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Summary

Expression of flagellar antigens is necessary to determine the complete antigenic structure of a Salmonella
isolate. In many cases, this involves techniques that make it possible to select bacterial cells capable of expressing
the currently inhibited antigen phase. The aim of the study was to compare the effectiveness of three available
methods used for phase inversion of the flagellar antigens of Salmonella: Gard’s plate, Craigie’s tube and
the paper bridge method. A total of 137 isolates with the expression of somatic antigen and only one of the
two flagella phases were selected for the study. The three techniques identified Salmonella serovars in 83.2%
(114/137) of the isolates tested. The paper bridge method proved to be the most effective technique, identifying
inhibited antigens in 97.3% of isolates, followed by Gard’s plate and Craigie’s tube, which were successful in,
respectively, 60.5% and 40.3% of cases. The specificity of each method was 100%. The test lasted 24 hours
for all isolates tested by Gard’s plate method, from 48 to 96h in the paper bridge method, and at least 48 h in
Craigie’s tube method. The results show that the paper bridge method is a simple and inexpensive technique
of phase inversion, highly effective in Salmonella identification. However, if rapid identification is required,
Gard’s plate can be used simultaneously with the paper bridge method, so that the test can be continued by

the latter method if the expected result is not achieved within the first day.
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Identyfikacja serologiczna Salmonella zgodna ze
schematem White’a-Kauffmanna-Le Minora (WKLM)
(10), pomimo opracowania szeregu metod moleku-
larnych (1, 19, 23, 24), od lat pozostaje referencyjng
metodg diagnostyczng. Okreslenie serowaru Sa/monella
polega na identyfikacji dwoch typdéw antygendw: lipo-
polisacharydowych antygenow somatycznych (anty-
geny O) oraz bialek flageliny (antygeny H), ktore sa
elementem sktadowym rzesek warunkujacych zdolnosé¢
Salmonella do ruchu (3). Na podstawie antygenow
somatycznych serowary sg klasyfikowane do 46 grup
serologicznych. Dziewigcdziesigt dziewigé rdéznych
czynnikéw antygenowych tworzy 114 znanych obec-
nie antygenoéw rzeskowych. Kombinacje antygenow
somatycznych 1 rzgskowych pozwolity wyrdzni¢ 2659
serowarow Salmonella (15).

Bialka flageliny reprezentuja dwa serologicznie rézne
typy, FljB 1 FliC, ktorych strukture koduja, odpowiednio,
geny fljB i fliC (3, 18). Konserwatywny charakter kon-
cow 5’13’ obu genow skutkuje identyczng strukturg 71
pierwszych 146 ostatnich aminokwasow flageliny, ktore
odpowiadajg za potaczenie z pozostalymi elementami

strukturalnymi rzeski. R6zna antygenowos¢ ekspono-
wanej na zewnatrz komorki bakteryjnej czgsci flageliny
(181-390 aminokwas6éw) wynika z duzej zmiennos$ci
centralnego fragmentu obu gendéw (19). Flageliny
kodowane przez fliC okreslane s3 mianem antygenow
fazy 1, a przez fljB klasyfikuje si¢ jako antygeny fazy 2.
Pojedyncza komoérka Salmonella w danym momencie
produkuje tylko jeden z typow flageliny. Domy$lna
orientacja genow promuje transkrypcje fliC i ekspresje
fazy 1 (2). Z kolei ekspresja F1jB skutkuje szeregiem
przemian, ktorych efektem jest hamowanie transkrypcji
fliC. Zmiana ekspresji fazy zachodzi z czgstoscig raz na
103 + 10° generacji komorek, a proces ten jest regulowa-
ny przez uktad kilkudziesieciu genow (2, 3, 19). Utrata
lub brak funkcjonalnosci jednego z tych genéw powo-
duje, ze niektore serowary wyksztatcajg tylko jedng faze
antygendéw lub nie sg zdolne do wyksztalcenia spraw-
nych rzgsek (5, 14, 17). Niektore serowary Salmonella
posiadaja dodatkowe antygeny ,,fazy R” (10) kodowane
przez zlokalizowany na plazmidzie gen fipA (19, 22).
Do identyfikacji serologicznej szczepdw niezbedne
jest dysponowanie ponad 250 ré6znymi surowicami
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diagnostycznymi, do produkcji ktérych potrzebnych
jest 350 antygenow. Serotypowanie zgodne z WKLM
mozna wykona¢ dwiema podstawowymi technikami —
aglutynacja proboéwkowa oraz odczynem aglutynacji
szkietkowej (4, 21, 23). W obu przypadkach konieczna
jest odpowiednia ekspresja antygenow rzeskowych
badanego szczepu bakteryjnego. Okreslenie peinej
struktury antygenowej izolatow ukazujacych ekspresje
jednej z faz rzeskowych wymaga zastosowania tech-
nik, ktorych celem jest wyselekcjonowanie z populacji
bakterii komorek zdolnych do produkcji aktualnie za-
hamowanej fazy antygenu (6, 16).

Celem badan byto poréwnanie efektywnosci trzech
ogolnie dostepnych technik wykorzystywanych do
inwersji faz antygenow rzeskowych Salmonella: ptytki
Garda, probowki Craigie’a oraz mostka bibutowego.

Materiat i metody

W badaniach wykorzystano 137 terenowych izolatow
Salmonella uzyskanych w weterynaryjnych laboratoriach
diagnostycznych od zwierzat, z zywnosci i pasz. [zolaty
te w badaniu metodg aglutynacji szkietkowej wykazywaty
obecnos¢ antygendw somatycznych oraz jednej z dwoch faz
rze;skowych Zidentyfikowang faze antygenow poddawano
inwersji przy pomocy trzech stosowanych réwnoczesnie
technik: plytki Garda (ryc. 1a) (16), probowki Craigie’a
(ryc. 1b) (16) oraz mostka bibutowego (ryc. 1¢) (4). Pierwsza
metoda polegta na zastosowaniu 0,6% agaru AKG stuzace-
go do ekspresji antygenow rzgskowych Salmonella (13),
zawierajacego surowice diagnostyczng z przeciwciatami
sklerowanyml przeciwko antygenom aktualnie eksponowa-
nej fazy rzeskowej, dodawang w objetosci 100 pl/10 ml do
podtoza o temperaturze ok. 50°C. Po zastygnigciu pozywki

Ryc. 1. Hodowla bakteryjna szczepu S. Typhimurium z dodat-
kiem surowicy H:i (1 — miejsce posiewu hodowli; 2 — miejsce
pobrania hodowli do aglutynacji szkielkowej z surowica
diagnostyczna H:1,2): a) na plytce Garda, b) w probéwce
Craigie’a ¢) w metodzie mostka bibulowego
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w centrum jej powierzchni punktowo posiewano badany
izolat i inkubowano przez noc w temperaturze 37 + 1°C,
uzyskujac wzrost hodowli na calej powierzchni pozywki.
Material do oznaczen serologicznych pobierano z miejsca
maksymalnie oddalonego od miejsca posiewu. W kolejnej
metodzie hodowle bakteryjng inkubowano w probowce
z 0,25% agarem potptynnym, do ktoérego uprzednio dodano
odpowiednig surowice diagnostyczng w ilosci 100 ul/10 ml
pozywki (ryc. 1b). Badany szczep posiewano ezg do pozyw-
ki w rurce znajdujacej si¢ wewnatrz probowki, a inkubacje
(37 £ 1°C) prowadzono do momentu zmetnienia catej pozyw-
ki. Do oznaczen pobierano hodowle tuz spod powierzchni
agaru na zewnatrz rurki (ryc. 1b) i wysiewano na plytke
z agarem AKG. Hodowle do aglutynacji pobierano po in-
kubacji (37 + 1°C, przez noc) z roznych czgsci powierzchni
pozywki. Metoda mostka bibutowego zostata opublikowana
w 2005 r. przez Chiou i wsp. (4). Zastosowana w badaniach
modyfikacja tej metody polegata na potaczeniu brzegow
szczeliny (1 cm) w agarze odzywczym jatowymi mostkami
z bibuty (Whatman 3Chr) o dtugosci ok. 3 cm 1 szerokosci
0,5 cm (ryc. 1c), ktore byty nastepnie nasaczane 20 pl suro-
wicy diagnostycznej. Bezposrednio z agaru AKG wykony-
wano posiew badanego izolatu na jeden z brzegow mostka,
a ptytke inkubowano w 37 £ 1°C do momentu pojawienia
si¢ po przeciwleglej stronie wzrostu bakterii, ktore nastgpnie
przesiewano na agar AKG. Do inwersji oraz reakcji agluty-
nacji szkietkowej uzywano surowic diagnostycznych tych
samych producentéw oraz serii (Immunolab, Sifin lub SSI).

Kryteria oceny. Za wynik dodatni przyjeto uzyskanie
reakcji umozliwiajacej identyfikacje serowaru badanego
szczepu Salmonella. Jezeli zadna z zastosowanych technik
inwersji fazy nie pozwolila na uzyskanie wyniku dodatnie-
go w ciggu 96 godz., przyjmowano, ze szczep reprezentuje
wlasciwosci antygenowe nie pozwalajace na identyfikacje
serowaru. W analizie statystycznej obliczono specyficzno$é
metod oraz wykorzystano test niezalezno$ci y> (P = 0,05)
i test zgodnos$ci metod (test k — kappa).

Wyniki i oméwienie

Zastosowane techniki pozwolily na zidentyfikowanie
serowaru Sa/monellau 114 (83,2%) badanych izolatow.
Izolaty te zakwalifikowano do 18 serowarow (tab. 1).
W przypadku pozostatych 23 izolatéw uznano, ze re-
prezentuja jednofazowe, atypowe warianty serologicz-
ne. Postugujac si¢ plytka Garda inwersj¢ faz uzyskano
w 60,5% (95%CI = 51,5% + 69,5%) ze 114 izolatow,
natomiast probéwka Craigie’a byta skuteczna w 40,3%
(95%CI=31,4% +49,4%) przypadkow (ryc. 2). Metoda
mostka bibulowego pozwolita na okreslenie antygenow
szukanej fazy w odniesieniu do 97,3% (95%CI =94,4%
+100%) izolatow. Stwierdzone roznice w skutecznosci
poszczegolnych metod do inwersji faz rzeskowych
byly istotne statystycznie (P < 0,001). Specyficzno$¢
kazdej z metod wyniosta 100%. W metodzie mostka
bibutowego w najwigkszym odsetku testowanych izo-
latow uzyskano ekspresje wylacznie brakujacej fazy
antygenow rzgskowych (43,0%). W pozostatych 54,4%
uzyskano ekspresje obu faz antygenow. W przypadku
ptytki Garda i probowki Craigie’a odsetek izolatow wy-
kazujacych obecnos¢ tylko poszukiwanej fazy wyniost
2,6% 110,5%.
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Tab. 1. Zestawienie szczepow Salmonella objetych badaniem

Faza Liczba Liczba (%) wynikow dodatnich (uzyskanie ekspresji szukanej fazy antygenu rzeskowego)
Rozp;:?’::\;’:;al;owar w;::zg:;:::a szczepow ptytka Garda probéwka Craigie’a mostek bibutowy
inwersji Lk n (%) n (%) n (%)
s Tvomimuri H1:i 30 16 53 9 30 29 97
. Typhimurium .
(1.4.15112: i1,2) H2:1,2 9 5 55 0 0 8 89
razem 39 21 54 9 23 37 95
Hi:z, 16 7 a4 4 25 16 100
(Séy';’;'_‘z""’_';a . H2:e,n,z, 2 1 50 2 100 2 100
s razem 18 8 a4 6 33 18 100
) Hi:r 11 5 45 9 82 11 100
(Sé '7"']*14“?31 3 H2: 1,5 2 2 100 0 0 2 100
T razem 13 7 54 9 69 13 100
. Hi:r 8 5 62 5 62 8 100
(35‘7";3“:‘;’ 3 H2: 1,2 1 1 100 1 100 1 100
o ’ razem 9 6 67 6 67 9 100
H1:d 7 5 7 4 58 7 100
(31'3";30.‘%']' . H2: 1w 1 1 100 1 100 1 100
R razem 8 6 75 5 62 8 100
s Had Hi:z, 5 5 100 2 40 5 100
. naaar ) _ _ _ _ _ _
(6,8:2,:e,n,x) H2: e,n.x 0
razem D) 5 100 2 40 5 100
5. Saintoaul Hi:e,h 3 2 67 2 67 3 100
. Saintpau .
(1.4.15112:0.:1.2) H2:1,2 1 1 100 0 0 0 0
razem 4 & 75 2 50 3 75
. Hi:z 0 - - - - - -
(Slg'g“;'z‘ﬁ " H2:1,7 3 3 100 0 0 3 100
o ’ razem 3 3 100 0 0 3 100
S Newnort Hi:e,h 3 1 33 2 67 3 100
. Newpo X _ _ _ _ - -
(6,8,20:e,h:1,2) H2:1.2 0
razem 3 1 33 2 67 3 100
s Salford Hi: 1y 2 2 100 2 100 2 100
. oallor ) _ _ _ _ _ _
(16:1,v:e,n,x) R E L
razem 2 2 100 2 100 2 100
s sch ] Hi:d 1 0 0 1 100 1 100
. othwarzengrun )
(1.4.12.27:0:1.7) H2:1,7 1 0 0 0 0 1 100
razem 2 0 0 1 50 2 100
ST H1:k 2 0 0 0 0 2 100
. Thompson . _ _ _ _ _ _
(6,7,14::1,5) S L
razem 2 0 0 0 0 2 100
s Anat Hi:e,h 0 - - - -
. Ahatum o
(3,10, {15§15,34)e,h:1,6) | 2 1.6 E E 100 E 100 E 100
razem 1 1 100 1 100 1 100
s Chest H1:e,h 1 1 100 1 100 1 100
. Chester . _ _ _ _ _ _
(1,4,15],12:¢,h:e,n,x) FEB G 0
razem 1 1 100 1 100 1 100
s Hoidelh Hi:r 1 1 100 0 0 1 100
. Heidelberg i _ _ _ _ _ -
(1,4,[51,12:r:1,2) H2:1.2 0
razem 1 1 100 0 0 1 100
s Lexinat Hi:z, 0 - - - - - -
. Lexington .
(3.10,(15%15,3)z,:1,5) | &1 ! ! 100 ! 100 0 0
razem 1 1 100 1 100 0 0
s Livinast Hi:d 1 1 100 0 0 1 100
. Livingstone . _ _ _ _ _ _
(6,7,14:d:1w) il 0
razem 1 1 100 0 0 1 100
e - Hi:y 1 1 100 0 0 1 100
. Mikawasima . _ _ _ _ _ _
(6,7,14:y:e,n,2,.) H2: e,n.z,, 0
razem 1 1 100 0 0 1 100
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Ryec. 2. Czestos¢ ekspresji poszczegélnych faz antygenow rze-
skowych w zastosowanych metodach inwersji faz rzeskowych
Salmonella

Zestawienie wynikoéw, z uwzglednieniem koncowej
identyfikacji szczepow przedstawiono w tab. 1. Do faz
rzgskowych najczesciej wykazujacych silng ekspresje¢
i wymagajacych inwersji nalezaty: H:i (26,3%), H:z
(19,3%), H:r (17,5%), a w dalszej kolejnosci H:1,2
(9,6%) 1 H:d (8,7%).

Czas trwania badania, obejmujacy etap inwersji fazy
oraz przygotowanie hodowli do aglutynacji, zalezat od
metody 1 wyniost 24 godz. w przypadku wszystkich izo-
latow testowanych metoda ptytki Garda, od 48 do 96 h
przy zastosowaniu mostka bibutlowego (w przypadku
71,9% izolatow wynik uzyskano w ciggu 96 godz.) oraz
co najmniej 48 godz. w probdéwce Craigie’a (ryc. 3).
W dwoch ostatnich metodach do wykonania aglutynacji
konieczny byl posiew na agar potptynny, co wptywato
na wydluzenie czasu niezbednego do identyfikacji
struktury antygenowej badanego izolatu Sal/monella
o kolejng dobe. Stosujac proboéwke Craigie’a w 47,3%
przypadkow nie zaobserwowano wzrostu bakterii w aga-
rze potplynnym (ryc. 3).
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Odpowiednio dobrane metody identyfikacji Salmo-
nella, pozwalajace na szybkie uzyskanie wiarygodnego
wyniku, sg kluczowym warunkiem wykorzystywania
wynikéw badan laboratoryjnych. Niebagatelne znacze-
nie dla laboratorium diagnostycznego ma koszt oznacze-
nia. Pomimo opracowania wielu technik molekularnych
(1, 8, 20, 25), podstawowa od blisko stu lat 1 jedyna
metodg identyfikacji Salmonella dopuszczong przy
badaniu probek uzyskiwanych w trakcie realizacji kra-
jowych programéw zwalczania Salmonella w stadach
drobiu na terenie UE pozostaje serotypowanie w oparciu
o WKLM. Do okreslenia petnej struktury antygenowej
izolatu Sa/monella niejednokrotnie niezbgdne jest wyko-
rzystywanie inwersji faz rzeskowych. Kazda z prezento-
wanych technik jest prosta i nie wymaga dodatkowego
wyposazenia laboratorium mikrobiologicznego.

Podstawowa cechg roznigca wykorzystane metody
jest ich skutecznos¢. Metoda mostka bibutowego po-
zwala zidentyfikowa¢ do 100% izolatow wykazujacych
pelng strukture antygenowa. Dla por(')wnania prob()wka
Craigie’a pozwolila na identyfikacje mmeJ niz poiowy
badanych izolatow, a ptytka Garda nieco wigcej niz
potowe. Wyniki te sg zbiezne z wnioskami autoréw
metody mostka bibutowego (4), ktoérzy wsrdd przyczyn
ewentualnej nieskutecznosci metody wyliczaja btedy
laboratoryjne, takie jak niedostateczne wysuszenie po-
wierzchni agaru lub niepelne nasgczenie mostka surowi-
cg. W prezentowanych badaniach ,,bariere przeciwciat”
na mostku bibulowym uzyskano poprzez zwigkszenie
jego szerokos$ci oraz wigkszg niz w pierwotnych bada-
niach objetos¢ surowicy (4). Objetos¢ ta byla jednak
1 tak kilkakrotnie mniejsza niz w pozostatych poréw-
nywanych metodach.

Wada metody mostka bibutowego jest koniecznosé¢
wydtuzenia czasu badania zwigzanego z dodatkowym
etapem inkubacji hodowli na agarze odzywczym oraz
wiekszym naktadem pracy, co wptywa na koszt takiego
postepowania, jednakze cen¢ metody mostka bibutowe-
g0 mozna obnizy¢ poprzez jednoczesne wykonanie na

tym samym agarze odzywczym

100% 1

inwersji kilku izolatow Salmo-

80% A

0% l metoda Garda
l probéwka Craigie’a

Il metoda mostka bibutlowego | |

nella. Bezkonkurencyjna w tym
aspekcie pozostaje ptytka Garda,
dajaca mozliwo$¢ wykonania

70% 1
60% 1
50% A
40% A

odsetek izolatow

30% -
20% A

10% -
0,0% 0,0%
24 godz.

0% -

48 godz. 72 godz.

czas inkubacji

96 godz.

aglutynacji szkietkowej bezpo-
srednio z hodowli uzyskanej na
agarze z dodatkiem surowicy.
Nalezy jednak podkresli¢, ze
czas badania w metodzie most-
ka bibutowego zostal skrocony
w stosunku do wersji pierwotnej
na skutek rezygnacji z kilkugo-
dzinnego etapu przednamnazania.
Rowniez rezygnacja z przygoto-
wania hodowli do badania (za-
wiesina w ptynie fizjologicznym

powyzej 96 godz.

Ryc. 3. Czas trwania badania izolatow w zastosowanych metodach inwersji faz rze-

skowych Salmonella

z dodatkiem formaliny) nie odbita
si¢ negatywnie na skutecznosci
metody (4). Nalezy podkresli¢, ze



subiektywnie oceniana jako$¢ odczynu aglutynacji (in-
tensywnos¢ i czas powstawania stragtow antygen — prze-
ciwcialo) w przypadku hodowli uzyskanej na mostku
bibutowym byta lepsza niz obserwowana w przypadku
ptytki Garda. Pozwala to na wydajniejsza identyfikacje
tzw. ,,trudnych” izolatow Salmonella, w tym wykazu-
jacych wlasciwosci autoaglutynacyjne (25).

Bioragc pod uwage czgstos¢ wystepowania jedno-
fazowych szczepdw Salmonella oraz problemy pod-
czas postugiwania si¢ klasyczng fenotypowa metoda
serotypowania, nalezy rozwazy¢ wprowadzenie na
szersza skale technik biologii molekularnej, zwlaszcza
bazujacych na reakcjach PCR, ktérych stosowanie jest
niezbedne w odniesieniu do jednofazowych szczepow
Salmonella Typhimurium (7). Warto odnotowac, ze nie-
ktore z technik biologii molekularnej nasladuja idee za-
wartg w schemacie WKLM, gdyz stwarzaja mozliwos¢
wykrywania gendw kodujacych strukturg antygenowa
Salmonella (9, 24). Kolejnym przyktadem metody,
ktorag mozna zastosowa¢ do identyfikacji Salmonella,
jest Multilocus sequence typing (MLST). Na podstawie
roznic w sekwencjach siedmiu gendw rdzeniowych po-
zwala ona wyrdznic typy ST (Sequence types), ktore sa
specyficzne dla okreslonych serowardéw (1). Pomimo ze
metoda w niektorych przypadkach wykazuje rozbiezno-
$ci z serotypowaniem wg WKLM, jej autorzy uwazaja,
ze moze ona zastapi¢ dotychczas stosowang klasyfikacje
referencyjng. Na razie jest stosowana wylacznie w do-
chodzeniu epidemiologicznym (1), dajac mozliwos¢
zidentyfikowania stosunkowo duzej liczby (~ 600) sero-
warow. W przypadku innych metod np. techniki oparte;j
na mikromacierzach wykorzystujacych réznorodnos¢
genetyczng szczepow, liczba ta jest znacznie nizsza
(11, 24, 25), a metody immunoseparacji identyfikuja
Salmonella tylko do poziomu grupy (9). Pomimo faktu,
ze w okreslonym czasie na danym obszarze geograficz-
nym znaczenie epidemiologiczne ma ograniczona liczba
serowaréw Salmonella (12), opracowane w latach 30.
XX wieku serotypowanie prawdopodobnie jeszcze na
dlugi czas pozostanie metodg referencyjng.

Reasumujac, uzyskane wyniki wskazuja na fakt, ze
zmodyfikowana metoda mostka bibutowego opisana
przez Chiou 1 wsp. (4) jest prosta, relatywnie szybka
1 tanig technikg inwersji faz rzgskowych, ktora gwaran-
tuje wysoka skuteczno$¢ przy identyfikacji serowarow
Salmonella. Jezeli jednak z jakichkolwiek powodow
laboratorium diagnostycznemu zalezy na czasie uzyska-
nia ostatecznego wyniku badania, mozna podjac¢ probe
zastosowania plytki Garda. Biorac pod uwagg znacznie
nizsza skutecznos¢ tej metody, mozliwe jest zastoso-
wanie obu metod rownoczes$nie, a w przypadku braku
oczekiwanego wyniku w pierwszej dobie badania —jego
kontynuacja z wykorzystaniem mostka bibutowego.
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