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Relationships of rough Salmonella strains with representatives of some serovars found in animals

Summary

The objective of this study was to provide an epidemiological characterisation of rough Salmonella strains
and to evaluate their genetic relationship with some representatives of serovars noted in animals. Genome
macrorestriction by means of pulsed field gel electrophoresis of 57 rough strains revealed 8 groups showing
high genetic similarity to the profiles observed in Salmonella Enteritidis, Salmonella Mbandaka, Salmonella
Typhimurium, Salmonella Goldcoast, Salmonella Infantis, Salmonella Hadar, Salmonella Oranienburg and
Salmonella Derby. Some of them showed profiles indistinguishable from the representatives of the above-
-mentioned serovars. These included also the most numerous group of “Salmonella Enteritidis-like” strains.
This proves epidemiologic relationships within this group as well as with the reference strains, representing
serovars found in animals. It was concluded that the molecular typing of rough strains provides additional
epidemiological information and could sufficiently support routine Salmonella diagnostics, including

autoaglutinating isolates.
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Rutynowa diagnostyka Salmonella obejmuje iden-
tyfikacje struktury antygenowej szczepow zgodnie ze
schematem White-Kauffmann-LeMinor (11). W bada-
niach epidemiologicznych niezbedne Jest dysponowa-
nie danym1 umozliwiajacymi dalsze réznicowanie
szczepow w obrebie serowaru. Do tego celu wykorzy-
stywanych jest szereg metod fenotypowych 1 genoty-
powych, takich jak np.: analiza restrykcyjna genomu
z zastosowaniem elektroforezy w zmiennym polu
elektrycznym (PFGE), PCR, MLST czy MLVA (2-5,
7,9, 12).

Ochrona zdrowia konsumentow jest jednym z prio-
rytetow polityki realizowanej przez Unig Europejska
(7). Ze wzgledu na wysoka liczbe przypadkow salmo-
nellozy u ludzi, we wszystkich krajach cztonkowskich
wdrozono programy zwalczania Sa/monella w stadach
kur 1 indykow. Ich celem jest ograniczenie czgstosci
wystgpowania serowarow Sa/monella istotnych w epi-
demiologii zakazen cztowieka, takich jak: Sa/monella
Enteritidis, Salmonella Typhimurium, Salmonella
Hadar, Salmonella Infantis 1 Salmonella Virchow.
Badania laboratoryjne, niezbedne przy realizacji tych

programow, sa wykonywane znormalizowana (18) me-
toda obejmujaca izolacje 1 identyfikacjg¢ serologiczna
pateczek Salmonella. Niekiedy natrafia si¢ na trudnos-
ci diagnostyczne wynikajace z wystgpowania szcze-
pow o nietypowej strukturze antygenowej, nie posia-
dajacych faz rzgskowych, ze staba ekspresja rzgsek czy
tez cechujacych si¢ wlasciwosciami autoaglutynacyj-
nymi (szczepy ,,szorstkie”, ,,R”, posiadajace w Scia-
nie komorkowej czasteczki lipopolisacharydowe poz-
bawione tancucha O-swoistego) (1, 3, 9, 10, 13, 16,
17). Bledne rozpoznanie struktur antygenowych szcze-
pow moze skutkowaé ograniczeniem efektywnosci
programow zwalczania Salmonella w krajach Wspo6l-
noty Europejskiej (7). Dodatkowo, ocena sytuacji
epidemiologicznej przeprowadzona w oparciu o tak
uzyskane wyniki, moze odbiega¢ od sytuacji rzeczy-
wistej.

Celem prezentowanych badan byta charakterystyka
epidemiologiczna szorstkich szczepow Salmonella
oraz okreslenie ich pokrewienstwa genetycznego ze
szczepami reprezentujacymi serowary stwierdzane
u zwierzat.



Medycyna Wet. 2011, 67 (3)

Materialy i metody

Szczepy bakteryjne. Przedmiotem badan byto 57 auto-
aglutynujacych szczepow Salmonella wyizolowanych w latach
2007-2010 od kur reprodukeyjnych (N = 7), niosek (N = 13),
brojleréw (N = 29), kur o nieustalonej uzytkowosci (N = 1),
kaczek (N = 2), srodowiska produkcji pasz (N = 2), z pasz
(N=1)1izywnosci (N =2). Szczegdtowe informacje dotycza-
ce zrodla i czasu izolacji szczepow przedstawiono na ryc. 1.
Przynalezno$¢ izolatoéw do rodzaju Sal/monella zostata po-
twierdzona przy uzyciu opisanych wczesniej metod bioche-
micznych (14), jednak w trakcie identyfikacji serologicznej
wykonywanej metoda aglutynacji szkietkowej, zgodnie ze
schematem White-Kauffmann-Le Minor (11), wykazywaty one
wlasciwosci autoaglutynacyjne pomimo wielokrotnych pasa-
zy przez np. pozywki ptynne (bulion wg Rappaport-Vassilia-
dis z soja— RVS, bulion mézgowo-sercowy — BHI) badz przez
zmodyfikowana potplynna pozywke Rappaport-Vassiliadis
(MSRV) (1).

Elektroforeza w pulsacyjnym polu elektrycznym. Do
zréznicowania szczepOw zastosowano analiz¢ restrykcyjna
genomu z zastosowaniem elektroforezy w pulsacyjnym polu
elektrycznym (PFGE — Pulse field gel electrophoresis). Przy-
gotowanie DNA bakteryjnego, rozdziat elektroforetyczny
(CHEF DRI, Bio-Rad) i analizg obrazu zelu (BioNumerics,
Applied Maths) wykonano zgodnie z zaleceniami PulseNet
Europe (20). Trawienie DNA przy uzyciu 20U enzymu res-
trykcyjnego Xbal (Fermentas) prowadzono przez 4 godz.
w temperaturze 37°C. Zel agarozowy barwiony w roztworze
bromku etydyny wizualizowano w $wietle UV 1 archiwizo-
wano przy uzyciu systemu dokumentacji zeli (EC3110, UVP
LLC Biolmaging Systems).

Do porownania profili DNA zastosowano wspdtczynnik
Dice. Dendrogram generowano z zastosowaniem metody
UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic
mean) przy 1,5% optymalizacji i 0,5% tolerancji potozenia
prazka. Stwierdzone profile genomowego DNA szczepow
szorstkich porownano z zasobami wlasnej bazy danych za-
wierajacej profile okoto 900 szczepow Salmonella. W niniej-
szym opracowaniu uzyskiwane wyniki poréwnano z 11 pro-
filami charakterystycznymi dla szczepéw odniesienia zakla-
syfikowanych do 8 serowardéw Salmonella: Enteritidis, Mban-
daka, Typhimurium, Goldcoast, Infantis, Hadar, Oranienburg
i Derby.

Wyniki i omowienie

Wsrod badanych szezepow Salmonella stwierdzo-
no 20 profili makrorestrykcyjnych genomowego DNA
(ryc. 1), z ktérych 14 obserwowano u pojedynczych
szczepow. Dwa profile byly reprezentowane przez
2 szczepy, natomiast pozostate 4 obserwowano u 4, 5,
6 124 izolatéw. Pokrewienstwo genetyczne badanych
szczepoOw wyniosto 51%.

Z dostgpnego pismiennictwa wynika, ze wigkszos¢
szczepoOw reprezentujacych ten sam serowar Salmo-
nella 1 wystepujacych w tym samym czasie i regionie
geograficznym cechuje wysoki stopien pokrewienstwa
(4, 8,10, 13, 17). Analiza uzyskanych wynikow suge-
ruje, ze badane szczepy Salmonella najprawdopodob-
niej wywodza si¢ z kilku serowaréw. Na podstawie
przyjetego a priori kryterium pokrewienstwa genetycz-
nego wynoszacego 80%, badane szczepy zakwalifi-
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kowano do 8 grup obejmujacych profile makrorestryk-
cyjne identyczne lub zblizone do tych stwierdzanych
u szczepOw odniesienia: Salmonella Enteritidis, Sal-
monella Mbandaka, Salmonella Typhimurium, Sal-
monella Goldcoast, Salmonella Infantis, Salmonella
Hadar, Salmonella Oranienburg i Salmonella Derby.
Przyjete kryterium oceny pokrewienstwa genetyczne-
go szczepow zgodne z zasadami analizy wzorow elek-
troforetycznych opisanymi przez Tenover i wsp. (19)
zaktada, ze roznica profili elektroforetycznych obej-
mujaca do 6 fragmentow DNA chromosomalnego
moze by¢ efektem dwoch zdarzen genetycznych (np.
mutacja, delecja, 1nserc3a) i $wiadczy o potencjalnym
pokrewienstwie szczepow.

Czterdziesci z 57 badanych izolatéw charaktery-
zowalo si¢ profilem identycznym z obserwowanym
ujednego ze szczepow odniesienia. Najliczniejsza gru-
pa badanych szczepow szorstkich charakteryzowata sig
profilami makrorestrykcyjnymi odpowiadajacymi
zgromadzonym w bazie profilom Sal/monella Enteri-
tidis. W obrgbie tej grupy wyodrgbniono 9 profili,
z ktorych najliczniejszy byt reprezentowany przez 24
szczepy wyosobnione od kur (N = 22) i kaczek (N = 2)
w latach 2007-2010. Wykazywaty one 100% pokre-
wienstwo genetyczne ze szczepem Salmonella Ente-
ritidis N192A uzyskanym ze stada kur niosek w 2005 r.
Kolejna grupa 6 szczepéw wyizolowanych ze stad kur
reprodukcyjnych (N = 1), niosek (N = 2) i brojleréw
(N = 3) wykazata profil nierozroéznialny z Salmonella
Enteritidis N390B izolowanym w 2005 r. od kur nio-
sek. Analogicznie, 4 kolejne izolaty pochodzace ze
stada reprodukcyjnego kur i stad brojlerow (N = 3)
charakteryzowatly si¢ réwniez identycznym profilem
z Salmonella Enteritidis N316D (kury nioski, 2005 r.).
Stopien podobienstwa obu wymienionych wczesniej
profili z najliczniej reprezentowanym wzorcem siggnat,
odpowiednio, 95% i 90%, co $wiadczy o wysokim
pokrewienstwie genetycznym (19). W zwiazku z fak-
tem, ze w kazdej z grup szczepow szorstkich o nieroz-
réznialnym profilu charakterystycznym dla Salmonella
Enteritidis obserwowano izolaty pochodzace ze stad
reprodukcyjnych, udowodniona wydaje si¢ rola pio-
nowej transmisji zakazenia do stad kur niosek 1 broj-
leréw. Ogotem do grup wykazujacych podobienstwa
do profili Salmonella Enteritidis nalezato 44 z 57
(77,2%) badanych szczepdw. Stopien pokrewienstwa
przekraczajacy w wigkszosci przypadkow 85% wska-
zuje na istnienie silnych zwiazkow epidemiologicz-
nych pomigdzy tymi szczepami i uzasadnia stosowa-
nie w odniesieniu do nich terminu ,,podobne do Sal-
monella Enteritidis”. Analogiczne podejscie prezen-
towali inni autorzy, kwalifikujac atypowe formy Sal-
monella do okreslonych serowardéw, pomimo braku
ekspresji pelnej struktury antygenowej (6, 7, 9, 10).

Dwa szczepy charakteryzowaty si¢ 100% 1 93%
pokrewienstwem genetycznym ze szczepem Salmonel-
la Infantis NO26A (kury nioski, 2005 r.). Trzy kolejne
szczepy wykazywaly identyczne profile genetyczne ze



196

Dice (Opt:0.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]

PFGE-Xbal PFGE-Xbal

nr szczepu
2457/2009
| NO26A
1252/2009
|| 2109/2009
1l 433/2003
|| | 1164/2008
| || || | 1641/2008
1723/2009
1748/2008
DK-U292
| 0453/2010
| 0464/2010
| 0449/2010
| | 0841/2010
| 11 0837/2010
I

I

0
8
I

60
65
70
E75
80
-85
90
5
~100

| 0521/2010
| 0523/2010
I

| 1169/2009
| 2459/2009
| 0111/2009
[] 0461/2010
[] 0944/2007

| 2442/2009

I
I
I
I I
| [ N316D
| 0043/2010
| | 0125/2007
| [| 0197/2010
| 0225/2010
| 0259/2010
| 0261/2010
| 0279/2010
| 0280/2010
| 0397/2009
| 0457/2010
11 1 0470/2010
0529/2010
| 0545/2010
| 0547/2010
0549/2010
| | | 0604/2010
0619/2010
1191/2008
I 1199/2009
1] 1203/2008
| | 1454/2008
| 1666/2008
1950/2007
2160/2009
N192A
| 1111/2009
|| 0112/2009
1 0394/2009
| 0450/2010
| 0631/2010
I 0639/2010
|| 1141/2008
|| N390B
| 1164/2009
| 1288/2009
| 1500/2009
| 2029/2009
I
I
I

2035/2009
2036/2009
1188/2009

[ | 155212008
|| | 1554/2008

| | 11 0462/2010
Lo I 104212010
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szczepami, odpowiednio, Salmonella Oranienburg,
Salmonella Derby 1 Salmonella Hadar. Stwierdzenie
szczepu ,,podobnego do Salmonella Hadar” o profilu
nierozro6znialnym z izolatem uzyskanym od czlowie-
ka wskazuje na potencjalne zagrozenie dla zdrowia
publicznego ze strony szczepow szorstkich.

Nieco i 1naczeJ przestawia sig sytuacja w przypadku
grupy 6 szczepow, dla ktorych w bazie nie stwierdzo-
no odpowiadajacych im profili. Pig¢ z nich wykazy-
wato co najmniej 82% podobienstwo z profilami Sal-
monella Mbandaka, a szosty — 86% w odniesieniu do
Salmonella Typhimurium. Co ciekawe, szczep ,,podob-
ny do Salmonella Typhimurium” wykazywat najwyz-
sze pokrewienstwo ze szczepem odpowiedzialnym
za szereg zakazen ludzi w Danii, ktérego pierwotnie
trudne do identyfikacji zrodto zakazenia (8) udato sig
zidentyfikowa¢ dzigki badaniom prowadzonym row-
nolegle w Danii, Norwegii 1 Szwecji. Wskazaly one
wymiang handlowa jako kluczowa przyczyng szerze-
nia si¢ zakazenia u ludzi (4).

Intensywna wymlana handlowa moze by¢ tez przy-
czyna pojawienia si¢ zarowno szczepow szorstkich,
jak 1 ,,egzotycznych” serowaréw Salmonella, taklch
jak Salmonella Goldcoast, ktorego wystgpowanie si¢
u zwierzat w Polsce obserwuje si¢ od 2008 r. W pre-
zentowanych badaniach stwierdzono 2 szczepy szorst-
kie, ktore charakteryzowaly si¢ profilem identycznym
z nalezacym do tego serowaru szczepem 1641/2008.
Na podkreslenie zastuguje fakt, ze jeden z nich zostat
wyizolowany z paszy, co moze wskazywac narolg tego
elementu fancucha zywieniowego w szerzeniu sig za-
kazen wywotywanych przez szorstkie szczepy Salmo-
nella.

Wzrost czestotliwo$ci wystgpowania szczepow
szorstkich, odnotowany u zwierzat w ostatnim okre-
sie na terenie Polski (obserwacje wlasne), moze by¢
spowodowany oddzialywaniem na komorki Salmonel-
la antybiotykow, srodkoéw dezynfekujacych czy czyn-
nikow srodow1sk0wych (1, 3, 16). Zwalczanie niekto-
rych serowardw Salmonella u drobiu, prowadzone od
kilku lat na terenie Wspolnoty, potaczone z zabiegami
dezynfekcyjnymi prowadzonymi na terenie ferm, moze
wptynac na wzrost czgstosci wystgpowania szczepow
szorstkich oraz serowarow dotychczas rzadko noto-
wanych. Utrzymywanie si¢ przez kilka lat zakazen
drobiu szczepami szorstkimi ,,podobnymi do” okres-
lonych serowaréw wskazuje na znaczenie epidemio-
logiczne tego zjawiska. Z pi§miennictwa wynika, ze
w przewodzie pokarmowym zwierzat moze dojs$¢ do
odtworzenia struktury antygenowej charakterystycznej
dla gladkich szczepow Salmonella (4). Dlatego nie
nalezy wyklucza¢ mozliwosci rewersji wlasciwosci
patogennych u szorstkich szczepow Salmonella i wy-
wotywania przez nie zachorowan zwierzat i ludzi (16).

Przedstawione wyniki §wiadcza o potrzebie 1 moz-
liwosci zastosowania metod molekularnych w uzupet-
nieniu rutynowej diagnostyki Salmonella. PFGE umoz-
liwita bowiem zakwalifikowanie wszystkich badanych
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szczepow do grup o wysokim podobienstwie z profi-
lami DNA stwierdzanymi u serowaréw wystepujacych
u zwierzat. W $§wietle dostepnych informacji wydaje
sig, ze technika serologlcznego oznaczania Salmonel-
la jest coraz czeSciej wspierana metodami genotypo-
wymi (3, 7,9, 10, 15).
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