz identyfikacja tych antyge-
noéw, ktore indukuja pojawienie si¢ swoistych przeciw-
cial u szczepionych zwierzat. Uzyskane wyniki powin-
ny umozliwi¢ wyselekcjonowanie bialek, ktore ewen-
tualnie mogtyby znalez¢ zastosowanie w przygotowa-
niu szczepionki podjednostkowe;.

Materiat i metody

W badaniach wykorzystano rézniace si¢ pod wzgledem typu
bakteriofagowego, 4 szczepy S. Enteritidis izolowane od lu-
dzi i drobiu, pochodzace z kolekeji Instytutu Biologicznych
Podstaw Chordb Zwierzat w Lublinie.

Do momentu rozpoczecia badan wszystkie szczepy prze-
chowywane byly na bulionie tryptozowo-sojowym z dodat-
kiem 30% glicerolu, w temperaturze —70°C. Przynalezno$¢
szczepoéw do serowaru S. Enteritidis potwierdzona zostala
w badaniu mikrobiologicznym, biochemicznym i serologicz-
nym (17).

Medycyna Wet. 2008, 64 (2)

Bialtka blony zewnegtrznej otrzymywano wg metody zapro-
ponowanej przez Morton i wsp. (16). Wykorzystane w do-
$wiadczeniu szczepy bakteryjne hodowane byty zaréwno
w warunkach standardowych, jak i przy ograniczonym dostg-
pie do jondéw zelaza, na bulionie tryptozowo-sojowym przez
14 godzin w temperaturze 37°C. W celu wywotlania ekspresji
biatek bioracych udziat w pozyskiwaniu i transporcie zelaza
przez komorki bakteryjne, do podtoza wzrostowego dodawa-
no 200 uM 2,2-dipirydylu (Sigma) jako chelatora. Komorki
bakteryjne, po przeptukaniu w PBS, wirowano przez 20 min.
w temp. 4°C (20 000 x g), a uzyskany osad zawieszano w 25
ml 0,01 M buforu HEPES (Sigma) o pH 7,4 z dodatkiem 20%
sacharozy. Schtodzone w tazni lodowej komorki bakteryjne
rozbijano ultradZzwigkami w pigciu 30-sekundowych cyklach,
przy maksymalnej mocy urzadzenia (Ultrasonic desintegra-
tor type UD-20, Techpan). Komorki, ktore nie zostaly rozbi-
te, usuwano poprzez wirowanie (20 min., 4°C, 5000 x g),
a powstaly supernatant ponownie wirowano przy 50 000 x g
przez 4 godz. w temp. 4°C. W dalszej procedurze pozyskiwa-
nia OMPs osad zawieszano w 1% roztworze Sarkosylu (sol
sodowa N-laurylo-sarkozyny, Sigma) i ostroznie mieszano
przez 30 min. w temperaturze pokojowej. Nie rozpuszczone,
zewngtrzne membrany byly zbierane przez wirowanie (50 000
x g przez 12 godz. w temp. 4°C). Uzyskany osad przeptuki-
wano i zawieszano w 1 ml w sterylnej wody dejonizowanej.

Koncentracjg biatka w poszczegdlnych ekstraktach okres-
lano metoda Bradforda (1), wykorzystujac odczynnik wskaz-
nikowy Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad). Pomiaru dokona-
no przy uzyciu czytnika Multiskan Plus (Labsystem), stosu-
jac filtr o dtugosci fali 595 nm.

Analizg biatek btony zewngtrznej przeprowadzono z za-
stosowaniem elektroforezy w zelu poliakrylamidowym SDS-
-PAGE wg Laemmli (12). Rozdzial prowadzono w 12% zelu
rozdzielajacym (Tris-HCI, pH 8,8). Jako zel wprowadzajacy
zastosowano 4% poliakrylamid w buforze Tris-HCl o pH 6,8.
Elektroforezg prowadzono w standardowym buforze komo-
rowym Tris-Glicyna przy statym napigciu 100 V. Jako wzo-
rzec masowy zastosowano PageRuler™ Prestained Protein
Ladder (Fermentas), z zakresem mas od 11 do 170 kDa. Zele
barwione bigkitem kumazyny R-250 (Sigma), po odbarwie-
niu tla, analizowano densytometrycznie przy pomocy syste-
mu do dokumentacji zeli Gel-Doc (Bio-Rad) i programu kom-
puterowego Quantity One (Bio-Rad). W analizie uwzgled-
niono masg czasteczkowa i gestos¢ optyczna frakcji biatko-
wych badanej probki.

Wiadciwoscei antygenowe poszczegdlnych frakcji biatko-
wych oceniono na podstawie reakcji immunoblotingu wg pro-
cedury Towbin i wsp. (23). Frakcje biatkowe uzyskane w roz-
dziale elektroforetycznym przenoszono na btong nitrocelulo-
zowa (Supported Nitrocelulose Membrane; 0,2 um; Bio-Rad),
przy uzyciu aparatu (Gibco, Mino V 8x10), przy stalym na-
pigciu 100 V, przez 1 godz. w temp. 4°C. Jako wzorzec maso-
wy zastosowano PageRuler™ Prestained Protein Ladder
z zakresem mas od 11 do 170 kDa. W etapie pierwszego prze-
ciwciata zastosowano rozcienczona 1 : 100, natywna surowi-
c¢ krolika immunizowanego petnymi komorkami S. Enteriti-
dis (Immunolab). W etapie drugiego przeciwciata zastosowa-
no surowicg kozia, zawierajaca skoniugowane z peroksydaza
chrzanowgq przeciwciala przeciwko IgG krolika, w rozcien-
czeniu 1 : 5000 (Bio-Kom). W celu wywotania reakcji barw-
nej, jako substrat wykorzystano 1,4 chloronaftol (Bio-Rad).
Analiz¢ densytometryczna uzyskanych obrazow przeprowa-
dzono z pomoca systemu do dokumentacji zeli Gel Doc 2000
(Bio-Rad) i programu komputerowego Quantity One.
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Wyniki i omowienie

Analiza densytometryczna rozdziatu elektroforetycz-
nego wykazata, ze dla szczepow hodowanych w warun-
kach standardowych charakterystyczny byt jeden profil
biatkowy 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; $ciezki 2, 4, 6 1 8). Frakcje o masie 20,
22, 35137 kDa, charakteryzujace si¢ wysoka gestoscia
optyczna (OD = 0,3) okreslono jako glowne. Dla szcze-
poéw hodowanych w warunkach z ograniczonym doste-
pem do jondw zelaza charakterystyczny byt rowniez je-
den profil biatkowy z obecnoscia 24 frakcji (ryc. 1; Sciez-
ki 1, 3, 51 7). Zidentyfikowano biatka 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. Najwyzsza ggstoscia
optyczna (OD = 0,3) charakteryzowaty sig biatka o ma-
sie 19, 35,37, 55174 kDa. W opinii Poppe 1 wsp. (19),
wysoka homologia w zakresie ilosci uzyskanych frak-
cji, ich masy czasteczkowej 1 ggstosci optycznej zarow-
no dla szczepéw hodowanych z, jak i bez dodatku che-
latora moze $wiadczy¢ o bliskim pokrewienstwie uzy-
tych w badaniach szczepow S. Enteritidis.

Dodatek do podtoza wzrostowego 200 pM 2,2-dipi-
rydylu spowodowat ekspresje biatek blorqcych udziat
w pozyskiwaniu i transporcie zelaza przez S. Enteriti-
dis. Byty to dobrze widoczne w zelu proteiny o masie
19, 55, 70, 74 i 78 kDa oraz stabiej widoczne prazki
o masie 30, 51 oraz 62 kDa. Dla bakterii hodowanych
bez dodatku chelatora charakterystyczna byta ekspresja
biatek o masie 20, 31, 42, 45, 48, 53 1 58 kDa. Niektore
biatka blony zewngtrznej szczepow S. Enteritidis hodo-
wanych w tych warunkach ulegaty wigkszej ekspreSJl
niz w warunkach z ograniczonym dostgpem jonow ze-
laza. Byly to proteiny o masie 22 i 33 kDa.

W dostgpnym pismiennictwie, w ktorym analizowa-
no profile biatek blony zewngtrznej S. Enteritidis, sta-
rano si¢ wyodregbni¢ biatka charakterystyczne dla po-
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Ryec. 1. Obraz elektroforetyczny (SDS-PAGE) bialek blony
zewnetrznej Salmonella Enteritidis

(kDa) a—

195

szczegdlnych izolatow. I¢gen i wsp. (7, 8) przebadali
szczepy S. Enteritidis wyizolowane od ludzi, kurczat i z
jaj, oceniajac ich antybiotykoopornosc, proﬁle plazmi-
dowe, typy fagowe oraz profile elektroforetyczne lipo-
polisacharyd(')w 1 OMPs. Wsrod nich 64,6% zawieraty
gtéwne biatka o masie 30,6 i 34,6 kDa., a 32,9% cha-
rakteryzowaly si¢ obecnoscia protein o masie 27,2; 30,6
i1 34,6 kDa. Dwa szczepy izolowane od kurczat mialy
inny profil elektroforetyczny, dla ktorego charakterys-
tyczne bylo wystgpowanie biatek o masie 25,6; 27,2;
30,6 1 34,6 kDa. W badaniach przeprowadzonych przez
Poppe i wsp. (19) okreslono profile elektroforetyczne
biatek btony zewngtrznej 318 szczepow S. Enteritidis
wyizolowanych od drobiu, dla ktorych charakterystyczne
byty gtowne frakcje o masie 37, 40 i 42 kDa. Niewiel-
kie roznice w ilo$ci oraz rozmieszczeniu frakcji biatko-
wych wystgpujace w cytowanych eksperymentach i ba-
daniach wtasnych, moga by¢ wynikiem odmiennych
warunkéw hodowli, procedur ekstrakceji biatek oraz ggs-
tosci zelu.

Bakterie jelitowe, w tym pateczki Salmonella, zaspo-
kajaja swoje zapotrzebowanie na jony zelaza gtownie
wykorzystujac siderofory. Kompleks zelaza z siderofo-
rem jest wigzany ze specyficznym btonowym recepto-
rem biatkowym IROMPs (iron — repressible outer mem-
brane proteins). Wigkszos¢ sideroforow Sal/monella na-
lezy do klasy katecholowej — enterobaktyny. Niektore
szczepy wytwarzaja aerobaktyny — siderofory klasy hyd-
roksamowej. U wielu bezwzglgdnie i warunkowo cho-
robotwoérczych bakterii zaobserwowano wyrazna zbiez-
no$¢ chorobotworczosci z wytwarzaniem sideroforow.
Wprowadzenie egzogennych sideroforow do organizmu
zwierzat doswiadczalnie zakazonych szczepami rodza-
juSalmonella znacznie zwigkszato zjadliwo$¢ tych bak-
terii (10).

W przeprowadzonych badaniach wiasnych wykaza-
no obecno$¢ IROMPs o masie 19, 55, 70, 74 1 78 kDa.
Jest to zgodne wynikami badan przeprowadzonych przez
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Ryec. 2. Obraz reakcji immunoblottingu natywnej surowicy
krélika immunizowanego pelnymi komérkami Salmonella
Enteritidis z bialkami blony zewne¢trznej

Objasnienia do ryc. 1 i 2: W — wzorzec masowy (11-170 kDa); 1, 3 — Salmonella Enteritidis izolowana od drobiu, hodowana na
podiozu z chelatorem; 2, 4 — szczepy izolowane od drobiu, hodowane na podtozu standardowym; 5, 6 — szczepy izolowane od
cztowieka, hodowane na podtozu z chelatorem; 6, 8 — szczepy izolowane od cztowieka, hodowane na podtozu standardowym
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Chart i wsp. (3). W badaniach wykonanych przez King-
sley 1 wsp. (9) zidentyfikowano frakcj¢ o masie 74 kDa
jako receptor aerobaktyny (IutA) oraz frakcj¢ o masie
78 kDa jako receptor enterobaktyny (FhuA). Wedtug
tych autoréw, biatka te nalezy bra¢ pod uwage w kon-
struowaniu szczepionek wykorzystywanych w swoistej
immunoprofilaktyce zakazen S. Enteritidis.

Interesujace informacje na temat udziatu biatek bto-
ny zewngtrznej w patogenezie zakazen powodowanych
przez S. Enteritidis u drobiu podaje Fadl i wsp. (4). Przy
uzyciu linii komoérek Int-407 nabtonka jelita ludzkiego
embrionu zidentyfikowali oni biatka btony zewngtrz-
nej, ktore ulegaja ekspresji w trakcie przylegania bakte-
rii do komorek nabtonka jelitowego. Scharakteryzowa-
no szereg biatek ekstrahowanych z S. Enteritidis hodo-
wanych w tych warunkach. Byly to proteiny o masie
19,3; 31,2; 35,5; 49,2; 75,6 1 82,3 kDa. Biatka te nie
byty rozpoznawane w komorkach S. Enteritidis hodo-
wanych w bulionie LB. Biatka o masie 75,6 i 82,3 kDa
dawaty wyrazne prazki w reakcji immunoblottigu z po-
liklonalnymi przeciwcialami przeciwko Salmonella
Enteritidis. Biatka te zostaty uznane za bardzo immu-
nogenne. Szczepienie tymi biatkami w kombinacji
z odpowiednim adiuwantem moze zabezpieczy¢ ptaki
przed kolonizacja jelit pateczkami S. Enteritidis.

Analiza densytometryczna obrazéw uzyskanych na
btonach nitrocelulozowych w reakcji immunoblottingu
wykazala dla biatek ekstrahowanych z bakterii hodo-
wanych w warunkach ograniczonego dost¢pu do jonow
zelaza obecnos$¢ swoistych reakeji w stosunku do anty-
genow o masie 18, 28, 32, 35, 55, 62, 66, 72, 90
1 100 kDa (ryc. 2; $ciezki 1, 3, 51 7). Najbardziej inten-
sywne reakcje dotyczyly antygenéw o masie 351 55 kDa.
W odniesieniu do biatek ekstrahowanych z bakterii ho-
dowanych na podtozu bez dodatku chelatora stwierdzo-
no wyrazne reakcje w stosunku do antygendw o masie
351 58 kDa 1 stabsze dla biatek o masie 18, 28, 32, 37,
63, 66, 72, 90 i 100 kDa (ryc. 2; $ciezki 2, 4, 6 1 8).
Biatka o masie 63, 72 i 100 kDa byly niewidoczne
w obrazie elektroforetycznym. Rozbieznos$ci w uzyska-
nych obrazach moga sugerowac zbyt niska czutos$¢ uzy-
tej techniki barwienia zeli, natomiast wysoka antygeno-
wos¢ biatek niewidocznych w rozdziatach elektrofore-
tycznych.

Analiza poréwnawcza wynikéw immunoblottingu
oraz rozdziatow elektroforetycznych (SDS-PAGE) po-
zwala stwierdzi¢, ze w badanej surowicy nieobecne byty
przeciwciala dla wigkszosci frakcji biatkowych widocz-
nych na zelach poliakrylamidowych. Moze to, z jednej
strony, §wiadczy¢ o braku lub stabej immunogennosci
tych frakcji. Z drugiej strony, moze to by¢ wynikiem
tego, ze surowica uzyta w immunoblottingu pochodzita
od krolika immunizowanego pelnymi komoérkami S. En-
teritidis, u ktérych dostgpnos$¢ uktadu immunologicz-
nego do biatek btony zewngtrznej byta utrudniona.

Biatkiem gléwnym, obecnym w obrazach elektrofo-
retycznych bakterii hodowanych z dodatkiem i bez che-
latora, a takze w obrazie reakcji immunoblottingu byta
proteina o masie 35 kDa. W opinii Ochoa-Reparaz i wsp.
(17), nalezy ja zaliczy¢ do termolabilnych poryn typu
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OmpA. Biatka OmpA nadajace stabilnos¢ blonie ze-
wnetrzne] bakterii, stanowia wazna barierg chroniaca
bakterie przed dzialaniem dopetniacza. Przemawia to
za mozliwoscia ich wykorzystania jako immunogenu
w szczepionkach stosowanych w immunoprofilaktyce
zakazen S. Enteritidis.
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