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Motto:

“Not all salmonella-types are equally

pathogenic for man, although none of them

can be considered as essentially harmless”.

F.N. Sickenga

(Transmission of salmonellae and pathogenes of salmonellosis
in man. W: The world problem of salmonellosis, Hague, E. Van
Oye, Dr. W. Junk Publisher, 1964, str. 219)
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1. WSTEP
1.1. RODZAJ SALMONELLA
1.1.1. Ogolna charakterystyka bakterii Salmonella

Powszechnie dzi§ znane i cieszace si¢ ,,zta stawa” bakterie z rodzaju Salmonella,
powoduja zachorowania ludzi i zwierzat. Pateczki Salmonella wystepuja glownie w
przewodzie pokarmowym zwierzat statocieplnych, a takze gadow, ptazow, ptakow oraz
ludzi. Niektore serowary charakteryzujg si¢ znaczaca adaptacjg do okreslonych organi-
zmoOw 1 dlatego nazywane sa gatunkowo swoistymi (tzw. host-adapted serowary). Nie-
ktére z nich powoduja wytacznie zachorowania ludzi (np. S. Typhi), inne tylko wybra-
nych gatunkéw zwierzat (np. S. Gallinarum, S. Abortusequi, S. Abortusovis, S. Dublin,
S. Choleraesuis) [390]. Pozostale mogg stanowi¢ przyczyne zakazen i ludzi, i zwierzat.
Wszystkie nalezy traktowa¢ jako potencjalnie chorobotworcze zaroéwno dla przedstawi-
cieli $wiata zwierzgcego, jak i cztowieka. Nawet taki serowar jak Salmonella Gallina-
rum, o szczegodlnych preferencjach wzgledem gospodarza (drob), powszechnie uwazany
za nieszkodliwy dla czlowieka, moze stanowi¢ zagrozenie dla ludzi. Duza liczba tych
drobnoustrojéw (duza dawka zakazajaca) moze spowodowac zachorowanie [351]. W
Polsce izolowano pateczki Salmonella Gallinarum zaréwno od oséb chorych, jak i z
przypadkow zakazen bezobjawowych [84, 216].

Rodzaj Salmonella nalezy do rodziny Enterobacteriaceae [35, 105, 115] 1 stanowi
najliczniejsza grupe bakterii w obrebie tej rodziny. Obejmuje on dwa gatunki: Salmonel-
la enterica (w obregbie ktdérego wyosobniono 6 podgatunkoéw) i Salmonella bongori
[309]. Gram-ujemne, ruchliwe, peritrichalnie urzgsione, $redniej wielko$ci pateczki z
rodzaju Salmonella, o ogdlnych cechach zgodnych z definicjg rodziny Enterobacteria-
ceae, prezentuja ponadto wiasciwosci decydujace o ich odrgbnosci rodzajowej [35, 105,
198]. Nie fermentuja laktozy z powodu braku enzymu (-galaktozydazy, nie fermentuja
réwniez sacharozy, adonitolu i salicyny. Fermentacja glukozy przebiega z wytworze-
niem kwasu i gazu lub tylko kwasu. Bezgazowa fermentacja glukozy stanowi ceche
znamienng diagnostycznie i jest typowa dla Sa/monella Typhi — pateczki duru brzuszne-
g0, czesto tez wystepuje u Salmonella Typhisuis czy Salmonella Gallinarum. Warianty
nie wytwarzajace gazu podczas fermentacji glukozy spotykane sa rowniez wsrod innych
typow serologicznych. Znakomita wigkszo$¢ pateczek Salmonella fermentuje dulcytol.
Najwazniejszymi wyjatkami wérod serotypow nie fermentujacych tego alkoholu sa pa-
teczki Salmonella Typhi, Salmonella Paratyphi A, Salmonella Gallinarum biowar Pullo-
rum i Salmonella Choleraesuis. Salmonella nie wytwarzaja acetylometylokarbinolu, daja
dodatnig reakcj¢ z czerwienig metylowa, co wskazuje na tzw. kwasny typ fermentacji
cukrow. Wigkszos$¢ z nich dobrze rosnie na podtozach zawierajacych cytrynian, wyko-
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rzystywany jako jedyne zrodlo wegla. Nie rosng w obecnosci cyjanku potasu (KCN), nie
wytwarzajg ureazy, dezaminazy fenyloalaniny oraz dekarboksylazy kwasu glutamino-
wego. Z nielicznymi wyjatkami (Salmonella Paratyphi A; niektore szczepy Salmonella
Gallinarum) wytwarzajg dekarboksylaze lizyny. W wigkszos$ci nie rozrzedzajg zelatyny i
nie rozktadaja kwasu malonowego, natomiast szybko rozktadaja sole niektorych kwasow
organicznych (d-winian sodowo-potasowy, cytrynian, mucynian). Nie wytwarzaja indo-
lu. Wigkszos$¢ szczepoéw nalezacych do rodzaju Salmonella wytwarza siarkowodor
(H,S). W odniesieniu do arabinozy, ksylozy, ramnozy, trehalozy i inozytolu poszczegdl-
ne serowary Salmonella zachowuja si¢ roznie [198].

Istnieja jednak pewne odstepstwa, czasem nawet dosy¢ znaczne, od podanej defini-
cji biochemicznej rodzaju Salmonella, opierajace]j si¢ gtownie na cechach charaktery-
stycznych dla przedstawicieli najliczniej reprezentowanego podgatunku enterica. Naj-
wazniejsze z nich to: niewytwarzanie gazu podczas fermentacji weglowodanow, brak
zdolno$ci rozktadania dulcytolu, wytwarzania dekarboksylazy lizyny czy ornityny, brak
wzrostu na podlozu cytrynianowo-amonowym, fermentacji mannitolu czy rozktadania d-
winianu sodowo-potasowego, a takze wytwarzanie §ladowych ilo$ci lub brak wytwarza-
nia H,S. Wsrod znanych serotypow Salmonella opisano odmiany wytwarzajace indol,
szczepy fermentujace laktoze, sacharoze lub salicyng, a takze wykazujace zdolnosé
wzrostu w obecnosci KCN.

Pamigta¢ jednak nalezy, ze brak zdolno$ci do fermentacji dulcytolu postrzegane jako
odstgpstwo od powszechnie prezentowanego profilu biochemicznego wigkszosci pate-
czek Salmonella stanowi ceche istotng w identyfikacji przedstawicieli podgatunkow
arizonae, diarizonae 1 houtenae [149, 309]. Podobnie jak brak zdolnosci do rozktadania
d-winianu sodowo-potasowego jest cechg stala, charakterystyczng dla wszystkich pozo-
statych podgatunkow (poza enterica) gatunku Salmonella enterica i dla gatunku Salmo-
nella bongori. Laktoze fermentuje 25% przedstawicieli podgatunku arizonae i 75%
pogatunku diarizonae a zdolnos¢ do fermentacji salicyny jest jedng z cech charaktery-
stycznych dla podgatunku houtenae. Zelatynaze wytwarzaja pateczki Salmonella z pod-
gatunkow salamae, arizonae, diarizonae, houtenae i indica. Mozliwo$¢ rozktadania
kwasu malonowego wyrdznia pateczki podgatunkow salamae, arizonae 1 diarizonae.
Wzrost w obecnosci KCN stanowi ceche istotng w identyfikacji bakterii Salmonella z
podgatunku houtenae i z gatunku Salmonella bongori.

Bakterie Salmonella nie nalezag do wybrednych drobnoustrojéw, doskonale rosng na
zwyktych podtozach, powszechnie uzywanych do badan w pracy laboratoryjnej. Skapy
wzrost wykazuja jedynie szczepy prezentujace takie serowary jak: S. Typhi, S. Abortu-
sovis, S. Sendai i S. Gallinarum [105, 198]. Wystepujac w formie gladkiej ,,S” (smooth),
bakterie te rosng w podiozach plynnych w postaci rownomiernego zmetnienia, a na sta-
tych podtozach agarowych tworza wypukle, 1$niace kolonie, o gtadkiej powierzchni i
rownych brzegach. W postaci szorstkiej ,,R” (rough), tworza osad w hodowlach ptyn-
nych, a kolonie na podlozu agarowym sag ptaskie, maja nieregularne brzegi, szorstka i
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sucha powierzchnig. Niektore szczepy, posiadajace antygen M (mucoid), rosna, tworzac
Sluzowate kolonie. Bakterie Sa/monella zachowujg zdolnos¢ do wzrostu i prawidtowego
metabolizmu zar6wno w warunkach tlenowych, jak i beztlenowych. Rosng dobrze w
zakresie temperatur 8§ — 45°C i przedziale pH od 4,0 do 9,5. Optymalng temperature
wzrostu stanowi 37°C. Bakterie te s3 wrazliwe na ogrzewanie i nie przezywaja tempera-
tury powyzej 70°C, co pozwala eliminowac¢ je z produktoéw spozywczych w procesie
pasteryzacji. Pateczki Salmonella sa oporne na wysychanie. Przezywaja nawet przez
lata, szczegdlnie w wysuszonym kale, w kurzu, w suszonych paszach i suszonej zywno-
$ci. Opisano takze dlugotrwale przezywanie tych bakterii w wodzie i ziemi. Procesy
takie jak solenie, czy wedzenie, maja ograniczony wplyw na przezywalno$¢ pateczek
Salmonella. Tak wysoka oporno$¢ na suszenie, solenie, wedzenie a takze zamrazanie,
wyjasnia dlaczego bakterie te bez trudu przezywaja w réznych produktach spozywczych
[47]. Do zakazenia u ludzi dochodzi gtownie droga pokarmowa w nastgpstwie spozycia
skazonej wody lub zywnosci przewaznie pochodzenia zwierzecego, skazonej pierwotnie
(produkty pochodzace od zwierzat chorych) lub skazonej wtornie katem zwierzat albo
ludzi chorych lub nosicieli. U dzieci réwniez wazng role w zakazeniach odgrywa droga
fekalno-oralna. Te chorobotworcze dla cztowieka bakterie wywotuja migdzy innymi dur
brzuszny [141], dury rzekome [142], a najcze¢$ciej ostre dolegliwosci zoladkowo-
jelitowe nazywane potocznie zatruciem pokarmowym, objawiajacym si¢ bolami brzu-
cha, goraczka, biegunka, nudnosciami i wymiotami [15]. Zakazenie pateczkami z rodza-
ju Salmonella czgsto wiaze si¢ z trudnym do zwalczenia i niekiedy dtugotrwatym nosi-
cielstwem tych bakterii. Czesto$¢ wystgpowania zakazen Salmonella jest najwyzsza w
miesigcach letnich. Na zakazenia szczeg6lnie narazone sa osoby z tzw. grupy podwyz-
szonego ryzyka: dzieci do 5 lat, osoby starsze i osoby z upo$ledzong funkcjg uktadu
immunologicznego.

1.1.2. Wystepowanie paleczek Salmonella

Bakterie Salmonella stanowia przyczyng zakazen okoto 3 bilionéw 0sdb rocznie na
calym $wiecie. Zgodnie z szacunkowymi danymi Swiatowej Organizacji Zdrowia
(WHO), okoto 22 miliony sposrod wszystkich przypadkow stanowia zakazenia pateczka
duru brzusznego, odpowiedzialng za 200 tysiecy zgondw rocznie [69, 74]. Dur brzuszny
rozprzestrzenia si¢ na drodze fekalno-oralnej, poprzez skazona zywno$¢ i wodg, i naj-
czgsciej wystepuje na obszarach o ztym stanie sanitarno-higienicznym. Wiekszo$¢ przy-
padkow duru brzusznego dotyczy tzw. krajow rozwijajacych si¢, szczeg6lnie na subkon-
tynencie indyjskim i w Potudniowo-Zachodniej Azji. Dur brzuszny stanowi endemiczng
chorobe rowniez w innych rejonach Azji oraz w Afryce [296]. Zachorowania na dur
brzuszny sa rowniez powszechnie notowane na Srodkowym Wschodzie, w niektorych
panstwach poludniowej i wschodniej Europy oraz w centralnej i potudniowej Ameryce.
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W pozostatej czesci $wiata — w krajach rozwinigtych, pateczki duru brzusznego stanowia
przyczyng zachorowan jedynie u os6b podrozujacych do krajow rozwijajacych sie i
powoduja 3 — 30 przypadkéw zakazen na kazde 100 tysigcy podréznych [354]. Epide-
miologia duréw rzekomych (paradur6w) jest opisana mniej doktadnie niz epidemiologia
duru brzusznego. Szacunkowe dane sugeruja, ze 25% wszystkich tzw. goraczek jelito-
wych (enteric fever) moze by¢ spowodowana przez pateczki S. Paratyphi A [74]. Co
wigcej, S. Paratyphi A stanowi jednag z gtéwnych przyczyn zakazen Salmonella w potu-
dniowej Azji [283] i moze powodowac tak cigzki przebieg choroby jak pateczki S. Typhi
[249]. W krajach rozwijajacych si¢, przebieg choroby spowodowanej zakazeniem
S. Paratyphi A, jest zwykle podobny do zakazenia spowodowanego przez S. Typhi, cho-
ciaz (jak to wynika z badan przeprowadzonych w Indonezji, dotyczacych kontroli czyn-
nikdw ryzyka zakazen rozpatrywanych w aspekcie pojedynczych przypadkow) drogi
przenoszenia tego zarazka sa inne niz pateczek S. Typhi, a wspotzakazenia (S. Paraty-
phi A i S. Typhi) rzadko rejestrowane [388]. Wydaje si¢ mato prawdopodobnym, aby te
dwa serowary, ktorych rezerwuarem jest cztowiek (human-restricted serovars), dzielity
jakakolwiek inng nisze ekologiczng poza jelitem czlowieka. Bezposredni transfer leko-
opornosci powinien by¢ zatem rzadkim wydarzeniem, jakkolwiek oba te serowary moga
nabywac¢ podobne plazmidy ze wspodlnego zrodta, jakim jest naturalna flora jelita czto-
wieka.

W $wiecie obserwujemy wcigz znaczne ilosci przypadkow salmoneloz zaréwno u
ludzi, jak i zwierzat. Czgste sa nadal izolacje pateczek Salmonella z zywnosci i pasz, a
takze z otoczenia. Wszystkie panstwa borykajg si¢ z tym problemem, stanowigcym aktu-
alne, jak i potencjalne zagrozenie, modyfikowane przez rézne czynniki, np.: takie jak
klimat, przemyst, czy nawyki zywieniowe. Problem ten jest najmniej grozny w pan-
stwach skandynawskich. Stosunkowo niewielka liczba przypadkoéw zakazen pateczkami
Salmonella w tych krajach jest migdzy innymi wynikiem wprowadzenia ustawy doty-
czacej poddawania termicznej obrébce importowanych §rodkow spozywczych skazo-
nych pateczkami Salmonella. Wigkszo$¢ bowiem problemow zwiazanych z zakazeniami
powstato w wyniku naruszenia prostych zasad higieny. Problemy te jednak mogg zostac
pokonane, czego przyktadem od dziesiatkow juz lat jest Dania. Szalenie trudno jest
uzyskac faktyczne dane epidemiologiczne dotyczace zakazen u ludzi spowodowanych
pozostatymi serowarami Salmonella (poza S. Typhi, S. Paratyphi A, B i C), poniewaz
wielu pacjentow, w przypadku zwyklej salmonelozy nie poddaje si¢ konsultacji me-
dycznej, nie podlegajac tym samym Zzadnej rejestracji. W Anglii i Walii rejestruje si¢ u
ludzi 20 do 30 tysigcy przypadkow salmonelozy rocznie. Jakkolwiek, szacuje sig, iz do
kazdego zarejestrowanego przypadku salmonelozy nalezatoby doliczy¢ co najmniej
3 dodatkowe, co zwiekszyloby liczbe wszystkich przypadkéw do okoto 100 tysiecy
rocznie. W krajach Unii Europejskiej zakazeniu pateczkami Salmonella (poza S. Typhi,
S. Paratyphi A, B i C) ulega okoto 350 tysigcy 0s6b w ciagu roku. Rejestruje sie rowniez
okoto 1000 zgonow rocznie [119, 120]. W Polsce, w ciggu ostatnich lat, obserwujemy
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wprawdzie spadek liczby zakazen pateczkami Salmonella u ludzi, ciagle jednak notuje-
my $rednio okoto 20 tysigcy przypadkow bakteriologicznie potwierdzonej salmonelozy
w skali roku [274, 291, 292, 293]. W Stanach Zjednoczonych liczba zakazen wynosi
okoto 200 tysigcy przypadkdéw rocznie [256]. Serowarami dominujacymi na §wiecie
sa S. Enteritidis i S. Typhimurium. Niebezpieczenstwo wynikajace ze zwigkszonej inwa-
zyjnos$ci niektorych serowaréw Salmonella stato sie¢ problemem na skalg $wiatowg —
przyktadem moze by¢ Salmonella Enteritidis. Problem ten stat si¢ jeszcze bardziej zto-
zony z powodu, rejestrowanego w wielu krajach, dramatycznego wzrostu liczby zakazen
u ludzi spowodowanych Salmonella Enteritidis. Ten alarmujacy wzrost zakazen po-
twierdzit pandemiczny charakter ekspansji tego serowaru [325]. Niezwykle przydatne
informacje dotyczace geograficznego rozmieszczenia serowarow Salmonella na $wiecie,
otrzymujemy dzieki panstwom, ktore prowadzg rejestracje importowanych przypadkow i
zrodet ich pochodzenia. Niektore panstwa rowniez systematycznie zbieraja i analizuja
informacje dotyczace importowanych przypadkow zatru¢ pokarmowych. Wszystkie te
dane uwzgledniajace zrodlo geograficzne, pozwalaja na ustalenie zwigzkéw pewnych
serowarow z okreslonymi rejonami $wiata, co jest szczegdlnie wazne dla tych regionow,
gdzie wystepowanie przypadkow zakazen ,,pochodzenia krajowego™ jest sporadyczne.
Wigkszo$¢ zakazen ludzi spowodowanych pateczkami Salmonella (poza S. Typhi i
S. Paratyphi A, B 1 C) zwigzanych jest glownie ze spozyciem zywnos$ci pochodzenia
zwierzgcego, szczegdlnie migsa drobiowego 1 jaj, chociaz inne produkty spozywcze
odgrywaja rowniez znaczaca rolg. Badania prowadzone w latach 1995 — 2005, dotyczace
ognisk zatru¢ pokarmowych o zasiggu migedzynarodowym, wykazaly ogromna rézno-
rodnos¢ produktéw spozywezych odpowiedzialnych za zakazenia pateczkami Salmonel-
la u ludzi (tab. 1).

Tabela 1. Ogniska zatru¢ pokarmowych Salmonella (o zasiggu migdzynarodowym) zarejestrowane na
$wiecie w latach 1995 — 2005, z uwzglednieniem produktow odpowiedzialnych za zakazenie [311]
Table 1. Recent cross-border outbreaks of non-typhoidal salmonellosis illustrates the diversity of trans-
mission, 1995 —2005 [311]

Rok Panstwo Liczba Serowar Skazony pro- Uwagi
Year Country przypad- Serovar dukt (nosnik) Notes
involved kow Vehicle
Number of
cases
1995 Wielka 27 S. Agona przekaska z produkt importowany
Brytania czabrem z Izraela

1997 USA, Fin- okoto 242 S. Stanley kietki lucerny
landia
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Rok Panstwo Liczba Serowar Skazony pro- Uwagi
Year Country przypad- Serovar dukt (no$nik) Notes
involved kow Vehicle
Number of
cases
1997 Europa nieznana S. Livingsto-  nieznany wiele przypadkow
Zachodnia ne zakazen nabytych w
czasie pobytu zagra-
nicg, w szczego6lnosci
w Tunezji
1998 Niemcy, nieznana S. Blockley wedzony we-
Austria, gorz (zidenty-
Belgia, fikoway jako
Szwecja, przyczyna
Finlandia, zatru¢ w kilku
Wielka krajach)
Brytania
2000 [slandia, 396 S. Typhimu-  safata
Anglia, rium
Walia,
Holandia,
Szkocja,
Niemcy
2000- Kanada 168 S. Enteritidis ~ migdaty
01 (157)
USA (11)
2001 Australia, nieznana S. Typhimu-  chatwa (imp. obecnos¢ skazonej
Szwecja rium Turcja) chatwy stwierdzono
réwniez w Niem-
czech, Norwegii i
Wielkiej Brytanii
2001 Australia, nieznana S. Stanley orzechy (imp.
Kanada, Chiny)
Wielka
Brytania
2001 kilka nieznana S. Oranien- czekolada
panstw burg wyprodukowa-
europej- na w Niem-
skich czech
2001 panstwa 301 S. Enteritidis ~ drob wiele przypadkow
skandynaw- dotyczyto turystow
skie powracajacych z
Krety i z Karpat
2003 Australia, nieznana S. Montevi- produkty za- produkty importowa-
Nowa deo wierajace ne z Egiptu i Libanu
Zelandia ziarno seza-
mowe (np.:

chatwa)
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Rok Panstwo Liczba Serowar Skazony pro- Uwagi
Year Country przypad- Serovar dukt (no$nik) Notes
involved kow Vehicle
Number of
cases
2004 nieznane nieznana S. Enteritidis ~ migdaty obecnos¢ skazonych
migdatoéw stwierdzo-
no w Chinach, na
Tajwanie, w Korei,
we Francji, Wloszech,
w Japonii, Malezji,
Meksyku i Wielkiej
Brytanii
2004 nieznane nieznana S. Thompson  satata Ruccola  obecno$¢ skazonej
sataty wykazano w
Norwegii, Szwecji i
Wielkiej Brytanii
2005 Kanada (3), 5 S. Thompson  przysmakidla  zakazeniu ulegly
USA (2) zwierzat do- osoby zajmujace si¢
mowych sprzedaza tych arty-
kutéw
2005 Szwecja 48 S. Stourbrid-  niepasteryzo-
(6), Szwaj- ge wany ser (z
caria (3), Francji)
Niemcy (2),
Austria (5),
Wielka
Brytania
(3), Francja
@7
2005 Majorka 178 S. Goldcoast ~ nieznany turysci ze Szkocji
(37), Irlandii (6),
Szwecji (6) Norwegii
(8), Danii (3), Nie-
miec (20) i Finlandii
(4) ulegli zakazeniu
podczas pobytu na
Majorce
2005 Dania 22 S. Typhimu- carpppaccio z produkt importowany
rium surowej woto-  z Wloch

winy

Istnieje obszerne piSmiennictwo pochodzace z catego $wiata, dotyczace rozpowszech-

nienia pateczek Salmonella wérod ludzi i niemal wszystkich rodzajow zwierzat, zawierajace

oceny sytuacji epidemiologicznych w poszczegdlnych krajach oraz propozycje kontroli i

zwalczania salmoneloz. Ze wzgledu na odmienne zasady opracowywania raportow dotycza-

cych zakazen pateczkami Salmonella, dane epidemiologiczne z réznych panstw sg trudno

porownywalne. Jakkolwiek w niektorych panstwach liczby rejestrowanych przypadkow

zakazen Salmonella przedstawia si¢ w postaci pewnych statych wspotczynnikoéw (obecnie

dostgpnych takze w roznych internetowych bazach danych), pozwalajacych oszacowac fak-
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tyczna sytuacje epidemiologiczna. Stad tez pewne kierunki, tendencje, zjawiska dotyczace
salmoneloz, ilustrowane za pomocg tych danych liczbowych moga by¢ uznane za wskaznik
paralelnych zjawisk majacych miejsce w rzeczywistosci.

1.1.3. Klasyfikacja i nazewnictwo bakterii Salmonella

Jedna z najbardziej charakterystycznych cech §wiata mikroorganizméw jest jego
ogromna réznorodnos¢. Konieczno$¢ zapanowania nad tym bogactwem wymagata opra-
cowania pewnego systemu, ktory pozwolitby na uporzadkowanie wszystkich mikroor-
ganizméw wedlug okreslonych zasad [64, 66, 245, 279]. Taksonomia jest wlasnie tg-
dziedzing nauk biologicznych, ktéra zajmuje si¢ teorig i praktyka tworzenia systemow
klasyfikacyjnych organizméw i obejmuje trzy dziaty. Klasyfikacja to jeden z dziatow
taksonomii, ktory porzadkuje organizmy w grupy, tak zwane taksony. Klasyfikacja po-
lega na podziale organizméw zywych na spokrewnione grupy [247, 260]. Podziatu do-
konuje si¢ na podstawie wystepowania podobnych cech. Dwa pozostate dziaty to identy-
fikacja i nazewnictwo (nomenklatura). Identyfikacja jest praktycznym dzialem taksono-
mii, a jej celem jest okreslenie czy badany mikroorganizm nalezy do wcze$niej oznaczo-
nego, czy do zupelnie nowego taksonu, ktéremu nalezy nada¢ nowa nazwe. Nazewnic-
two zajmuje si¢ terminologia stosowang do oznaczania poszczegodlnych taksonow. Na-
zewnictwo, to nadawanie nazw poszczegdlnym grupom taksonomicznym zgodnie z
migdzynarodowymi zasadami [225, 246]. W przesztosci, w badaniach taksonomicznych
postugiwano si¢ gldwnie metodami umozliwiajagcymi ocene whasciwosci fenotypowych
bakterii. Obecnie, do tego celu, wykorzystywane sa rowniez metody biologii molekular-
nej, a zwlaszcza technika hybrydyzacji kwaséw nukleinowych. Dzigki temu, mozliwe
jest dokonanie charakterystyki i bezposredniego poréwnania genomow bakteryjnych.
Filogenetyczne pokrewienstwo okreslone na podstawie ewolucyjnie zachowanych (kon-
serwatywnych) sekwencji genomow stato si¢ podstawa najnowszej taksonomii bakterii
[205]. Jej struktura narzuca porzadek klasyfikacji drobnoustrojéw uwzgledniajacy row-
niez ich genetyczne podobienstwo. Wspotczesna klasyfikacja bakterii opiera si¢ zatem
na analizie cech morfologicznych, fizjologicznych, biochemicznych, chemicznych i
genetycznych bakterii. Wprowadzenie technik genotypowych do badan z zakresu syste-
matyki, stato si¢ przyczyna toczacych sie obecnie rearanzacji wielu taksonow i wynika-
jacych z tego powodu zmian w klasyfikacji i nazewnictwie. Prace nad systematyka bak-
terii trwajg od kilku lat i maja na celu zmodyfikowanie ich taksonomii tak, by byla ona
wiernym odbiciem ich filogenezy. Zmianom taksonomicznym nie oparl si¢ rowniez
rodzaj Salmonella [148, 368].

Wedtug propozycji Le Minora i Popoffa [226, 308], uzupelionej badaniami Reeve-
sa [323], ktore podgatunek Salmonella enterica subsp. bongori wyniosty do rangi gatun-
ku, do rodzaju Salmonella naleza dwa gatunki (species):
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1.  Salmonella enterica,
w obrebie ktérego wydzielono sze$¢ podgatunkdw (subspecies):
S. enterica subsp. enterica, S. enterica subsp. salamae, S. enterica subsp. arizonae,
S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica subsp. houtenae, S. enterica subsp.
indica.

2. Salmonella bongori.

Niniejsza propozycja zgloszona przez jej autorow do zatwierdzenia przez Judical
Commission of the International Committe on Systematics of Prokaryotes (ICSP), zosta-
fa prawomocnie zaakceptowana decyzjg Komisji wyrazong w stosownym dokumencie —
Opinion 80, opublikowanym w 2005 roku [177]. Uzyskana legalizacja dotyczyta jedynie
zmian proponowanych w nazewnictwie zgodnie z zakresem kompetencji w/w Komisji,
ktora ocenia wylacznie poprawno$¢ nomenklaturowa taksonoéw, a nie poprawno$¢ sys-
tematyczng. Komisja nie wypowiadata si¢ na temat koncepcji istnienia dwoch gatunkow
w obrebie rodzaju Salmonella. Nowe nazwy taksonow staly si¢ obowigzujace w momen-
cie ich opublikowania (tzw. ,,nowy” system). Réwnoczesnie, decyzjg ICSP zachowano
wszystkie, wczesniej zatwierdzone nazwy (tzw. ,.stary” system), przy czym ,,stary” sys-
tem nazewnictwa uzywany jest juz przez niewielu bakteriologdw. Zmiany w klasyfikacji
1 nazewnictwie bakterii Salmonella, zaproponowane przez Le Minora i Popoffa, przed-
stawione w ostatecznej wersji w Antigenic formulas of the Salmonella serovars, 7th
revision [308], zostaty szybko zaakceptowane i s3 juz powszechnie stosowane w prakty-
ce, w tym przez tak wiodace osrodki jak WHO Collaborating Centre for Reference and
Research on Salmonella (WHOCC-Salm) (Institut Pasteur, Paryz, Francja), czy Centers
for Disease Control and Prevention (CDC) (Atlanta, USA). Proponowane zmiany sg
odzwierciedleniem najnowszych osiagnig¢ w zakresie taksonomii rodzaju Salmonella.
Cechy biochemiczne poszczegdlnych gatunkéw i podgatunkéw pozwalajace na ich rdz-
nicowanie w obrebie rodzaju Salmonella oraz ich wrazliwo$¢ na dziatanie faga Ol
przedstawiono w tabeli 2.

Bakterie z podgatunku Salmonella enterica subsp. enterica izolowane sg gtownie od
zwierzat statocieplnych. Paleczki nalezace do pozostatych podgatunkow Salmonella
enterica oraz gatunku Salmonella bongori — przede wszystkim od zwierzat zmienno-
cieplnych i ze $rodowiska naturalnego. W ramach wewnatrzgatunkowego réznicowania
bakterii Salmonella istnieje mozliwo$¢ wyodrebnienia wielu wariantow serologicznych —
tak zwanych serowarow, na podstawie identyfikacji antygenow somatycznych, rzgsko-
wych oraz antygenu otoczkowego Vi (jezeli jest obecny). Zgodnie z zasadami prezento-
wanymi w Bacteriological Code (1990 Revision) [225], preferowany jest termin ,,sero-
war” (wariant serologiczny), ktory powinien zastgpi¢ funkcjonujacy do tej pory termin
»serotyp” (typ serologiczny). W przesztosci, wszystkim serowarom Sal/monella nadawa-
no nazwy.
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Tabela 2. Cechy réznicujace pomiedzy gatunkami i podgatunkami Sa/monella [149, 309]
Table 2. Differential characters of Salmonella species and subspecies [149, 309]

gatunek S. enterica S. bongori
species
podgatunek enterica salamae arizonae  diarizonae houtenae  indica
subspecies
wlasciwosci / characters
Dulcytol + + - — - d +
ONPG (2h) - - + + - d +
Malonian - + + + - - -
Zelatyna - + + + + + -
Sorbitol + + + + + - +
KCN - - - - + - +
d-winian sodowo- n B B B B B B
potasowy
Galakturonian - + - + + + +
v-glutaminotrans- e n B n n n n
feraza
-glukuronidaza d d - + - d -
Mucynian + + + —(70%) - + +
Salicyna - - - - + - -
Laktoza - - —(75%)  +(75%) - d -
Liza fagiem O1 + + — + — + d
srodowisko wy-  zwierzgta zwierzgta zmiennocieplne i srodowisko / cold-blooded animals
stepowania / stato- and environment
usual habitat cieplne

warm-

blooded

animals

(*) Typhimurium d, Dublin — ; + = 90% lub wigcej reakcji dodatnich; — = 90% lub wigcej reakcji
ujemnych; d = rézne serowary moga prezentowac rozne typy reakcji; ONPG = ortho-nitrofenylo-
[-D-galaktopiranozyd; KCN= cyjanek potasu
(*) = Typhimurium d, Dublin — ; + = 90% or more positive reactions; — = 90% or more negative
reactions; d = different reactions given by different serovars; ONPG = ortho-nitrophenyl-3-D-
galactopyranoside; KCN= potassium cyanide

W 1966 roku, na Kongresie Mikrobiologii w Moskwie (Ninth International Con-
gress of Microbiology), podjeto decyzje o zaprzestaniu nadawania nazw wariantom
serologicznym Salmonella, z wyjatkiem serowaréw nalezacych do podgatunku enterica,
ktéry obejmuje ponad 99,0% wszystkich izolowanych szczepdw Salmonella. Nazwy
pozostatych serowardw zastapiono odpowiednimi wzorami antygenowymi.

Funkcjonujacy przez wiele lat, sposdb zapisywania nazw serowardw Salmonella
[197] wymagal rowniez pewnych regulacji. Le Minor i Popoff zaproponowali [226,
308], by nazwy serowarow byty pisane z wielkiej litery i nie kursywa np.: Typhi, Para-
typhi B, Enteritidis, Agona. Petna nazwa serowaru pierwszego podgatunku powinna
uwzglednia¢ nazwe rodzaju (pisang kursywa i z wielkiej litery), epitet okreslajacy gatu-
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nek, podgatunek i nazwe¢ danego wariantu serologicznego, np. Salmonella enterica
subsp. enterica serowar Typhimurium, a w dopuszczalnej, uproszczonej wersji — jedynie
nazwe rodzaju, symbol okreslajacy podgatunek enterica oraz nazwe serowaru np. Sal-
monella subsp. 1 ser. Typhimurium. W praktyce klinicznej nazwa podgatunku nie musi
by¢ wymieniana, gdyz jedynie serowary podgatunku enterica nosza nazwy. Typhimu-
rium, London, Paratyphi B, Typhi, Enteritidis, Hadar, Mbandaka czy Newport, sg sero-
warami podgatunku enterica. Skrocone nazwy serowardéw podgatunku enterica, np.
Salmonella serowar Typhimurium, Sal/monella ser. Typhimurium lub Salmonella Ty-
phimurium moga by¢ uzywane w rutynowej praktyce. Serowary pigciu pozostalych
podgatunkow Salmonella enterica 1 serowary gatunku Salmonella bongori opisuje si¢
wzorami antygenowymi. Przynalezno$¢ serowarow do tych podgatunkéow okreslono
nastepujagcymi symbolami: I — serowary S. enterica subsp. salamae, 1lla — S. enterica
subsp. arizonae, 11Ib — S. enterica subsp. diarizonae, IV — S. enterica subsp. houtenae,
VI — S. enterica subsp. indica. Petna nazwa serowaro6w pozostatych podgatunkéw Sal-
monella enterica powinna zawiera¢ nazwe rodzajowa, nazwe podgatunku (lub symbol
oznaczajacy dany podgatunek) i nazwe serowaru wyrazong wzorem antygenowym, np.
Salmonella enterica subsp. salamae 17:b:z,s lub w postaci skroconej Salmonella subsp.
IT 17:b:zy, @ nawet S. 11 17:b:zp6 [227], jezeli z kontekstu wynika jednoznacznie, ze
uzyty skrot nazwy rodzajowej (S.) dotyczy bakterii Salmonella. Serowary drugiego ga-
tunku — Salmonella bongori, oznaczono symbolem V. Liczbe aktualnie [149] znanych
wariantoOw serologicznych w poszczegolnych gatunkach i podgatunkach rodzaju Salmo-
nella, ilustruje tabela 3.

Tabela 3. Liczba aktualnie znanych wariantow serologicznych w poszczegdlnych gatunkach i
podgatunkach rodzaju Salmonella [149]
Table 3. Actual numer of serovars in each species and subscpecies of genus Salmonella [149]

gatunek / species podgatunek n
subspecies

1. Salmonella enterica

enterica 1531
salamae 505
arizonae 99
diarizonae 336
houtenae 73
indica 13
2. Salmonella bongori 22

Razem: 2579
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Najnizsza w hierarchii jednostka taksonomiczng jest podgatunek. Serowar nie po-
siada statusu taksonomicznego. Nie podlega wigc zasadom nomenklaturowym prezen-
towanym w Bacteriological Code (1990 Revision) [225, 332], regulujacym nazewnictwo
taksonow. Bakteriolodzy majg zatem pewng dowolno$¢ i mogg kontynuowac stosowanie
nazw serowarow Salmonella pisanych kursywa i z malej litery, jak to proponowat Kau-
ffmann [197] (tzn. Salmonella newport, Salmonella enteritidis), co niestety mylnie suge-
ruje, ze mamy do czynienia z gatunkiem. Jednak wigkszo$¢ bakteriologow akceptuje
zmiany w nomenklaturze serowarow i sposobie ich zapisywania, o czym swiadczy coraz
szersze stosowanie ich w praktyce.

W miarg rozwoju technik badawczych (biologia molekularna, serologia, mikrosko-
pia elektronowa), ciagle odkrywane sa nowe bakterie. W marcu 2005 roku, podano do
wiadomosci publicznej [382] informacje dotyczaca odkrycia nowego gatunku bakterii
Salmonella, dla ktoérego zaproponowano nazwe¢ Salmonella subterranea [349]. Analiza
sekwencji 16S rDNA szczepu FRCI wyizolowanego z zanieczyszczonego, podpo-
wierzchniowego osadu o niskim wskazniku pH, wykazata, ze jest on w 96,4% podobny
do Salmonella bongori i w 96,3% podobny do Enterobacter cloacae. Szczep ten zostat
uznany za szczep Wzorcowy (type strain) nowego gatunku Salmonella 1 zdeponowany w
kilku powszechnie dostgpnych kolekcjach organizmow, migdzy innymi w American
Type Culture Collection (ATCC), w kolekcji Deutsche Sammlung von Microorganismen
und Zellkulturen (DSMZ) oraz w Collection Nationale de Cultures de Microorganismes,
Institut Pasteur (CIP) (szczep FRCI = ATCC BAA-836 = DSM 16208 = CIP 109002). 1
chociaz czg$¢ taksonomistow przeciwna jest tworzeniu nowych taksondéw (gatunkow lub
rodzajow) wylacznie w oparciu o cechy jednego szczepu (tzw. one-strain taxa) [379],
prawomocne zaistnienie nowego, trzeciego gatunku w obrebie rodzaju Salmonella stato
si¢ faktem. Krajowy Osrodek Salmonella (Gdansk, Polska), podobnie jak inne, wiodace
osrodki na $§wiecie, pozytywnie ustosunkowat si¢ do zmian w klasyfikacji rodzaju Sal-
monella i zmian w nazewnictwie zaproponowanych przez Le Minora i Popoffa wprowa-
dzajac je do rutynowej diagnostyki bakterii Salmonella 1 upowszechniajac w kraju [85,
133]. Zmiany w dziedzinie taksonomii rodzaju Salmonella uwzglgdniono réwniez w
nazewnictwie stosowanym w niniejszej pracy (z wyjatkiem wykazu piSmiennictwa —
tytuly cytowanych publikacji przytaczano w oryginale).

1.1.4. Struktura antygenowa bakterii Salmonella

Antygenami nazywamy czynniki natury ozywionej i nieozywionej, ktore po wpro-
wadzeniu do ustroju kregowcow, wzbudzaja odpowiedz immunologiczng (humoralng i
komorkowa) i swoiscie reaguja z produktami tej odpowiedzi. Najczgsciej sa to duze
czastki bialek oraz cukrow, lipidy, komorki drobnoustrojow i inne. W szerszym zas
aspekcie, antygen praktycznie oznacza kazda czasteczke, ktora moze by¢ swoiscie roz-
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poznawana przez elementy uktadu odpornosci nabytej, tzn. komorki B i/lub T. Antygeny

cechuje:
1. immunogennos¢ — wlasciwos¢ pobudzania do wytwarzania immunoglo-
bulin lub swoistej odpowiedzi komdrkowe;j
2. swoisto$¢ — wlasciwos¢ nadawania swoistego pietna produktom odpowie-

dzi immunologicznej (immunoglobulinom lub komoérkom immunologicz-
nie kompetentnym), ktéra powoduje, ze reaguja one jedynie z antygenami
powodujacymi ich wytwarzanie lub z antygenami posiadajagcymi iden-
tyczne determinanty antygenowe.
U Gram-ujemnych pateczek z rodzaju Salmonella wyr6zniamy 3 rodzaje antygenow:

1. antygeny somatyczne (O)

2. antygeny rzeskowe (H)

3. antygeny otoczkowe (K); wystepuja tylko u niektorych przedstawicieli
rodzaju Salmonella (antygen Vi, antygen M).

1.1.4.1. Antygeny somatyczne

Ostony komorek bakterii Gram-ujemnych, w tym rowniez pateczek Salmonella, sta-
nowia jedng z najbardziej ztozonych struktur komoérkowych [46, 406]. Zawieraja one:
btong cytoplazmatyczna, przestrzen periplazmatyczng z warstwa peptydoglikanu i cha-
rakterystyczng dla tych bakterii blong zewnetrzna (ryc. 1). Kazda z wymienionych czesci
ma specyficzng budowe tworzac tacznie ostone ochronng komoérki. Stanowi ona rowniez
warstwe, przez ktorg odbywa si¢ transport czasteczek zardéwno do wnetrza, jak i na ze-
wnatrz komorki. Btona cytoplazmatyczna jest potprzepuszczalng, dwuwarstwowa blona,
bedaca barierg pomiedzy cytoplazmg i otaczajacym jg srodowiskiem. Pomiedzy btona-
mi: cytoplazmatyczng i zewnetrzng, powstaje obszar zwany przestrzenig periplazma-
tyczna. Ma ona najprawdopodobniej charakter zelu, w ktorym znajduje si¢ cienka war-
stwa peptydoglikanu i liczne bialka. Peptydoglikan, sztywna warstwa $ciany komoérko-
wej, czasem zwany rowniez mureing, zbudowany jest z cukrow i aminokwasow. Pepty-
doglikan sktada si¢ z dhlugich tancuchow dwoch pochodnych cukrowych, N-
acetyloglukozaminy (GIcNAc) i kwasu N-acetylomuraminowego (MurNAc), podsta-
wionych bocznymi tancuchami peptydowymi zbudowanymi z naprzemiennie wystepu-
jacych aminokwasow w konfiguracji D i L przytaczonych do MurNAc.
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rzeska
fantvgen H)

] otoczka (antygen Vi, M)

O-swoiste lancuchy LPS
(antvgen O)

blona zewnetrzna

przestrzen
periplazmatvema

blona cytoplazmatvema

Ryc. 1. Przekroj poprzeczny przez $ciang komorkowa bakterii Salmonella (wedtug [235])
Fig. 1. Schematic cross section of the surface envelope of Salmonella bacteria (according to

[235])

Sztywnos$¢ zapewniaja wigzania poprzeczne miedzy tancuchami peptydowymi. Cha-
rakter bocznych tancuchow peptydowych oraz wigzan migedzy nimi jest odmienny u
roznych gatunkéw bakterii. Blona zewnetrzna prezentuje unikatowa budowe. Jej pod-
stawowym sktadnikiem sg fosfolipidy, biatka i pelniacy funkcje ochronne lipopolisacha-
ryd (LPS), zwany rowniez endotoksyng. Wszystkie bakterie Gram-ujemne i tylko one
wytwarzaja endotoksyny. Odkrycie, ze wszystkie endotoksyny stanowia réozne modyfi-
kacje tej samej czasteczki, stanowito ogromny przelom w badaniach nad tymi substan-
cjami. Lipopolisacharyd znajduje si¢ w zewngtrznej warstwie blony zewngtrznej. Ta
termostabilna endotoksyna bedaca jedng z glownych sktadowych blony zewngtrznej
[46], stanowi 3 — 5% suchej masy komorki bakteryjnej. Lipopolisacharyd jest heteropo-
limerem, sktadajacym si¢ z zakotwiczonego w btonie lipidu A, polisacharydowego rdze-
nia oraz hydrofilowego, O-swoistego tancucha cukrowego, ktory jest najbardziej wyeks-
ponowang na zewnatrz czescig LPS decydujacg o jego swoistosci serologicznej (ryc. 2).
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zewngtrzna czesé rdzenia | wewngtrzna czesé rdzenia

. lancuch O-swoisty
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Ryc. 2. Schemat struktury lipopolisacharydu w formie gltadkiej S. Lipid A jest potaczony, poprzez
wewnetrzng 1 zewnetrzng czes¢ oligosacharydowego rdzenia, z jedng z powtarzajacych si¢ oligo-
sacharydowych podjednostek tworzacych O-swoisty tancuch mogacy przybiera¢ rozna dhugosé.
Dhugos¢ O-swoistego taficucha bakterii Salmonella determinowana jest przez 25-40 tworzacych go
podjednostek (wedtug [335])

Fig. 2. Schematic representation of the S-form lipopolysaccharide. Lipid A is joined via inner- and
outer- core oligosaccharide, to the repeating oligosaccharide that forms the O-side chain. The
length of the O-side chain is variable, but between 25 and 40 units is common in Salmonella (ac-
cording to [335])

LPS odpowiada za kilka cech bakterii Gram-ujemnych:

1. jest powodem istnienia wypadkowego tadunku ujemnego na powierzchni ko-
morki bakteryjnej

2. stanowi bariere utrudniajgca dostep szkodliwym czasteczekom do powierzchni
komorki, petni zatem funkcje ochronne

3. dlugie O-swoiste tancuchy charakteryzuja si¢ zmiennos$cig strukturalng i w
zwiazku z tym odgrywaja role w unikaniu przez bakterie Gram-ujemne odpo-
wiedzi immunologicznej gospodarza.

Lipidowy skladnik endotoksyny, lipid A, osadzony w zewnetrznej warstwie dwu-
warstwowej blony zewnetrznej bakterii, w rzeczywistosci jest glownym jej sktadnikiem i
najbardziej konserwatywng cze$cig LPS. Stanowi on najbardziej fascynujaca sktadowsa
endotoksyny. Jest on zarowno czynnikiem toksycznym endotoksyny, jak i czynnikiem
powodujacym wzrost odpornosci organizmu zakazonego bakteriami. Lipid A prawie
zawsze zawiera dwie czasteczki glukozaminy z przylaczona grupa fosforanowa (PO,) i
zmienng liczbe kwaséw thuszczowych. Minimalng ilo$¢ sktadowych tworzacych juz
petnowarto$ciowa czasteczke LPS zaobserwowano u mutantéw Re bakterii Salmonella.
Czasteczka LPS tych mutantéw sktada si¢ z lipidu A i dwodch reszt kwasu 3-deoksy-D-
manno-oktulozonowego (KDO) (ryc. 3).
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Ryc. 3. Lipopolisacharyd prezentujacy ,,minimalny” chemotyp, wystepujacy u mutantéw Re bak-
terii Salmonella, znany réwniez jako KDO,-lipid A. Dwie reszty KDO potaczone sa z acetylowa-
nym dwucukrem glukozaming (lipid A). Polaczenie KDO z glukozaming wymaga obecnoSci
produktu genu kdtA (wedtug [335])

Fig. 3. The minimal Re chemotype lipopolysaccharide of Salmonella, sometimes known as KDO,-
lipid A. Two KDO residues are linked to the acetylated glucosamine disaccharide (lipid A). Link-
age of the KDO to the glucosamine disaccharide involves the product of the kdtA gene (according
to[335])

Synteza LPS rozpoczyna si¢ od syntezy lipidu A, do ktérego nastepnie przylaczany
jest fragment polisacharydowy zbudowany z oligocukru rdzenia oraz powtarzajacych si¢
podjednostek cukrowych wchodzacych w sktad O-swoistego tancucha. Biosynteza lipidu
A zachodzi w cytoplazmie. Tylko cztery geny biora udziat w jego syntezie: IpxA, lpxB,
IpxC oraz IpxD. Kodujg one enzymy, ktére sg odpowiedzialne za ostateczng postac tej
sktadowej lipopolisacharydu. Zaburzenie struktury lipidu A powoduje niemozno$¢ nam-
nazania si¢ bakterii. Nie znany jest powod, dla ktérego obecno$¢ wiasnie tej komponenty
LPS jest niezbegdna do zapewnienia bakteriom zdolnosci do zycia. Lipid A, jest bardzo
toksyczny dla cztowieka i dla innych ssakow [199]. Jego obecnos¢ w uktadzie krwiono-
$nym, nawet w bardzo niewielkich st¢zeniach, prowadzi do szoku toksycznego i $mierci.

Oligosacharydowy rdzen LPS sktada si¢ z dwoch czgéci: wewnetrznej, zwigzanej z
lipidem A oraz zewngtrznej, zwiagzanej z tancuchem O-swoistym. Czg$¢ wewngtrzna
rdzenia zawiera rzadko wystepujace w przyrodzie czasteczki cukréow prostych, jak na
przyktad heptozg czy KDO. Heptoza jest siedmiowgglowym cukrem, podczas gdy naj-
bardziej typowymi sg monocukry szescioweglowe. KDO, wystepujacy we wszystkich
endotoksynach, stanowi ogniwo laczace O-swoisty tancuch wielocukrowy z lipidem A.
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Za biosyntezg olisacharydowego rdzenia LPS bakterii Salmonella Typhimurium, odpo-
wiedzialnych jest az 18 rdznych genow [215, 335]. Prawie wszystkie zlokalizowane sg w
regionie waa (zwanym dawniej rfa) na chromosomie bakteryjnym (79 minuta na chro-
mosomie S. Typhimurium LT2). Czg$¢ rdzeniowa LPS nie ma istotnego wptywu na
odpowiedz immunologiczng organizmu w przebiegu zakazenia i tylko w wyjatkowych
przypadkach (bakterie z LPS pozbawionym tancucha O) rdzen staje si¢ czynnikiem
uruchamiajacym produkcje swoistych przeciwciat.

Typowy tancuch O-swoisty utworzony jest przez 25 — 40 powtarzajacych sie jedno-
stek, z ktorych kazda zawiera nie wigcej niz 8 czasteczek monocukru (3 — 8 cukrow).
Rodzaje tych monocukréw oraz ich kolejnos¢ w obrebie podstawowej jednostki, a takze
liczba podjednostek wchodzacych w sktad fancucha czesto si¢ roznig. Lancuch O-
swoisty jest najbardziej zmiennym fragmentem i tg czg$cig endotoksyny, ktora stymuluje
wytwarzanie przeciwciat, rozpoznajacych okreslony tancuch O-swoisty, a nie rozpozna-
jacych innych czasteczek. Tak wiec rozne serowary Salmonella wytwarzaja odmienne
fafcuchy O-swoiste i wywoluja syntez¢ roznych przeciwcial. Z kilkoma wyjatkami,
enzymy odpowiedzialne za biosynteze tej czgsci LPS sg kodowane przez geny zlokali-
zowane w regionie wha (zwanym dawniej 7fb) chromosomu bakteryjnego (45 minuta na
mapie genetycznej S. Typhimurium LT2), w poblizu genu his kodujacego histydyne
[335]. Koduja one enzymy wymagane do syntezy cukrowych prekursoréow antygenu O,
ich polimeryzacji oraz transportu do miejsca ligacji. Réznorodnos$¢ struktur O-
polisacharydowych jest zwigzana z czg¢stym polimorfizmem regionu wba. Struktury
determinowane przez geny strukturalne moga podlega¢ ré6znym modyfikacjom. Geny
odpowiedzialne za te modyfikacje nie sa sprz¢zone i wystepuja poza glownymi loci
gendw uczestniczacych w biosyntezie LPS. Do$¢ czgsto spotykane modyfikacje u Sal-
monella to O-acetylacja abekwozy (efekt ekspresji genu oafd) wsrod szczepow z grupy
0:4 (dawniej grupa B), powodujaca zamiang faktora O:4 na O:5 oraz glikozylacja galak-
tozy (wynik dziatania genu oafR) czesto obecna w grupach O:2 (dawniej grupa A), O:4
(B) 1 O:9 (dawniej grupa D), warunkujaca pojawienie si¢ antygenu czastkowego 12,
(ryc. 4) [148, 236].



30 Bozena Dera-Tomaszewska

(a) Oac
|
Abe Gle
|
Man — Rha — Gal— Rdzen (B), np 5 Typhitnurium ©:14.5,12
Cote
by Tywv Gle
Man —— Rha —— Gal Rdzen (D), np. 5 Enterttidis &9, 12

Core

Ryc. 4. Reprezentatywne, powtarzajace si¢ podjednostki tworzace O-swoisty tancuch wielocukro-
wy u bakterii: (a) Sa/lmonella Typhimurium - grupa O:4 (B), (b) Salmonella Enteritidis - grupa O:9
(Dy); Oac, grupa O-acetylowa; Abe, abekwoza; Man, mannoza; Rha, ramnoza; Gal, galaktoza;
Gle, glukoza; Tyv, tyweloza (wedtug [335], zmodyfikowano)

Fig. 4. Representative O side-chain repeat units from: (a) Salmonella Typhimurium - group O:4
(B), (b) Salmonella Enteritidis - group 0:9 (D,); Oac, O-acetyl group; Abe, abequose; Man, man-
nose; Rha, rhamnose; Gal, galactose; Glc, glucose,; Tyv, tyvelose (according to [335], modified)

Dzikie (wild-type) szczepy z rodziny Enterobacteriaceae oraz szczepy innych bakte-
rii Gram-ujemnych, wytwarzajace kompletny LPS, zwane sa gtadkimi ,,S”, za$ szczepy
nie wytwarzajace tancuchow O-swoistych znane sg jako szorstkie ,,R”, od morfologii
kolonii wytwarzanych na podtozu statym. Mutanty R niosa mutacj¢ (w rejonie waa, wbha
lub genu wzy odpowiedzialnego za polimeryzacje podjednostek O-swoistego tancucha)
wplywajaca na jeden z etapow syntezy LPS i powoduja syntez¢ niekompletnego polime-
ru [46]. Zmiany mutacyjne wptywajace na skrocenie rdzenia rowniez powodujg synteze
LPS pozbawionego O-swoistego lancucha; powstaja tzw. mutanty gleboko szorstkie.
Strukture chemiczng kompletnej czasteczki LPS bakterii Salmonella enterica subsp.
enterica serowar Typhimurium przedstawiono na rycinie 5. Obecnie, 58 antygenow
somatycznych (58 réznych determinant antygenowych) wykorzystuje si¢ do identyfika-
cji serologicznej bakterii Salmonella. Antygeny somatyczne oznakowane sa numerami.
W przypadku réznych serowarow, antygeny opisane w schemacie White’a-Kauffmanna-
Le Minora tym samym numerem sg zawsze do siebie podobne, ale nie zawsze identycz-
ne.
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Ryec. 5. Struktura chemiczna lipopolisacharydu bakterii Sa/monella enterica subsp. enterica sero-
war Typhimurium. Gal, galaktoza; Glc, glukoza; GlcNac, N-acetyl-D-glukozamina; Heptose, L-
glicero-D-manno-heptoza; KDO, kwas 3-deoksy-D-manno-oktulozonowy; Man, mannoza; P,
fosforan; P-P-Etanolamina, pirofosforan etanolaminy; Rha, ramnoza; Abequose, abekwoza; Ace-
tyl, grupa kwasowa pochodzaca z kwasu octowego —COCHj;. Uwzgledniono geny odpowiedzialne
za poszczegolne etapy syntezy LPS (wedtug [148])

Fig. 5. Chemical structure of Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium lipopoly-
saccharide. Gal, galactose; Glc, glucose; GlcNac, N-acetyl-D-glucosamine; Heptose, L-glicero-
D-manno-heptose; KDO, 3-deoxy-D-manno-octulosonic acid; Man, mannose; P, phosphate; P-P-
Ethanolamine, ethanolamine pyrophosphate; Rha, rhamnose; Acetyl, a functional group with
chemical formula —COCH;. Genes known to be required for synthesis of the LPS at various points
are shown (according to [148])

1.1.4.2. Antygeny otoczkowe

Do opisania warstw strukturalnych, ktore czgsto wystepuja na powierzchni komorek
bakteryjnych, stosuje si¢ rézne okreslenia [50]. Scista i ggsta warstwa nosi nazwe otocz-
ki. W przypadku, gdy jest rzadka i moze zosta¢ tatwo utracona, okreslana jest mianem
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$luzu. Otoczki oraz §luzy zbudowane sa z wielocukrow, czasem nazywa si¢ je glikoka-
liksem. Niektore bakterie wytwarzaja otoczki typu biatkowego. Warstwy zewnatrzko-
morkowe petnig kilka funkcji. Stanowig barier¢ przepuszczalnosci ze $rodowiska ze-
wnetrznego do powierzchni komorki, chronig bakterie przed fagocytoza, dziataniem
substancji toksycznych, wysychaniem i czgsto uczestnicza w adhezji bakterii do réznych
powierzchni, w tym réwniez do powierzchni komorek gospodarza [50]. Dwa rodzaje
antygenow otoczkowych Vi oraz M, wystepuja u niektorych przedstawicieli rodzaju
Salmonella.

Antygen Vi

Odkryta w 1934 roku przez Felix’a i Pitt’a, powierzchniowa struktura okrywajaca
bakterie Salmonella Typhi zostala przez nich nazwana antygenem Vi (virulence) ze
wzgledu na jej zdolno$¢ zwigkszania wirulencji pateczek S. Typhi obserwowanej pod-
czas laboratoryjnego zakazania myszy oraz zdolno$¢ indukowania odpowiedzi immuno-
logicznej u krolikow [386]. Antygen Vi, zlokalizowany w otoczce bakteryjnej, jest li-
niowym homopolimerem kwasu N-acetylogalaktozaminouronowego. O-acetylacja poli-
sacharydu przy trzecim weglu (C3) dotyczy 60% reszt kwasowych [335]. Stwierdzono
réwniez istnienie antygenéw Vi nie posiadajacych grup O-acetylowych w pozycji C3
[236]. Antygen otoczkowy Vi moze by¢ wytwarzany przez szczepy S. Typhi, S. Paraty-
phi C i niektore szczepy S. Dublin oraz przez Citrobacter freundii [198]. Antygen Vi
cechuje sie termostabilnoscig, opornoscig na dziatanie alkoholu i kwasu solnego. Szcze-
py posiadajace antygen Vi nie aglutynuja z surowicami anty-O, z wyjatkiem szczepow
S. Paratyphi C, u ktorych obecnos¢ antygenu Vi redukuje jedynie zdolno$¢ do aglutyna-
cji z przeciwciatami anty-O, nie eliminujac jej catkowicie [80]. W celu usunigcia masku-
jacego efektu antygenu otoczkowego, szczep nalezy ogrzewa¢ w temperaturze 100°C
przez 10 — 15 minut [236] lub jak sugeruja inni autorzy, przez 60 minut [335]. Jak wyka-
zaty wyniki testow przeprowadzonych przez Kauffmanna [198], antygen Vi obecny w
szczepie Salmonella Paratyphi C (Vi+), ktorym eksperymentalnie zakazano myszy, nie
miat wptywu na wirulencj¢ tych bakterii. Szczep S. Paratyphi C nie posiadajacy antyge-
nu Vi (Vi-), byl w pelni wirulentny podobnie jak szczep Vi+. Na podstawie przeprowa-
dzonych badan, Kauffmann argumentowat, ze antygen ten, nazywany wprawdzie ,anty-
genem Vi~ (virulence), nie ma nic wspdlnego z wirulencjg bakterii. P6zniejsze badania
wykazaty jednak, ze stanowi on istotny czynnik chorobotworczosci bakterii, ktore go
posiadaja [80, 318, 348, 361, 386]. Wtasciwosci antygenu Vi bakterii S. Typhi — wspo-
maganie wirulencji i dzialanie ochronne, ustalono [80, 386] w oparciu o nastepujace
dane: (a) prawie wszystkie szczepy S. Typhi izolowane z krwi pacjentow chorych na dur
brzuszny sa Vi-dodatnie (Vi+), podczas gdy szczepy izolowane z kalu lub moczu moga
by¢ Vit lub Vi-ujemne (Vi-); (b) szczepy Vi+ charakteryzuje mniejsza 50% dawka
letalna (LDsg) dla myszy niz szczepy Vi—; (c) ochotnicy zakazeni szczepami S. Typhi
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Vi+ wykazywali wigksza zachorowalnos$¢, wlaczajac bakteremie i goraczke, niz osoby
zakazane szczepami Vi—; (d) dwa kontrolne badania kliniczne, przeprowadzone na ob-
szarach charakteryzujacych si¢ wysoka zapadalno$cig na dur brzuszny, wykazaty pro-
tekcyjne dziatanie szczepien niezdegradowanym antygenem Vi. Badaniami in vitro
wykazano réwniez, ze wielocukier ten podlega ekspresji w ludzkich makrofagach [79].
Szczepy S. Typhi produkujace antygen Vi okazaty si¢ by¢ bardziej oporne na lize, niz
szczepy defektywne w zakresie syntezy tego wielocukru. Stabiej stymulujg alternatywna
drogg aktywacji dopetniacza, sa wolniej fagocytowane przez neutrofile [239]. Badania in
vitro prowadzone na liniach ludzkich komoérek nabtonkowych i makrofagach dowiodty,
ze antygen Vi S. Typhi obniza ekspresje interleukiny-8 (IL-8) w komoérkach nabtonko-
wych, zmniejszajac tym samym infiltracj¢ komoérek fagocytujacych [318]. Badania
Sharma i Qadri [348] wykazaty znaczaca role regulatorowa antygenu Vi w obnizaniu
wczesnej odpowiedzi zapalnej komorek nabtonkowych jelita podczas infekcji S. Typhi.
W regulacji tej, posredniczy¢ moze zarowno antygen Vi, ktory w obfitosci wydzielany
jest na zewnatrz komodrki bakteryjnej (ponad 98% syntetyzowanego antygenu Vi) [80,
374], jak i antygen Vi zwiazany z powierzchnig komorki (pozostate 2%), wspotekspo-
nowany z antygenem O:9 S. Typhi. Trzy regiony, viad, viaB i ompB, znajdujace si¢ na
chromosomie, zawieraja geny kontrolujace produkcje antygenu Vi. Wystgpowanie re-
giondéw viad i ompB, odgrywajacych funkcje regulacyjne w procesie syntezy antygenu
Vi, nie ogranicza si¢ jedynie do gatunkow, czy rodzajow bakterii produkujacych ten
antygen. Natomiast locus viaB wystepuje wytacznie u szczepdéw bedacych w stanie wy-
twarza¢ antygen Vi. Zawiera on geny kodujace enzymy wymagane do syntezy polisa-
charydu (wedABCD), jego transportu na zewnatrz (wza, wzm, wzt, wzf) i osadzenia na
powierzchni komorki bakteryjnej (wcdE) [148, 386]. Antygen Vi charakteryzuje si¢
takze silnymi wlasciwos$ciami immunogennymi [2, 204, 361]. Obecnos$¢ antygenu Vi
wigze si¢ rowniez z obecnoscia receptorow dla kilku fagéow bakteryjnych okreslanych
wspolnym mianem fagéw Vi. Jeden z nich, bakteriofag Vi II, poshuzyt do opracowania
[71, 72] metody réznicowania szczepow Salmonella Typhi Vi-dodatnich na tzw. typy
bakteriofagowe. Typowanie bakteriofagowe dostarcza wielu cennych informacji nie-
zbednych do uzyskania pelnej orientacji w badaniach epidemiologicznych.

Antygen M

Bakterie Salmonella rzadko tworza $luzowate kolonie. Sluzowa warstwa po-
wierzchniowa komorek tworzacych takie kolonie ma zwigzek z obecno$cig antygenu
okreslonego przez Kauffmanna mianem antygenu §luzowego (mucoid antygen) [236].
Antygen ten wytwarzany jest bardzo obficie podczas wzrostu w niskich temperaturach i
przy duzych st¢zeniach soli. Wystepuje przede wszystkim u S. Paratyphi B. Antygen M
wydaje si¢ by¢ podobnym u wszystkich wytwarzajacych go serowarow Salmonella.
Absorpcja krzyzowa wykazata wrecz identyczno$¢ antygenow M pateczek S. Paraty-
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phi B i S. Potsdam. Badania chemiczne wykazaty, ze antygen M pateczek S. Paratyphi B
jest wielocukrem, pozbawionym atomoéw azotu, sktadajacym sie w 40% z glukozy. Slu-
zowa postaé¢ szczepoéw S. Paratyphi B bedacych jednoczesnie w formie szorskiej ,,R”
czesto izolowano od nosicieli duru rzekomego typu B. Rewersja do normalnej postaci
byta mozliwa poprzez hodowle w podiozu bulionowym z dodatkiem zokci. Sluzowa
warstwe powierzchniowa (antygen M) wytwarzaty réwniez szczepy prezentujace takie
serowary jak S. Potsdam, S. Choleraesuis, S. Typhimurium, S. Newport, S. Muenchen,
S. Enteritidis, S. Dublin, S. Rostock, S. Moscow, S. London czy S. Anatum [198]. Anty-
gen M nie ma znaczenia diagnostycznego, wplywa jednak hamujaco na aglutynacje
O-antygenoéw. Posiada podobng budowe (jezeli nie takg samg, to przynajmniej ze wspol-
ng frakcja), zarowno u wszystkich wytwarzajacych go szczepow Salmonella (niezaleznie
od wariantu serologicznego), jak i u innych bakterii z rodziny Enterobacteriaceae [198,
236]. Wykazano podobienstwo pomigdzy antygenem otoczkowym pateczek Klebsiella
(typ 13) i antygenem $luzowym S. Paratyphi B.

1.1.4.3. Antygeny rz¢skowe

Wiele bakterii porusza si¢ za pomoca specjalnej struktury zwanej rzgska [406]. Rzg-
ska bakteryjna jest dtugim (okoto 20 nm), cienkim organellum zakotwiczonym jednym
koncem w komorce. Drugi koniec rzgski jest wolny. Cze$¢ rzeski zakotwiczona w btonie
cytoplazmatycznej i ostonach zewngtrznych jest otoczona dwiema parami pierscieni
(ciatko podstawowe). U bakterii Gram-ujemnych zewnetrzna para pierscieni (L i P) jest
zwigzana z LPS oraz peptydoglikanem Sciany bakteryjnej. Wewnetrzna para pierscieni
(S 1 M) znajduje si¢ w blonie cytoplazmatycznej lub tuz nad nig. Tak zwany hak jest
elementem taczacym ciatko podstawowe z wioknem rzeski [236]. Budowe ciatka pod-
stawowego 1 haka rzeski bakterii Salmonella przedstawiono na rycinie 6. Rzeski sg
sztywnymi organellami, ktore si¢ nie zginaja, lecz obracaja. Ruch obrotowy rzeski jest
napedzany przez ciatko podstawowe, ktore dziata jak motor. Za ruch rotacyjny rzeski
najprawdopodobniej odpowiadaja pierscienie, a sitg napgdzajaca ten ruch jest sila proto-
nomotoryczna (PMF, proton motive force) wytwarzana na skutek pompowania jondw
wodoru (H") w poprzek blony. Kierunek obrotu rzeski (ruch zgodny lub przeciwny do
ruchu wskazowek zegara) decyduje o rodzaju ruchu komorki bakteryjnej. Rzgski organi-
zmoOw peritrichalnych, do ktérych naleza pateczki Salmonella, w trakcie ich ruchu w
kierunku przeciwnym do wskazowek zegara zachowuja sie jak pojedyncza wigzka i
komorka porusza si¢ do przodu.
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Ryc. 6. Budowa typowej rzgski bakterii Salmonella (wedtug [277])
Fig. 6. Model of the basal structure of a flagellum from Salmonella (according to[277])

Antygen rzeskowy pateczek Salmonella ma Scisty zwigzek z rzgskami tych bakterii
[178]. Jest termolabilnym biatkiem zwanym flagelling (50 —58 kDa) [176], zlokalizowa-
nym na rz¢skach, ulegajacych zniszczeniu pod wptywem alkoholu, kwasu solnego i
enzymow proteolitycznych. Sekwencja aminokwaséow w biatku wyznacza determinanty
antygenowe tego antygenu. Jedynym, naturalnie wystepujacym w przyrodzie serowarem
nie posiadajacym antygenu rzg¢skowego jest Salmonella Gallinarum. W wyniku zacho-
dzacych mutacji zdarzajg si¢ rowniez formy bezrzgskowe wérod innych wariantow sero-
logicznych. Czg$¢ szczepow Salmonella produkuje tylko jeden rodzaj antygenu rzgsko-
wego — takie szczepy nazywamy jednofazowymi. Znakomita ich wigkszo§¢ moze alter-
natywnie ujawnia¢ dwie fazy antygenu rzgskowego — takie szczepy nazywamy dwufa-
zowymi. Faze 1 antygenu rzgskowego nazywano dawniej specyficzna, faze 2 — niespe-
cyficzng. Zwykle w hodowli wystepuja jednoczesnie komorki prezentujace antygen
rzgskowy zaréwno w 1, jak i w 2 fazie. Szczepy prezentujgce dwufazowe serowary po-
siadaja dwa geny kodujace synteze¢ flagelliny: fliC i fljB [148, 178]. Gen fIiC jest odpo-
wiedzialny za synteze¢ flagelliny fazy 1 (H1), a fIjB za synteze flagelliny fazy 2 (H2).
Ekspresja genu fIiC jest blokowana przez produkt genu fIj4, bedacego czescia operonu
1lj. ,,Przetaczenie” ekspresji jednego genu (fIiC) na ekspresje drugiego (fIjB) i odwrotnie,
kontrolowane jest przez graniczacy z genem fIjB fragment DNA (750 par nukleotydow)
zwany determinantg faz, zawierajacy, miedzy innymi, sekwencje kodujaca promotor
genu fIjB (ryc. 7). Biatko Hin, produkt genu #in, jest niezbedne do inwersji faz (faza 1
<> faza 2) w procesie syntezy flagelliny bakterii Salmonella. Dostgpnos¢ dwoch syste-
mow genetycznych (geny kodujace flagelling oddalone sa od siebie na chromosomie
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bakteryjnym) odpowiedzialnych za ekspresj¢ roznych rodzajow flagelliny pozwala bak-
teriom pokona¢ dziatania obronne podejmowane przez zakazony organizm.

Phin hin Piijg fliB fliA Pric fliC
T T . ——
— —_—
biatko flagellina represja
Hin fazy 2
Piig hin Phin fijg fijA PfiiC fic
E’ZZI‘ i g P : ——————
1 T Nemntiomedt L}
Sf— e
biatko flagellina
Hin fazy 1

Ryc. 7. System inwersji faz antygenu rzgskowego u bakterii Salmonella. Litera P oznaczono pro-
motory. Zakreskowane obszary wskazuja fragmenty, ktore ulegly inwersji. Strzalki wskazuja
kierunki transkrypcji (wedhug [148])

Fig. 7. Flagellar phase inversion system in Salmonella. Promoters are indicated with capital P.
Hatched zones indicate inverted repeats. Arrows indicate transcription directions (according to

[148])

Faktory H-antygen6w oznaczono matymi literami alfabetu i numerami, np. b; c; e,h;
1,2; 1,6. Nowo odkrywane faktory oznaczano literg ,,z” i numerem (np. Zyo; Z3g; Z4,723).
W obrebie rodzaju Salmonella wyrdzniamy 65 roznych antygenow rzgskowych (nie
liczac tzw. R-faz antygendow rzgskowych, czy antygenow H trzeciej fazy, wykrywanych
w przypadku niektorych serowarow). Ta antygenowa réznorodnos$¢ jest konsekwencja
roznic w budowie czasteczki flagelliny. Rzeski bakterii Salmonella posiadajg rowniez
receptor wigzacy faga y [148]. Wrazliwo$¢ na faga x determinowana jest nie tylko sama
obecnoscig rzgsek, ale rowniez rodzajem antygenu H. Na przyktad bakterie Salmonella
posiadajace antygen rzeskowy H:d sa wrazliwe na dziatanie faga, podczas gdy bakterie
Salmonella z H:g-antygenem sa oporne na faga x [178, 236].
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1.1.4.4. Schemat White’a-Kauffmanna-Le Minora

Struktura antygenowa bakterii Salmonella jest ztozona. Posiadaja one antygeny so-
matyczne O (58 roznych O-antygenéw o znaczeniu diagnostycznym), antygeny otocz-
kowe Vi i M oraz 114 (wszystkich tacznie) roznych antygendéw rzeskowych H. Kau-
ffmann i White opracowali schemat klasyfikacji tych bakterii w oparciu o ich wtasciwo-
$ci serologiczne, okreslone na podstawie reakcji szczepow Salmonella z odpornoscio-
wymi surowicami kroliczymi. Schemat ten, obecnie z pewnymi modyfikacjami [149],
posiada duze znaczenie praktyczne. Stuzy do identyfikacji serologicznej bakterii z ro-
dzaju Salmonella. Zmianie ulegta rowniez nazwa schematu. W dowod uznania zastug
profesora Le Minora, petniacego przez wiele lat funkcj¢ dyrektora WHO Collaborating
Centre for Reference and Reasearch on Salmonella, znany od wielu lat schemat nazywa-
ny schematem Kauffmanna-White’a, nosi obecnie nazwg¢ schematu White’a-
Kauffmanna-Le Minora [149].

W schemacie zawarta jest struktura antygenowa wszystkich znanych obecnie sero-
warow pateczek Salmonella (ryc. 8). llos¢ wariantow serologicznych aktualnie prezen-
towanych w zmodyfikowanym schemacie White’a-Kauffmanna-Le Minora wynosi
2 579 [149].

Serowary zebrane sa w 46 grupach serologicznych, charakteryzujacych si¢ wspol-
nymi antygenami somatycznymi i roznymi antygenami rzgskowymi. Antygeny rzgskowe
wystepuja w jednej lub dwoch fazach. W pewnych, szczegdlnych przypadkach moga
pojawiac sie¢ antygeny rzeskowe trzeciej fazy i tzw. R-fazy antygenu H. Wyjatek stanowi
Salmonella Gallinarum. Szczepy prezentujace ten serowar nie wytwarzaja rzesek (nie
posiadaja antygenu rzgskowego) i nie majg zdolnosci ruchu. Nieurzesione warianty
innych serowarow wystepuja rzadko [105].

Grupy serologiczne pateczek Salmonella, wydzielone w diagnostycznym schemacie
White’a-Kauffmanna-Le Minora na podstawie antygendéw somatycznych, historycznie
oznaczano wielkimi literami alfabetu od A do Z i cyframi od 51 do 67. W zmodyfiko-
wanej wersji schematu zrezygnowano z takiego sposobu okreslania grup. Oznakowanie
grup Salmonella uleglo zmianie. Bardziej logicznym wydaje si¢ oznaczanie grup przy
uzyciu charakterystycznych dla nich faktorow antygenow somatycznych (dawne ozna-
kowanie alfabetyczne tymczasowo zachowano w nawiasach, zalecajac jednak by unikaé
ich stosowania [149]). Na przyktad grupa wcze$niej okreslana jako B, obecnie oznaczo-
na jest jako grupa O:4. Dawna grup¢ K, oznaczono obecnie jako O:18, grupe D; — jako
0:9,46,27, grupe H — charakterystycznymi dla niej faktorami somatycznymi O:6,14, a
dawna grupa E4 nosi obecnie nazwe — grupa O:1,3,19 i tak dale;j.
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Ryc. 8. Wybrane strony ze schematu White’a-Kauffmanna-Le Minora ilustrujace wzory antyge-
nowe niektorych serowarow Salmonella: kolumna 1 - nazwy serowaréw podgatunku enterica lub
symbole (I, IIIa, I1Ib, IV, VI) oznaczajace przynaleznos$¢ serowaréw do pozostatych podgatunkow
gatunku S. enterica oraz do gatunku S. bongori (V); kolumna 2 - antygeny somatyczne i antygen
otoczkowy Vi (jezeli obecny); kolumna 3 i 4 - antygeny rz¢skowe odpowiednio 1 i 2 fazy; kolum-
na 5 - inne antygeny rzeskowe, w tym R-fazy antygenow H (wedtug [149])

Fig. 8. Selected pages of the White-Kauffmann-Le Minor scheme of Salmonella serological classi-
fication: names of subspecies enterica serovars and symbols (II, Illa, IIIb, 1V, VI) indicated
serovars of the other subspecies of S. enterica as well as symbol (V) of all S. bongori serovars are
presented in column 1; somatic antigens and capsular Vi antigen (if present) can be found in
column 2; columns 3 and 4 include the flagellar antigens of phase 1 and 2, respectively; column 5
is devoted to other H antigens including R phases (according to [149])

Dawne grupy: C4 (0:6,7,14), E, (0:3,15) oraz E; (0:3,15,34), zawierajace odpo-
wiednio serowary grupy C; (0:6,7) lizogenne fagiem 14 (0:6,7 — 0:6,7,14) i serowary
grupy E; (0:3,10) lizogenne fagiem €5 (0:3,10 — O:3,15) lub fagami €5 + €34 (0:3,10
— 0:3,15,34), usunicto ze schematu, a serowary z tych grup wlaczono odpowiednio do
grupy O:7 (dawniej grupa C;) i grupy O:3,10 (dawniej grupa E;). Rowniez niektore
nazwy serowardw, wystepujace w poprzednich wydaniach schematu, zostalty wyelimi-
nowane. Wsrod nich, nazwy nadane wariantom powstatym przez lizogenizacjg: np.
Newhaw nosi obecnie nazwe Muenster war. 15, Arkansas — nazwe Muenster war.
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157,34", poniewaz oba te warianty powstaty z serowaru Muenster w wyniku lizogennej
konwersji odpowiednio fagiem €5 i fagami €5 + €34 Zmiany te wydaja si¢ logiczne i
uzasadnione, poniewaz dla znajdujacych si¢ w podobnej sytuacji szczepow z grupy O:4
(dawniej grupa B), ktore na skutek lizogennej konwersji uzyskaly faktor 1, nowych nazw
nie proponowano. Obecnos¢ faktora O:27, ktorg do tej pory uwazano za wynik lizogeni-
zacji fagiem, jest w rzeczywisto$ci uwarunkowana obecnoscia genu wzy,.s), zlokalizo-
wanego na chromosomie bakteryjnym, w obrebie gldwnego zespotu genéw odpowie-
dzialnych za antygen O (major O-antigen gene cluster) [149, 392]. Fakt ten uwzgl¢dnio-
no w najnowszej edycji schematu White’a-Kauffmanna-Le Minora rezygnujac z podkre-
$lenia przy prezentowaniu faktora O:27. Faktory uzyskane w wyniku lizogenizacji fa-
giem wyro6znia si¢ podkresleniem. Ze schematu usunigto rdwniez nazwy, ktére do roku
1966 (International Congress of Microbiology w Moskwie) nadano serowarom nie nale-
zacym do podgatunku enferica. Wyeliminowane nazwy serowardOw, umieszczone w
dodatku specjalnym do schematu (4dlphabetic list of serovars names withdrawn from the
scheme), maja juz tylko znaczenie historyczne. Na liscie tej, znalazly sie¢ rowniez nazwy
serowarow, ktore byly polaczone z nazwami serowarow zachowanych w schemacie.
Przyktadem takiego potaczenia byt serowar Salmonella gallinarum-pullorum. Serowar
S. Pullorum, posiadajacy identyczny wzor antygenowy (1,9,12:-:-) jak zachowany w
schemacie serowar Gallinarum, uwazany jest obecnie za jeden z biowaréw Gallinarum
(biowar — wariant biochemiczny; dawniej biotyp, typ biochemiczny). Nazwe¢ Pullorum
usunieto ze schematu.

1.2. GENETYCZNE PODSTAWY ZROZNICOWANIA BAKTERII SALMONELLA

Genetyczng informacj¢ organizmow bakteryjnych stanowi sekwencja nukleotydow
w ich DNA, zaré6wno chromosomalnym, jak i pozachromosomowym, czesto okre§lana
jako genotyp. Sekwencja ta decyduje, jakie biatka lub czasteczki RNA sa wytwarzane
przez organizm, jak moga by¢ regulowane oraz jak maja funkcjonowac¢ wytworzone juz
biatka. Chromosom bakteryjny jest zbudowany z jednej, dwuniciowej helisy DNA. U
wigkszosci bakterii ma on ksztatt kolisty i jest zwiazany ze stosunkowo mala liczba
biatek. Kazdy chromosom ma jedno miejsce poczatku replikacji DNA. Geny bakteryjne
s3 zorganizowane w operony lub wystepuja jako pojedyncze kopie i stanowia okoto 75%
sekwencji DNA. Pozostata cze$¢ to niekodujacy, miedzygenowy DNA, ktory zawiera
istotne sekwencje, np. odpowiedzialne za poczatek replikacji. Bakteryjne chromosomy
roznig si¢ wielkos$cia, co odzwierciedla réznice w liczbie gendéw i wielkosci migdzyge-
nowego DNA. Nowa era w genetyce bakterii rozpoczeta si¢ w roku 1995, w momencie
opublikowania sekwencji nukleotydowej genomu Haemophilus influenzae. Od tego
czasu poznano catkowity zapis genetyczny ponad 260 szczepow réznych gatunkow
bakterii [140]. I chociaz nie jeste§my jeszcze w stanie zrozumie¢ wigkszosci uzyskanych
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w ten sposob informacji, ani ich w tej chwili wykorzysta¢, to z catg pewnoscig mozemy
stwierdzi¢, ze badania te kryja w sobie potezne mozliwos$ci aplikacyjne i w przysztosci
powinny zaowocowa¢ nowymi, skutecznymi metodami w diagnostyce, profilaktyce i
terapii chorob zakaznych.

1.2.1. Ogoélna charakterystyka genomu Salmonella

Poréwnywanie genomow oraz transkryptomow szczepdw klinicznych bakterii pato-
gennych, mozliwe dzigki coraz doskonalszym technologiom, ujawnia nie tylko ich roz-
norodnos¢, ale moze takze przyczyni¢ si¢ do identyfikacji cech genetycznych bakterii
zwiazanych z konkretnymi objawami chorobowymi. Metody z uzyciem mikromacierzy
(mikropaneli) pozwalajg poréwnywaé cate genomy i transkryptomy bakteryjne. Umoz-
liwiaja w jednym eksperymencie hybrydyzacyjnym analiz¢ procesow ekspresji wszyst-
kich gené6w komorki bakteryjnej, a w przypadku bakterii patogennych, poszukiwanie
genow bioracych udzial we wzajemnym oddziatywaniu pomigdzy patogenem a organi-
zmem czlowieka.

1.2.1.1. Analiza poréwnawcza sekwencji genomow Salmonella

Badania genomow przedstawicieli rodzaju Salmonella dostarczyly olbrzymiej ilosci
danych [11]. Analiza sekwencji nukleotydowych genow metabolizmu podstawowego
oraz 16S rRNA spowodowaty zmiany w systematyce tego rodzaju. Wykazano rowniez,
ze wszystkie serowary gatunku S. enterica sg identyczne pod wzgledem informacji gene-
tycznej w okoto 90%. Wigkszos¢ ich gendw wystepuje takze w komorkach E. coli, bak-
terii blisko spokrewnionych z Salmonella, a stopien zgodnosci sekwencji nukleotydo-
wych pomiedzy odpowiadajacymi sobie genami wynosi 80 — 85%. Chociaz roznorodne
serowary S. enterica sg tak zblizone do siebie pod wzgledem zawartos$ci informacji ge-
netycznej (geny metabolizmu podstawowego roznych serowarow wykazuja od 97,6 do
99,5% zgodnosci), rdznig si¢ znaczaco zakresem infekowanych gospodarzy i wywoly-
wanymi objawami chorobowymi. W genomach wigkszosci serowarow Salmonella wy-
stepuja charakterystyczne fragmenty DNA, nieobecne w genomie E. coli, zwane wy-
spami patogennos$ci Salmomella (SPl, Salmonella pathogenicity island), oznaczone
symbolami od SPI-1 do SPI-14 [94, 267, 415].

Genomika poréwnawecza in silico szczepdw o zsekwencjonowanych genomach oraz
analiza genomow (z wykorzystaniem mikropaneli) réoznych serowardow S. enterica wy-
kazata, ze geny specyficzne dla konkretnych szczepow stanowia okoto 10% genomu (ok.
500 kpz z 5 Mpz). Sa one rozlokowane w obregbie calego chromosomu, a ich wielko$¢
waha si¢ od 1 do 50 kpz. Prawdopodobnie zostaly wprowadzone do genomu na drodze
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horyzontalnego transferu genow i pochodza od organizmoéw zamieszkujacych ta sama
nisz¢ ekologiczng. Te male fragmenty DNA nosza nazwe wysepek (islet) lub wysepek
jednogenowych (singlet, od single gene islet). W genomie S. Typhimurium LT2 zidenty-
fikowano, z wykorzystaniem mikropaneli, 50 jednogenowych wysepek, przewaznie o
niezidentyfikowanej funkcji.

Znaczaca role w procesie ewolucji bakterii, w tym z rodzaju Salmonella, odgrywa
proces transdukcji. Genomy S. enterica zawieraja po kilka aktywnych i kilka niefunk-
cjonalnych genow profagéow, kodujacych niekiedy biatka efektorowe systemow sekrecji
SPI-1 lub SPI-2. W genomach Salmonella zidentyfikowano dotychczas ponad 20 opero-
néw kodujacych biosynteze réznych fimbrii adhezyjnych. Niektore serowary Salmonella
zawieraja ponadto plazmid wirulencji, o wielkosci od 50 do 100 kpz. Geny plazmidowe
o istotnym znaczeniu dla procesu patogenezy to geny spv. W niektorych serowarach
odnaleziono je w chromosomowym DNA, co wskazuje na zachodzacy proces rearanza-
cji materialu genetycznego, w ktorym znaczacg role odgrywajg roOwniez sekwencje in-
sercyjne oraz transpozony, licznie wystepujace w genomach pateczek Salmonella [11].

1.2.1.2. Wyspy patogennosci bakterii Salmonella

Analizy porownawcze sekwencji nukleotydowych genoméw roéznych szczepow tego
samego gatunku wykazaty, iz wiele z nich niesie pulg unikatowych informacji genetycz-
nych, kodowanych w zwartych blokach DNA. Analogiczne segmenty DNA s3 rowniez
odnajdywane w genomach innych, odlegtych filogenetycznie organizméw, co sugeruje
ich mobilno$¢, a tym samym mozliwo$¢ przekazywania drogg horyzontalnego transferu
gendw [140]. Elementy te okreslono mianem wysp genomowych. Wielkos§¢ ich jest
bardzo zr6znicowana i zazwyczaj zawiera si¢ w granicach 10 — 200 kpz. W zalezno$ci
od determinowanej funkcji, elementy te podzielono na wyspy symbiotyczne, metabo-
liczne, opornos$ciowe i wyspy patogennosci (PAI, pathogenicity islands) [94, 267]. W
wyniku badan poréwnawczych sekwencji kompletnych genomé6w S. Typhinurium,
S. Choleraesuis, S. Typhi, S. Paratyphi A i E. coli K-12, wykazano mozaikowa strukture
genomow bakterii Salmonella z proporcjonalnie duza zawartoscig wysp genomowych w
poréwnaniu do E. coli [11]. Chociaz wiele wysp genomowych bierze udziat w patogene-
zie, to posiadanie przez wyspy patogennosci pewnych szczegolnych cech wyrdznia je
sposrod pozostatych wysp genomowych [94, 156, 163, 164]. Informacja genetyczna
dotyczaca wielu istotnych czynnikéw niezbednych do wywotania infekcji przez
S.enterica zawiera si¢ wlasnie w wydzielonych, odosobnionych regionach chromosomu,
zwanych wyspami patogennosci bakterii Sa/monella. Odgrywaja one r6zng role w pro-
cesie patogenezy zakazen Salmonella. Wyspa SPI-1 zostata wprowadzona do genomu
Salmonella po procesie dywergencji od E. coli, a SPI-2 wystepuje w genomach gatunku
S. enterica, a u S. bongori jedynie w wersji pozbawionej genow kodujacych system
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sekrecji typu III. Historia ewolucji pozostatych wysp patogennosci nie jest tak jasna. W
przeciwienstwie do pieciu konserwatywnych wysp (SPI-1 do SPI-5), nie wystepuja one
w genomach wszystkich serowarow. Szczegotowe wyjasnienie roli jaka odgrywaja w
patogenezie zakazen Salmonella wymaga jeszcze wielu dalszych badan.

Genomy S. Typhimurium i S. Choleraesuis zawierajag 9 wysp patogennosci podczas
gdy S. Typhi nosi jeszcze 3 dodatkowe wyspy [57, 255, 294, 415]. Sktad wysp patogen-
nosci rozni si¢ w zaleznosci od serowaru i podgatunku Salmonella. Niektore zawarte w
nich geny, majace istotne znaczenie dla patogenezy w okre§lonym ukladzie sero-
war/gospodarz, sa nieobecne lub zmutowane w innych serowarach. Ta heterogennos¢
moze czesciowo thumaczy¢ szczegolne preferencje niektdrych serowarow Salmonella do
zakazania wybranych gospodarzy. Cechy charakteryzujace wyspy patogennosci bakterii
Salmonella przedstawiono w tabeli 4.

1.2.2. Pozachromosomalne elementy genetyczne bakterii Salmonella

Oprocz réznic w zakresie wystepowania wysp patogennosci, genomy bakterii
Escherichia coli 1 Salmonella oraz genomy réznych serowarow Salmonella réznig si¢
rowniez mig¢dzy soba obecnoscig mobilnych elementéw genetycznych takich jak pla-
zmidy i bakteriofagi [33, 95, 273, 326, 364, 408]. Geny umiejscowione na plazmidach
moga warunkowaé patogennos$¢ bakterii wobec cztowieka i zwierzat. Nalezg do nich
np.: geny warunkujace zdolno$¢ do adhezji patogenu do powierzchni odpowiednich
komorek atakowanej tkanki, penetracji do wnetrza komorki, zdolnos¢ do produkceji r6z-
nego rodzaju toksyn, opornos¢ na przeciwbakteryjne czynniki obecne w surowicy (se-
rum resistance), itp. Analiza sekwencji genomoéw bakteryjnych wykazala obecno$é wie-
lu sekwencji profagowych, stanowiacych w niektorych przypadkach az do 10% catosci
genomu. Obecno$¢ aktywnych i defektywnych profagéw stwierdzono w wigkszosci
badanych szczepow. Na przyktad, sposrod 173 przebadanych szczepow S. Typhimu-
rium, az 136 zawierato profagi. Badania prowadzone z zastosowaniem takich metod jak
hybrydyzacja DNA oraz analiza porownawcza sekwencji DNA genoméw S. enterica
serowar Typhi i S. enterica serowar Typhimurium wykazaty, ze to gtownie zawarto$¢
gendw pochodzacych z plazmidow typu F i lambdoidalnych fagow decyduje o rézno-
rodno$ci obserwowanej pomigdzy tymi serowarami [33, 107].

1.2.2.1. Plazmidy

Prawie wszystkie geny wystepujace u bakterii znajdujg si¢ na chromosomie bakte-
ryjnym. Kilka genow jest zlokalizowanych w matych, kolistych czasteczkach DNA
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zwanych plazmidami (u pewnych bakterii stwierdzono takze obecno$¢ plazmidow li-
niowych), wystepujacych dodatkowo u bakterii oprécz chromosomowego DNA. Sa to
glownie geny, ktore sa przydatne bakteriom, ale nie sg niezbedne do normalnego wzro-
stu 1 podziatu komorki. Ulegaja one niezaleznej replikacji. Niektore plazmidy integruja
si¢ z chromosomem bakteryjnym. Istnieje wiele roznych plazmidoéw, migdzy innymi:
plazmidy typu R, typu F, plazmidy kolicynowe, degradacyjne i plazmidy wirulencji.
Nadaja one bakteriom opornos¢ na antybiotyki, umozliwiaja przenoszenie genéw mig-
dzy komodrkami bakteryjnymi, kodujg bakteriobdjcze biatka kolicyny i biatka metaboli-
zujace nietypowe zwiazki oraz nadaja zdolno$¢ wywolywania chordb. Bakterie moga
posiada¢ jednoczesnie kilka typow plazmidéw. Jednak nie wszystkie rodzaje plazmidow
moga wspotistnie¢ w bakterii.

Mapa genetyczna chromosomu Salmonella Typhimurium LT2 niewiele (29%) rézni
si¢ od chromosomu Escherichia coli K-12 [255]. Aktywnos$¢ niektorych genow bakterii
Salmonella zostala zidentyfikowana dopiero po wczesniejszym ich odkryciu u E. coli.
Plazmid koniugacyjny F, charakterystyczny dla E. coli, moze by¢ przekazywany w pro-
cesie koniugacji z Escherichia coli do Salmonella Typhimurium, a takze do innych ty-
pow serologicznych Salmonella [22, 254, 342]. 1zolowano szczepy Salmonella Typhi-
murium, posiadajace plazmid F wbudowany do chromosomu; szczepy takie nazywane sg
szczepami Hfr (high-frequency of recombination) [342]. Istnieje wigc mozliwos¢ prze-
kazywania z wysoka czgstoscig gendw chromosomowych ze szczepoéw Hfr S. Typhimu-
rium do szczepdw E. coli i odwrotnie. Na przyktad geny chromosomowe odpowiedzial-
ne za synteze antygendw O, H czy Vi bakterii Sa/monella, moga by¢ przekazywane w
procesie koniugacji, wraz z plazmidem F, bakteriom z rodzaju Escherichia.

Inne plazmidy bakterii Salmonella moga réwniez kodowac opornos¢ na antybiotyki,
wytwarzanie bakteriocyn, niektore cechy metaboliczne jak zdolno$¢ fermentacji laktozy
czy sacharozy, a takze powodowa¢ zmiany faktorow antygendw somatycznych [68, 69,
152, 248, 307]. Popoff i Le Minor [307] wykazali, iz faktor O:54 bakterii Salmonella jest
determinowany obecnoscia plazmidu wielkosci 7,5 kpz.
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Czgs¢ bakterii Salmonella zawiera duze plazmidy (50 — 100 kpz) kodujace niektore
cechy ich chorobotwodrczosci [326]. Tak zwane plazmidy wirulencji (virulence plasmids)
bakterii Salmonella zawieraja informacj¢ genetyczng na temat syntezy toksyn lub struk-
tur btony zewngtrznej bakterii, ktore determinujg ich wlasciwosci patogenne. Plazmidy
te nie uczestnicza bezposrednio w procesach patologicznych zachodzacych w organi-
zmie w czasie infekcji, ale jako czynniki kontrolujace ekspresje wtasciwosci patogen-
nych zarazka, sa posrednimi wskaznikami jego chorobotworczosci [264, 408]. Obecnosé
plazmidow wirulencji typu F wykazano wsréd wielu szczepow S. Typhimurium, S. Cho-
leraesuis, S. Enteritidis, S. Dublin, S. Gallinarum, S. Gallinarum biowar Pullorum i
S. Abortusovis. Obecne byly rowniez w szczepach S. Johannesburg, S. Kottbus, S. Give,
S. Newport oraz S. Derby. Plazmidow tego typu (i regionu spv) nie posiadaja pateczki
S. Typhi, S. Paratyphi A, S. Paratyphi B i S. Sendai [326]. Wyjatek w tej grupie stanowi
S. Paratyphi C, chociaz udzial plazmidu wirulencji (54 kpz) w przebiegu zakazenia tym
drobnoustrojem jest nieznany. Wigkszo$¢ plazmidow wirulencji moze by¢ przekazywa-
na innym bakteriom, ale tylko niektore z nich zachowaty zdolnosci koniugacyjne [3].

Badania wykazaty [266], ze wigkszo$¢ plazmidéw wirulencji jest wzajemnie ze soba
spokrewnionych. Posiadaja one wspolny region, wielkosci ~8 kpz DNA, zawierajacy
geny spv (Salmonella plasmid virulence) [155], ktore u serowardow Salmonella z podga-
tunkow salamae (1), arizonae (1lla) i indica (VI) odnaleziono w chromosomowym
DNA, co wskazuje na zachodzgce rearanzacje materiatu genetycznego. Plazmidy deter-
minujace chorobotwodrczos¢ sa niezbedne do ekspresji petnego fenotypu wirulentnego in
vivo. Na przyktad, charakterystyczna dla pateczek S. Enteritidis sktonno$¢ do wywoty-
wania zakazen gtéwnie u drobiu, jest zredukowana u szczepow pozbawionych plazmidu
wirulencji [387]. Owa wytrwato§¢ w powodowaniu zakazen tego wiasnie gospodarza,
jak i wzmozona wirulencja wzgledem tego gospodarza, moze mie¢ zwigzek z obecnoscia
genoOw spv. Badania przeprowadzone na myszach wykazaty, ze region wielkosci ~8 kpz,
zawierajacy wszystkie geny spv (spvRABCD), moze przywrdci¢ wirulencje szczepom
S. Typhimurium nie posiadajacym plazmidu wirulencji [155]. Co wigcej, obecnos¢ tylko
2 gendw spvB 1 spvC jest wystarczajaca do uzyskania pelnej wirulencji do zakazania
myszy przez szczep S. Typhimurium pozbawiony pozostatej czesci plazmidu [252], a
serowary gatunku S. enterica zmutowane w obrebie genu spvR wykazywaly znaczace
ostabienie wlasciwosci chorobotworczych dla cielat [232]. Do F-plazmidowych genoéw
nalezg rdwniez geny operonu pef [28], zawierajace pelng informacje genetyczng doty-
czaca syntezy jednego z kilku rodzajow fimbrii (tzw. plasmid-encoded fimbriae) oraz
gen rck, kodujacy opornos¢ na dziatanie komplementu [162]. Geny wykazujace podo-
bienstwo do genow faeH i fael, kodujacych fimbrie E. coli K88, moga wplywac na wiru-
lencje S. Gallinarum. Obecnos$¢ ich wykazano rowniez w plazmidach wirulencji wyste-
pujacych u S. Dublin i S. Gallinarum biowar Pullorum; nie znaleziono ich jednak w
plazmidach obecnych u S. Typhimurium, S. Enteritidis czy S. Choleraesuis [334].
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Pozostale to tzw. plazmidy kryptyczne (cryptic), czyli plazmidy bez okreslonej (jak
do tej pory) funkcji, ktérych obecnos¢ nie nadaje komoérce zadnych szczegodlnych cech
fenotypowych odrozniajacych ja od komorki bezplazmidowej [17, 147, 202]. Niektore
plazmidy bakterii Salmonella w pelni zsekwencjonowano. Nalezg do nich: dwa plazmi-
dy pHCM1 i pHCM2 wystepujace u S. Typhi CT18 [294, 344, 389], plazmid wirulencji
pSLT wystepujacy u S. Typhimurium LT2 [255] oraz plazmid wirulencji pKDSC50,
wielkosci 50 kpz, znaleziony u S. Choleraesuis [158]. Dostgpne sa rowniez mapy gene-
tyczne i1 dane dotyczace czeSciowej sekwencji innych plazmidow bakterii Salmonella,
takich jak plazmid wirulencji, wielkosci 60 kpz, wystepujacy u S. Enteritidis [327].

U paleczek S. Typhimurium i S. Enteritidis zaobserwowano réwniez pewna zalez-
nos¢ pomiedzy obecnoscia plazmidu wirulencji i prezentowanym przez nie typem bakte-
riofagowym [408]. Typ bakteriofagowy pateczek S. Typhimurium moze by¢ takze de-
terminowany przez niektore plazmidy opornosci.

1.2.2.2. Bakteriofagi

Do pozachromosomowych elementéw genetycznych wzbogacajacych genom ko-
morki bakteryjnej, naleza rowniez bakteriofagi, wirusy zdolne do infekowania bakterii,
wystepujace takze u pateczek Salmonella [11, 33, 178]. Bakteriofagi posredniczace w
transdukcji materiatu genetycznego izolowano zaréwno z zawartosci jelit, jak i ze $ro-
dowiska. Wiele bakteriofagow jest zdolnych do wejscia w stan zwany lizogenia (fagi
lizogeniczne, czasem zwane tagodnymi) poprzez integracj¢ z chromosomem bakteryjne-
go gospodarza (z wyjatkiem faga Mu). Ma to szczegolne znaczenie w sytuacji gdy bak-
teriofag jest nosicielem dodatkowych gendéw (cargo genes), nie odgrywajacych zadnej
roli w procesie proliferacji faga [36]. Obecnos¢ aktywnych i nieaktywnych profagow w
genomie gospodarza nadaje bakteriom roézne szczegdlne whasciwosci. Znaczaca manife-
stacja tego stanu jest tzw. ,lizogenna konwersja”, w wyniku ktorej, np.: niechorobotwor-
czy szczep bakteryjny moze staé si¢ szczepem patogennym na skutek nabycia dodatko-
wych determinant wirulencji zawartych w bakteriofagu [49]. Jedna z najbardziej nie-
oczekiwanych rewelacji, bedaca wynikiem przeprowadzanych ostatnio badan porow-
nawczych sekwencji genomoéw bakterii Salmonella, byta stosunkowo duza zawarto$¢
genow fagowych, co wskazywatoby na istotny udziat bakteriofagdéw w procesie ewolucji
Salmonella [213, 255, 294]. Analiza profagow bakterii Salmonella opierata si¢ gtdéwnie
na wynikach sekwencjonowania materialu genetycznego szczepoéw S. Typhi CT18 i
S. Typhimurium LT2. Bakteriofagowy DNA zawarty w obu genomach wystepowat
glownie w dwoch odmiennych formach. W postaci krotkich fragmentéw (mniej niz 5
genow), ktore czgsto kodowaty rowniez transpozazy (enzymy katalizujace proces trans-
pozycji) 1 ktore §wiadcza o majacym wczesniej miejsce zjawisku wyciecia bakteriofa-



48 Bozena Dera-Tomaszewska

gowego DNA z DNA komorki bakteryjnego przodka. Drugi rodzaj bakteriofagowego
DNA zawiera wicksze zespoty gendéw kodujace kompletne profagi lub obszerne ich
fragmenty. W przypadku S. Typhi CT18 geny te stanowily okoto 4% genomu bakteryj-
nego [294]. Dwa lambdoidalne (lambdoid-like) profagi Gifsy 1 i Gifsy 2 wptywaja na
wirulencje swojego bakteryjnego gospodarza. Pozbawienie bakterii S. Typhimurium
profaga Gifsy-2 stukrotnie obniza ich wirulencj¢ przy zakazaniu myszy [117, 118]. Do
nie-fagowych genow wykrywanych w obrebie profaga Gifsy-2 nalezy gen sodCl, kodu-
jacy dysmutaze ponadtlenkowa (superoxide dismutase), majaca zwigzek z przezywalno-
$cig bakterii w makrofagach [252, 377]. Bakteriofag Gifsy-1 zawiera gen gipA4, uczestni-
czacy w procesie kolonizacji jelita cienkiego i gen ssel, kodujacy bialko efektorowe
systemu sekrecji typu IlI, zwigzane z wyspa patogennosci 2 (SPI-2) [118]. Salmonella
Typhi CT18 jest gospodarzem siedmiu regiondow DNA pochodzenia bakteriofagowego,
wykazujacych silne podobienstwo do fagow z rodzin faga P2, P4, Lambda i faga Mu
[366]. Badania porownawcze zawartosci genow fagowych w szczepie S. Typhi CT18 i
innych szczepach S. Typhi oraz innych serowarach Salmonella wskazuja na ogromna
roznorodnos¢ gendw bakteriofagowych obecnych w genomach bakterii Salmonella wa-
runkujaca znaczne zroéznicowanie pomiedzy serowarami Salmonella (inter-serovar va-
riation), ale rbwniez w obrebie przedstawicieli tego samego serowaru. Niektore z tych
profagowych regionéw byly specyficzne dla szczepu S. Typhi CT18, co sugeruje we-
wnatrzserowarowg zmienno$¢ (intra-serovar variation) zachodzacg w obrebie pojedyn-
czych szczepdéw S. Typhi [366]. To podwaza opini¢ na temat pateczek S. enterica sero-
war Typhi powszechnie uznawanych za organizmy klonalnie spokrewnione (,,clonal”
organisms). Owe roznice dotycza na ogoét regiondéw genomu skojarzonych z matymi
wysepkami genowymi (gene islets), regiondOw znajdujacych sie w obrebie wysp pato-
gennosci 1 w bakteriofagach. Zatem chromosom S. Typhi moze rowniez posiada¢ pewne
plastyczne regiony, spetniajace rolg niestabilnego zrédla genetycznego zrdéznicowania w
obrebie ,, highly clonal” populacji jaka stanowig pateczki duru brzusznego. Regiony te
zachwialy stabilnos$¢ klonalnej ekspresji Salmonella Typhi.

Badania w dziedzinie typowania bakteriofagowego przyniosty wiele wnioskoéw z
zakresu lizogenii i dziedziczno$ci oraz staty si¢ podstawg interpretacji wynikow lizotypii
w dochodzeniach epidemiologicznych w przypadkach wystepowania zjawiska zmienno-
Sci w obrgbie tego samego typu bakteriofagowego [41, 59].

Fagi bakteryjne zdolne do lizogenizacji moga réwniez, w wyniku lizogennej kon-
wersji, modyfikowaé strukture cze$ci O-antygenowej LPS bakterii Salmonella [178].
Bakteriofag P22 jest odpowiedzialny za zmiang typu wigzania pomiedzy glukoza i ga-
laktoza w podjednostce O-swoistego tancucha LPS, z wigzania 1 — 4 na wiazanie 1 — 6,
co w efekcie objawia si¢ powstaniem nowego faktora O:1 [148]. Pojawienie si¢ determi-
nanty antygenowej O:27, bedacej efektem zmiany rodzaju wigzania pomi¢dzy monome-
rami, z 1 — 2 na wigzanie typu | — 6, uwazane do tej pory za wynik lizogenizacji fagiem
@27, w rzeczywistosci jest modyfikacja uwarunkowang obecnos$cia genu wzy,.¢) [149,
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392]. Fagi €5 oraz €34, zmieniaja O faktory w grupie O:3,10 (E;). Znaczaca liczba, jak i
réznorodnos¢ profagow, ktorych obecnos¢ wykazano w genomach pateczek Salmonella,
stanowi wazne zrddlo genetycznej zmiennosci i moze odgrywac istotng rolg w ewolucji i
specjalizacji tych bakterii.

1.3. PATOGENEZA ZAKAZEN SALMONELLA

Pateczki Salmonella, subepitelialne pasozyty, zdolne sa do adhezji i penetracji w
glab Sciany jelita gospodarza [10, 319]. Wytwarzane w czasie kolonizacji toksyny wraz z
tzw. bialkami inwazyjnymi, doprowadzajg do dysfunkcji przewodu pokarmowego [20],
a w sprzyjajacych warunkach do uogoélnienia procesu chorobowego. Kolonizacja btony
Sluzowej jelita jest pierwszym etapem w procesie choroby. Do szczegélnie aktywnych
czynnikow kolonizacyjnych naleza fimbrie. W procesie adherencji uczestnicza takze
inne struktury komorki bakteryjnej, tworzace skomplikowany system potaczen komorki
bakteryjnej z komorka eukariotyczng. Przypuszcza sig¢, ze wzajemne oddziatywanie
fimbrii z enterocytami inicjuje zmiany degeneracyjne w rabku szczoteczkowym i uwal-
nianie substancji o charakterze chemoatraktantéw. Mozna by wiec zatozy¢, ze potgguja
one kolonizacj¢ poprzez wzmozong koncentracje bakterii w tym rejonie. W procesie
kolonizacji moga by¢ wykorzystane wlasciwosci inwazyjne i hydrofobowe drobnoustro-
ju. Zmiany degeneracyjne powstate w komorkach nablonkowych jelita doprowadzaja do
odstonigcia nowych miejsc wigzania zarazka.

1.3.1. Ogolna charakterystyka mechanizméw zakazen Salmonella

Zakazenia bakteriami Salmonella powodujg schorzenia o wieloczynnikowej etiolo-
gii 1 podobnie jak w przypadku innych choréb zakaznych zachorowania sa wynikiem
wzajemnego oddziatywania sit obronnych makroorganizmu i wlasciwosci chorobotwor-
czych zarazka [32, 151]. W przypadku pateczek Salmonella, podobnie jak i innych pato-
gendw jelitowych, o mozliwosci chorobotworczego dzialania decyduje ich zdolnos$¢ do
adhezji do tkanek makroorganizmu oraz do produkcji toksyn, powodujacych zaburzenia
funkcji oraz procesy degeneracyjne w komorkach zywiciela [10, 20, 46, 207, 319, 330].
Trwale powigzanie drobnoustrojéw z komoérkami tkanek gospodarza inicjuje rozwdj
procesu chorobowego. ,,Przytwierdzenie” pateczek Salmonella dziata zapobiegawczo
przeciw ich usuwaniu ze §wiatla jelita przez ruchy perystaltyczne. Jedynie drobnoustro-
je, ktore pozostajag w trwalym kontakcie z komérkami makroorganizmu mogg oddziaty-
wac na nie destrukcyjnie oraz penetrowaé¢ w glab tkanek, doprowadzajac w sprzyjaja-
cych warunkach do infekcji o charakterze systemowym. Pateczki Salmonella, po wpro-
wadzeniu do przewodu pokarmowego, moga zasiedla¢ blone §luzowa i powodowac
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objawy zatrucia pokarmowego. Moga réwniez forsowac barierg jelitowa i przedostawaé
si¢ przy udziale komérek M w kepkach Peyera do weztow chlonnych krezkowych i do
przewodu piersiowego, a stad do krwiobiegu (ryc. 9) [285]. Powoduje to przejsciowa,
krotkotrwatg bakteriemi¢. Bakterie sa szybko wychwytywane przez komorki ukladu
siateczkowo-$rodbtonkowego w §ledzionie, czy w watrobie. Jezeli jednak czynniki wiru-
lencji drobnoustroju przewaza sily obronne organizmu gospodarza, nast¢puje jego nam-
nazanie si¢ w tych narzadach, co doprowadzi¢ moze do kolejnego wysiewu drobnoustro-
jow do krwi i ich przenikania do tkanek oraz rozwoju posocznicowego procesu choro-
bowego.

1.3.2. Udzial czynnikéw wirulencji w patogenezie zakazen Salmonella

O wirulencji pateczek Salmonella decyduje caly szereg czynnikow, ktérych ekspre-
sja zarowno co do ich ilosci, jak i jakosci, uzalezniona jest w pierwszym rzg¢dzie od
genetycznych cech drobnoustroju [163, 164]. Prawdopodobnie jako$¢ i ilos¢ ujawnia-
nych przez szczep czynnikow chorobotworczych w stosunku do jego genetycznych
mozliwos$ci zalezy w znacznej mierze od zdolno$ci obronnych makroorganizmu [186].
Badanie i analizowanie czgstosci wystgpowania tych czynnikéw u patogennych szcze-
péw ma ogromne znaczenie dla opracowania skutecznych technik identyfikacyjnych
oraz dla pelnego poznania schorzen powodowanych przez bakterie Salmonella, a takze
dla wypracowania mozliwie efektywnych metod ich zwalczania i zapobiegania [32, 151,
218,219, 233, 371].

Decydujacym momentem w rozwoju zakazenia jest kolonizacja nabtonka jelitowego
przez szczepy Salmonella [9, 207]. Wszystkie serowary Salmonella sa potencjalnie cho-
robotworcze dla ludzi i zwierzat. Inwazyjne szczepy indukujg ostry stan zapalny blony
sluzowej, chociaz nie wszystkie z nich stymuluja przeptyw elektrolitow do $wiatla jelita.
Wykazano, ze szczepy Salmonella powodujace biegunke nie zawsze wytwarzajg entero-
toksyny. W takich przypadkach, aktywacja cyklazy adenylowej oraz mobilizacja cy-
klicznego monofosforanu adenozyny (cAMP) jest prawdopodobnie indukowana przez
prostaglandyny. Kontakt migdzy komdrkami drobnoustroju i zywiciela utatwia ujemny
fadunek elektryczny na powierzchni bakterii. Struktury powierzchniowe (zbudowane z
biatek i lipidow) decyduja o jej wlasciwosciach hydrofobowych. Umozliwia to bakte-
riom wigzanie si¢ z komorkami eukariotycznymi za posrednictwem swoistych wigzan
hydrofobowych i elektrostatycznych. Dla efektywnej adherencji konieczne jest jeszcze
polaczenie receptoréw komorek eukariotycznych z komplementarnymi ligandami bakte-
ryjnymi.
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Ryc. 9. Uproszczony schemat patogenezy zakazen Salmonella (wedtug [285])
Fig. 9. Selected events in Salmonella pathogenesis and associated virulence genes (according to

[285])
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U bakterii Salmonella za glowny czynnik adhezyjny uwazane sg fimbrie typu 1 [81,
207], struktury o ksztalcie cienkich wtokienek, zlokalizowanych na powierzchni komor-
ki bakteryjnej [367]. Do inicjacji adhezji niezbedne jest zblizenie si¢ adherentnej dome-
ny fimbrii na odlegto$¢ 35 nm do receptora tkankowego. Taka blisko$¢ umozliwia reak-
cje miedzy regionami hydrofobowymi prowadzac do wzmocnienia istniejagcego wigzania
[81,207].

Kolejnym mechanizmem umozliwiajacym pateczkom Sal/monella kontakt z tkanka-
mi gospodarza jest posiadana przez nie zdolno$¢ wigzania si¢ z zewnatrzkomoérkowymi
biatkami tkanek, takimi jak fibronektyna, witronektyna, trombospondyna, kolagen, fi-
brynogen, okreslanymi mianem macierzy tkankowej (fissue-matrix). Oprocz roli biatek
strukturalnych spetniaja one rowniez pewne funkcje w przebiegu procesow zapalnych,
autoimmunizacji, odpowiedzi immunologicznej i powstawaniu nowotworéw. Bialkiem
szczegolnie aktywnym w mechanizmie wigzania si¢ z drobnoustrojami jest fibronektyna.
Receptory dla fibronektyny u pateczek Salmonella zlokalizowane sg gtdéwnie na fim-
briach [207, 367].

W procesie zasiedlania btony sluzowej przewodu pokarmowego uczestniczy wiele
biatek tworzacych struktur¢ btony zewngtrznej (OMPs, outer membrane proteins) bakte-
rii Salmonella [46, 81, 319]. Biatka OMPs zlokalizowane cze$ciowo na powierzchni
komorki bakteryjnej uczestnicza w procesie adhezji komorki bakterii do komoérek go-
spodarza, sg antygenami dla przeciwciat skierowanych przeciwko komoérkom bakterii,
petnig takze funkcj¢ receptorow dla réznych czasteczek i bakteriofagow. Czgs¢ OMPs
funkcjonuje jako poryny [46]. Poryny OmpD S. Typhimurium sg zaangazowane w adhe-
zj¢ do komorek nabtonkowych jelita, a takze niezbedne w procesie inwazji tych bakterii
do komorek gospodarza. Biatkami blony zewnetrznej potencjalnie zaangazowanymi w
proces adhezji S. Enteritidis do komorek epitelialnych jelit sa OMPs o masie czastecz-
kowej 82,3kDa i 75,6kDa. Sforsowanie bariery rabka szczoteczkowego jest wstepem do
inwazji komorek nabtonkowych i dalszej penetracji tkanek. Proces ten wymaga wspot-
dziatania funkcjonalnego mikrorzgsek z inwazyjnymi drobnoustrojami. Zaadsorbowane
bakterie uczestnicza w procesach przestrojenia funkcjonalnego komorek nabtonkowych
[355], a efektem tej zmiany jest internalizacja drobnoustroju przez enterocyty, ktdre
normalnie nie spetniajg funkcji komoérek fagocytujacych [418].

Biatka szoku termicznego (Hsp, heat shock protein) drobnoustrojow odgrywaja
rowniez wazng rol¢ w patogenezie chordéb zakaznych i odpowiedzi immunologicznej
gospodarza. Jak wynika z danych literaturowych, biatko szoku termicznego klasy GroEL
(z rodziny biatek 60 kDa) bakterii zdolnych do jego transportu na powierzchnie btony
cytoplazmatycznej albo na zewnatrz komorki moze mie¢ zwiazek z wirulencja drobno-
ustrojow [108, 127]. Biatko szoku termicznego z rodziny biatek 60 kDa (Hsp60) wytwa-
rzane przez Salmonella Typhimurium, uwaza si¢ za czynnik wirulencji tych bakterii
[108]. Jak wykazaty badania in vitro, agregacja bakterii Salmonella Typhimurium w
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jelicie, a w jej nastgpstwie kolonizacja jelita, wydaje si¢ zaleze¢ od biatka Hsp60, ktore
wiaze si¢ z glikoproteing obecng w $luzie jelitowym [108, 240].

Wisrdd struktur komoérkowych bakterii z rodzaju Salmonella znaczaca rolg w proce-
sach patogennego oddziatywania przypisuje si¢ lipopolisacharydom (LPS, endotoksyna)
ich Sciany komorkowej [324, 335, 406]. Lipopolisacharyd tworzy najbardziej ze-
wnetrzng jej warstwe, a jego aktywno$¢ patogenna zalezy od jego sktadu antygenowego.
Wptywa na wirulencj¢ pateczek Salmonella przez zwigkszenie ich opornosci na fagocy-
tozg. Przeciwdziata rowniez litycznej akcji dopetniacza i defensyn oraz jako endotoksy-
na wywiera destrukcyjny wplyw na komorki zywiciela. Lipopolisacharyd uczestniczy
rowniez w procesie kolonizacji btony sluzowej jelit. Szczepy gladkie (w formie S) wy-
kazuja nawet tysiackrotnie wyzsza aktywno$¢ kolonizacyjna od ich szorstkich mutan-
tow, chociaz dysocjacja LPS nie zawsze powoduje utrate chorobotworczosci [324].
Udowodniono tez role LPS, jako antygenu ochronnego. Wraz z bialkami btony ze-
wnetrznej, LPS przeciwdziata powstawaniu kompleksow atakujacych btony, umozliwia-
jac tym samym przezywanie drobnoustroju w organizmie gospodarza, chronigc go przed
bakteriobdjczym dziataniem surowicy.

W kolonizacji gospodarza przydatna jest mi¢dzy innymi zdolno$¢ drobnoustrojow
do ruchu. Wiekszos¢ powierzchni zakazonego organizmu jest pokryta sluzem, aby wigc
bakterie mogty dosta¢ si¢ do samych komorek nabtonkowych, musza pokonac ta barierg.
Istnieja takie czynniki zakazenia, ktére umozliwiajg drobnoustrojom obejscie tej prze-
szkody, jak np. rzeski czy mucynazy (enzymy rozkladajace §luz) [278]. Bakterie Salmo-
nella poruszaja si¢ dzigki obrotowemu ruchowi rzgsek oraz wykazuja zjawisko chemo-
taksji, tzn. maja zdolno$¢ poruszania si¢ w kierunku substancji odzywczych i oddalania
od substancji toksycznych. Rzeski spetniaja role czynnikow wirulencji utatwiajacych
pateczkom Salmonella kolonizacje gospodarza [29, 278]. Antygen rzgskowy pelni istot-
ng role w wirulencji bakterii Sa/monella [324, 378, 414]. Flagellina indukuje produkcje
tlenku azotu jako jednego z mediatorow prozapalnych. Aktywujac odpowiednie recepto-
ry na powierzchni bton komoérek makrofagow, wyzwalaja reakcje prozapalne [263].
Stymulacja makrofagdw dotyczy nie tylko catej czasteczki flagelliny, ale rowniez ma-
tych peptydow. Badania konserwatywnej czg¢sci flagelliny S. Muenchen udowodnity, ze
sekwencje 14 aminokwasow zlokalizowanych w N-terminalnej czgsci 1 9 aminokwasow
w czgséci C-terminalnej decydowaty o wywotaniu odpowiedzi prozapalnej przez te bakte-
rie [269]. Zmienno$¢ antygenowa (flagellina fazy 1 i fazy 2) jest znakomitym sposobem
unikania swoistej odpowiedzi immunologicznej gospodarza. Dostgpnosé dwoch syste-
méw genetycznych, odpowiedzialnych za ekspresj¢ roznego rodzaju flagelliny pomaga
bakteriom Sal/monella pokona¢ barier¢ immunologiczng gospodarza i przezy¢.

Kolonizacja nabtonka jelitowego jest wstepnym etapem procesu infekcyjnego pale-
czek Salmonella, umozliwiajacym tym bakteriom ujawnienie innych czynnikéw wiru-
lencji [96, 264]. Adhezyny, czynniki inwazyjne i antyfagocytarne umozliwiaja bakte-
riom Salmonella przede wszystkim kolonizacj¢, penetracj¢ i przezywanie w komorkach
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makroorganizmu, natomiast procesy destrukcyjne w tkankach i wigkszo§¢ zaburzen
funkcjonalnych powodowana jest aktywnos$cig substancji o charakterze toksyn. O choro-
botworczosci Salmonella 1 przebiegu klinicznym choroby decyduja rowniez w pewnym
stopniu wytwarzane przez drobnoustroj toksyny [157, 210, 294]. Pateczki Salmonella
wytwarzajg kilka roznych enterotoksyn i cytotoksyn [184, 324], ktérych syntezg kontro-
luja zardwno geny chromosomalne, jak i plazmidowe. Cytotoksyny Salmonella sa glow-
nie egzotoksynami, wydzielanymi do $srodowiska w czasie wzrostu tych drobnoustrojow.
Ich dzialanie patogenne jest bardzo podobne, jezeli nie identyczne, ze zmianami powo-
dowanymi przez toksyne¢ pateczek Shigella (toksyna Shiga) [206]. Enterotoksyny nato-
miast sg emitowane poza komorke bakteryjng tylko w $ladowych ilosciach [210]. W
znacznej mierze zwiazane sg z komorka i dlatego tez wlasciwosci enterotoksyczne wielu
szczepdw Salmonella ujawniaja si¢ dopiero po ich dezintegracji ultradzwickami i za-
geszezeniu. Niektore z nich sa bardzo podobne do toksyn produkowanych przez Esche-
richia coli (enterotoksyny cieptoopornej ST i cieptowrazliwej LT) [210] i Vibrio chole-
rae (toksyny CT) [341], inne natomiast wykazuja pewna odmienno$¢. Szczepy Salmo-
nella moga rdwniez wytwarza¢ czynniki o dziataniu dermonekrotycznym [340].

Wazne znaczenie dla wirulencji bakterii, i co za tym idzie ich aktywnosci patogen-
nej, ma réwniez obecnos$¢ plazmidow w komorce bakteryjnej [33, 95, 324]. Zespot pla-
zmidow znajdujacych si¢ w komorce Salmonella decyduje o jej chorobotworczosci. Tak
zwane plazmidy wirulencji, o wielkosci 50 — 100 kpz, zawieraja migdzy innymi infor-
macje genetyczng dotyczaca syntezy toksyn lub struktur bltony zewnetrznej bakterii (na
przyktad tzw. plasmid-encoded fimbrie, kodowane przez plazmidowe geny pefBACD)
determinujacych ich wtasciwosci patogenne. Koduja rowniez oporno$¢ bakterii na bakte-
riobdjcze dziatanie surowicy, ich wtasciwosci inwazyjne, a takze zmiane dtugosci O-
swoistego fancucha LPS [324, 364]. Plazmidy te sa niezbedne do ekspresji pelnego feno-
typu wirulencji in vivo. Analiza zawarto$ci plazmidow w komorce jest uzytecznym kry-
terium oceny potencjalnej wirulencji badanego szczepu. Plazmidy stanowig posredni
wskaznik chorobotworczosci pateczek Salmonella.

Badania molekularne zmienity w wielu aspektach spojrzenie na patogeneze zakazen
Salmonella. Wirulencja jest wypadkowa wielu genow. Okoto 4% genomu Salmonella
Typhimurium determinuje funkcje komorki bakteryjnej niezbedne do jej przezycia w
organizmie gospodarza [182]. DNA paleczek Salmonella koduje syntezg wielu biatek
aktywnych w przeciwdziataniu mechanizmom obronnym makroorganizmu. Genetycznie
regulowana ekspresja tych biatek umozliwia bakteriom Salmonella adaptacj¢ w nowym
srodowisku nisz anatomicznych oferowanych przez organizm gospodarza [32, 99, 324].
Wigkszos¢ biatek odpowiedzialnych za wirulencje pateczek Salmonella jest transporto-
wana z cytoplazmy na powierzchni¢ komorki bakteryjnej lub emitowana do $rodowiska
zewnetrznego. W fazie namnazania si¢ w makrofagach, bakterie Salmonella produkuja
przynamniej 35 réznych bialek (MIP, macrophage inducing proteins), w tym biatko
szoku termicznego z rodziny GroEL. Do ekspresji wigkszos$ci z nich dochodzi wytacznie
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w makrofagach i nie moga by¢ one syntetyzowane przez drobnoustroje namnazajace si¢
w komdrkach nabtonkowych [29, 40, 418]. Aktywno$¢ tych bialek skierowana jest
glownie przeciwko defensynom, niskoczasteczkowym biatkom, produkowanym przez
makrofagi i neutrofile w odpowiedzi na inwazj¢ bakterii lub wirusow [324]. Ze wzgledu
na silng infiltracj¢ blony sluzowej jelita przez leukocyty obojetnochtonne wytwarzajace
defensyny, opornos¢ na nie wydaje si¢ by¢ szczegdlnie istotng w przebiegu zakazen
jelitowych. Synteza czynnikow MIPs, neutralizujacych defensyny, odbywa si¢ pod nad-
zorem gendw regulatorowych phoP i phoQ (PhoP/PhoQ system), a takze genu ompR
odpowiedzialnego za osmoregulacj¢ (biatko OmpR — regulator aktywacji genéw SPI-2)
[94, 99, 187, 268, 324].

1.4. ETIOLOGIA I CHARAKTERYSTYKA KLINICZNA ZAKAZEN SALMONELLA

Bakterie Salmonella powoduja nastepujace zachorowania: salmonelozy, dur brzusz-
ny i dury rzekome.

Salmonelozy, sa to zachorowania wywotywane przez rozne pateczki Salmonella
tzw. zwierzgcego pochodzenie, tj. przez rozne serowary Salmonella z wyjatkiem S. Ty-
phi i S. Paratyphi A, B i C. Od wielu lat, zard6wno na §wiecie, jak i w Polsce, dominujaca
role w wywolywaniu zakazen odgrywa serowar Sa/monella Enteritidis [75, 76, 77, 78,
143, 144, 145, 165, 325]. Wyr6ézniamy dwie grupy schorzen: zatrucia pokarmowe (kli-
nicznie objawiajace si¢ jako ostry niezyt zotadkowo-jelitowy), stanowiace najczgstsza
posta¢ salmonelozy oraz zakazenia poza zatruciami pokarmowymi, przebiegajace w
postaci stanow zapalnych lub uogoélnionych infekcji. Zakazenie pateczkami Salmonella
wywoluje chorobe, ktorej obraz kliniczny zalezy od zjadliwo$ci serowaru wywolujacego
schorzenie oraz wieku i osobniczej wrazliwosci chorego [186, 251]. Zdarza si¢ dosy¢
czgsto, iz zakazenie przebiega bezobjawowo lub z objawami tylko nieznacznego niezytu
zotadkowo-jelitowego [20]. Niekiedy schorzenie moze przebiegaé¢ pod postacig durowa
lub septyczng bez Scistej, jak i1 ze $cisle okreslong lokalizacja uktadows i narzadowa, np.
ropne zapalenie opon moézgowo-rdzeniowych i mozgu, ropne zapalenie ptuc, zapalenie
wsierdzia, zapalenie przewodow zotciowych, zapalenie uktadu moczowego, ropne zapa-
lenie nerek, a u dzieci czgsto ropne zapalenie ucha srodkowego. U ludzi dorostych, z
wyjatkiem o0sdb starszych i z uposledzong funkcjg uktadu odpornosciowego, rokowania
na wyzdrowienie sa dobre. U noworodkow, zwtlaszcza wezesniakow i niemowlat — po-
wazne. Rezerwuarem zarazka sg domowe i dzikie zwierzeta (ptaki, gryzonie, psy i koty).
Zrodho zakazenia stanowia zwierzeta, a takze ludzie chorzy lub nosiciele. Moga wyste-
powaé takze zakazenia pierwotne produktami spozywczymi. Do zakazenia dochodzi
najczesciej droga pokarmowa w nastgpstwie spozycia produktow pochodzenia zwierze-
cego, skazonych pierwotnie (produkty pochodzace od chorych zwierzat) lub skazonych
wtornie kalem zwierzat albo ludzi chorych czy nosicieli. Rzadziej dochodzi do zakazenia
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przez bezposredni lub posredni kontakt z zakazonymi ludzmi lub zwierzg¢tami [351]. W
srodowisku szpitalnym do zakazenia paleczkami Salmonella najczgsciej dochodzi przez
bezposredni kontakt z chorymi dzie¢mi lub z zakazonym personelem szpitalnym (przej-
Sciowymi nosicielami), a takze kontakt posredni, np. poprzez bielizng, termometry czy
inny sprzgt. Pewna role w szerzeniu si¢ zakazen moga odgrywac¢ owady, np. karaluchy
[30, 223, 398]. Jako czynnik szerzenia si¢ zakazen bierze si¢ rowniez pod uwage pytowa
droge powietrzng (air-borne transmission), zwtaszcza w niewlasciwie sprzatanych po-
mieszczeniach. W przypadku salmonelozy, czynnik etiologiczny przenoszony jest glow-
nie od zwierzgcia do cztowieka, jak rowniez (chociaz znacznie rzadziej) od cztowieka do
zwierzgcia [351]. Wrota zakazenia najczeSciej stanowi przewod pokarmowy. Okres
wyleggania zarazka wynosi przecigtnie 12-24 godzin. Zakazenie zaczyna si¢ nagle i prze-
biega najczesciej pod postacig niezytu zotadkowo-jelitowego, charakteryzujacego si¢
biegunka (czesto z domieszka $luzu i krwi), napadowymi boélami brzucha, wymiotami,
odwodnieniem, obnizeniem ci$nienia krwi, czasami nawet zapascig. Postaci uogélnione i
narzadowe choroby wystepuja rzadko. Choroba zwykle trwa 2-6 dni i na ogo6l, jezeli nie
wystepuja zaburzenia elektrolitowe, ustepuje bez leczenia. Okres choroby i wydalania
pateczek Salmonella pokrywa si¢ z okresem zarazliwosci. Bakteriologiczne badanie
katu, wymiocin, moczu, krwi, ptynu mozgowo-rdzeniowego, podejrzanej zywnosci,
umozliwia ustalenie etiologii. Istnieje mozliwos¢, pochorobowego, najczesciej krotko-
trwatego nosicielstwa pateczek Salmonella.

Terminem dur brzuszny okreslamy zachorowanie wywotane pateczkami Salmonella
Typhi [297]. Sa one chorobotwoércze tylko dla cztowieka, ktory jest jedynym rezerwu-
arem tych zarazkoéw. Cztowiek chory, zakazony bezobjawowo lub nosiciel stanowi zro-
dto zakazenia. Gtéwna role w patogenezie duru przypisuje si¢ endotoksynie (LPS) uwal-
nianej podczas rozpadu bakterii oraz antygenowi otoczkowemu Vi. Dur brzuszny jest
choroba zakazna, ktora cechuje toksemia, bakteriemia oraz zajecie tkanki limfatycznej
przewodu pokarmowego prowadzace do owrzodzen jelita cienkiego. Poczatkowi choro-
by towarzyszy stopniowo narastajaca temperatura, bezsennos¢, bole glowy, bole mig-
$niowe, bole brzucha, zaparcie (czesciej niz biegunka). Na skoérze tutowia moze pojawic
si¢ r6zyczka (wysypka durowa). W podzniejszym okresie choroby moga wystapi¢ row-
niez powiktania jelitowe (krwawienia, perforacja, zapalenie otrzewnej). Smiertelno$é w
przypadku nieleczonych pacjentow wynosi okoto 10%, a leczonych — ponizej 2%. Po
uplywie kilku lub kilkunastu dni okresu bezgoraczkowego u niektérych chorych moze
doj$¢ do nawrotu choroby, zwykle juz o tagodniejszym przebiegu. Zakazenie szerzy si¢
gtéwnie poprzez skazong wode 1 zywnos$¢. Szczegdlnie niebezpiecznym nosnikiem sg
produkty biatkowe (mleko i jego przetwory), ktore zapewniaja dtugotrwata przezywal-
no$¢ pateczkom Salmonella Typhi, a takze umozliwiajg ich namnazanie si¢. Zachorowa-
nia na dur brzuszny ze styczno$ci moga zdarzy¢ si¢ wyjatkowo w warunkach bliskiego
kontaktu z wydalinami chorego. Rowniez wyjatkowo moze dojs¢ do zakazenia drogg
powietrzng np. w laboratoriach. Przewod pokarmowy stanowi wrota zakazenia. Okres
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wylegania choroby zalezy od wielkosci dawki zakazajacej i wynosi przecigtnie 1 tydzien
(przy skazonej zywnosci) lub 3 tygodnie, gdy mamy do czynienia z zakazeniem poprzez
skazona wodg. Najkrotszym obserwowanym okresem byty 3 dni, a najdtuzszym 56 dni.
Okres zarazliwo$ci odpowiada okresowi wydalania pateczek Salmonella Typhi z katem
lub moczem. U wigkszos$ci chorych konczy si¢ w czasie rekonwalescencji. Czg$¢ 0sob
po przechorowaniu wydala pateczki przez okres okoto 3 miesiecy; 2 — 5% os6b chorych
staje si¢ stalymi nosicielami pateczek Salmonella Typhi. Objawy kliniczne zachorowa-
nia na dur brzuszny czesto nie pozwalajg na zroznicowanie z durami rzekomymi. Prawi-
dlowe rozpoznanie zapewniaja jedynie badania bakteriologiczne, przy czym pierwsze
badanie nalezy wykona¢ przed rozpoczgciem leczenia antybiotykami. Najwickszg war-
tos¢ diagnostyczna ma dodatni wynik uzyskany z posiewu krwi. Wnikliwszej interpreta-
cji wymagaja wyniki badania katu, ktére moga by¢ dodatnie réwniez w przebiegu in-
nych chorob u nosicieli pateczek Salmonella Typhi. Bakteriologiczne badanie probek
katu daje bardziej wiarygodne wyniki niz badanie wymazow. W diagnostyce zakazen
pateczkami Salmonella Typhi zastosowanie praktyczne maja rowniez testy serologiczne.
Odczyny serologiczne odgrywaja niemata role w rozpoznawaniu duru brzusznego, a
zwlaszcza odczyn aglutynacyjny Widala, ktory, mimo wielu zastrzezen klinicystow, jest
powszechnie stosowany [63, 181, 228, 295]. W przypadku odczyndéw serologicznych
konieczne jest wykonanie kilku badan w réznych fazach choroby dla uzyskania obrazu
dynamiki narastania poziomu przeciwciat w czasie. Uzupeklieniem odczynu Widala w
diagnostyce duru brzusznego jest czulszy od niego odczyn hemaglutynacji biernej z
antygenami O 1 Vi Salmonella Typhi [181].

Wspolng nazwa dury rzekome okreslamy zachorowania spowodowane pateczkami
Salmonella Paratyphi A, Salmonella Paratyphi B i Salmonella Paratyphi C. Patogeneza,
zmiany anatomopatologiczne oraz objawy kliniczne sa takie same jak w przypadku duru
brzusznego, czgsciej jednak wystepuja jako zakazenia bezobjawowe, postaci o lekkim
przebiegu i objawach niezytu zotadkowo-jelitowego. Czlowiek jest jedynym rezerwu-
arem pateczek rzekomodurowych i cztowiek — chory, ozdrowieniec lub nosiciel — sta-
nowi zrodlo zakazenia. Przewdd pokarmowy stanowi wrota zakazenia. Zachorowania na
dury rzekome szerza si¢ glownie poprzez skazona zywnos¢. Duza liczba zakazen bez-
objawowych i duze rozproszenie zarazka powoduje, ze zachorowania wystepuja glownie
wsrod dzieci 1 mlodziezy. Najbardziej rozprzestrzeniony jest dur rzekomy typu B i on
dominuje w Europie. Zachorowania na dur rzekomy A wystepuja najczesciej w potu-
dniowo-wschodniej Azji, a na dur rzekomy typu C — na Bliskim Wschodzie. Dury rze-
kome, znacznie czg$ciej niz dur brzuszny, majg przebieg kliniczny podobny do zatrucia
pokarmowego. O rozpoznaniu czynnika etiologicznego decyduja wyniki badan laborato-
ryjnych, przy czym najwigksza warto$¢ diagnostyczng maja badania bakteriologiczne
krwi, kalu i moczu. Testy serologiczne (odczyn Widala), maja raczej znaczenie pomoc-
nicze [181], bowiem dla czg$ci przypadkéw przebiegajacych pod postacig niezytu zo-
tadkowo-jelitowego wypadaja ujemnie lub dla duru rzekomego typu C moga dawac
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wyniki falszywie dodatnie, ze wzgledu na wspdlne antygeny z pateczka Salmonella
Choleraesuis, czesciej wystepujaca na terenie Polski niz Sa/monella Paratyphi C.

1.5. IZOLACJA 1 IDENTYFIKACJA BAKTERII SALMONELLA

Diagnostyka mikrobiologiczna stanowi podstawowy element w wykryciu czynnika
etiologicznego zakazenia oraz wyborze wlasciwego leczenia. Podstawowymi metodami
diagnostyki bakteriologicznej sa: hodowla i izolacja drobnoustrojow, oznaczenie leko-
opornosci oraz badania serologiczne i molekularne [21]. Klasyczne metody diagnostycz-
ne nie utracity do dzisiaj swojej dominujacej roli, pomimo rozwoju innych metod i po-
mimo $cisle zwigzanej z nimi koniecznosci utrzymywania bakterii przy zyciu. W ruty-
nowej diagnostyce pateczek Salmonella zastosowanie majg przede wszystkim metody
konwencjonalne, bakteriologiczne, zmierzajace do izolacji i identyfikacji bakterii w
metodach hodowlanych [185, 391]. Wiarygodno$¢ wyniku mikrobiologicznego w duzej
mierze zalezy rowniez od prawidlowego pobrania wlasciwego materiatu przeznaczonego
do badania i przestanie go do laboratorium mikrobiologicznego [365]. Sposoby pobiera-
nia i przygotowywania materiatu do transportu roznia si¢ w zaleznosci od planowanego
sposobu przeprowadzenia badan mikrobiologicznych.

Material diagnostyczny przeznaczony do badan w kierunku obecnosci pateczek
Salmonella jest bardzo r6znorodny. Najczesciej jest to kal (moze by¢ tez wymaz z odby-
tu), krew, mocz, rzadziej z6I¢, wymiociny, sporadycznie ropa, szpik kostny lub ptyn
moézgowo-rdzeniowy. W dochodzeniach epidemiologicznych badana moze by¢ takze
zywnos¢, produkty uzywane do sporzadzania pokarmow, woda, Scieki, pasze, wydaliny
zwierzgce, produkty pochodzenia zwierzgcego, czy tzw. proby srodowiskowe majace
zwiazek z miejscem bytowania ludzi i zwierzat. W masowych badaniach na nosicielstwo
pateczek Salmonella przeprowadzanych u oséb zdrowych, materialem diagnostycznym
jest oczywiscie kal, ktory ma takze istotne znaczenie w ostrych niezytach zotadkowo-
jelitowych (sporadyczne przypadki zakazen lub ogniska zatru¢ pokarmowych — chorzy,
ozdrowiency, nosiciele, osoby z kontaktu). Mniejsze znaczenie ma natomiast w rozpo-
znawaniu duru brzusznego i duro6w rzekomych. W tym przypadku najwazniejszym mate-
rialem do badania bakteriologicznego jest krew. Wykrycie pateczek Salmonella we krwi
decyduje o rozpoznaniu. W celu wykluczenia nosicielstwa pateczek duru brzusznego,
przy ujemnych wynikach badania kalu — materialem diagnostycznym jest zot¢. Badanie
moczu w przypadkach duru i duré6w rzekomych ma znaczenie rozpoznawcze. Pateczki
Salmonella pojawiaja si¢ w moczu od trzeciego tygodnia choroby. Ma ono znaczenie
rowniez przy wykrywaniu ich nosicielstwa.

W codziennej praktyce laboratoryjnej, nieznane szczepy, izolowane z probek mate-
riatéw klinicznych, produktéw spozywczych, od zwierzat, z materiatéw odzwierzecych,
z pasz 1 innych, identyfikowane sa wstepnie do rodzaju Salmonella na podstawie ich
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wlasciwos$ci biochemicznych i w dalszej kolejnosci — na podstawie reakcji serologicz-
nych z antygenami O i H. Rozpoznanie serologiczne wyosobnionego szczepu polega na
okresleniu jego struktury antygenowej. O réznicach w wykrywalnosci pateczek Salmo-
nella decyduje wiele parametrow: rodzaj i wielko$¢ badanej probki, zrédto jej pocho-
dzenia, rodzaj i sktad zastosowanych podtozy, czas i temperatura namnazania selektyw-
nego, czy liczba kolonii pobranych do badania. A zatem wybor wtasciwej metody i od-
powiednich podlozy decyduje o skuteczno$ci wykrywania bakterii Salmonella [391].
Stosowane sg ptynne podloza nieselektywne, plynne i poiptynne podtoza wybiodrczo-
namnazajace, stale podloza wybidrczo-réznicujace oraz podloza (tzw. szeregi bioche-
miczne) pozwalajace na okreslenie cech biochemicznych izolowanych drobnoustrojow,
czyli zdolnosci do metabolizowania réznych substancji lub wytwarzania okreslonych
enzymow [55].

Wybidrczos¢ uzywanych do badania podtozy polega na hamowaniu wzrostu drob-
noustrojow Gram-dodatnich i znakomitej wigkszosci Gram-ujemnych pateczek niecho-
robotworczych przy intensywnym wzroscie niektérych chorobotworczych drobnoustro-
jow. W przypadku bakterii Salmonella zalezy ona od wielu sktadnikéw takich jak zot¢
bydleca czy sole zotci (np. dezoksycholan sodu), barwniki anilinowe (np. zielen brylan-
towa, zielen malachitowa) czy tez sole bizmutu. Z kazdego podtoza izoluje si¢ co naj-
mniej po dwie kolonie uwzgledniajac kolonie podejrzane i watpliwe. Wybrane kolonie
poddaje si¢ badaniom za pomoca testow biochemicznych. Wtasciwe odczytanie cech
biochemicznych jest mozliwe tylko w przypadku czystych hodowli bakteryjnych. Dal-
szemu diagnozowaniu poddaje si¢ szczepy o cechach biochemicznych przedstawionych
w tabeli 5. Kazdy szczep, podejrzany o przynalezno$¢ do rodzaju Salmonella na podsta-
wie prezentowanych wtasciwosci biochemicznych, potwierdza si¢ serologicznie metoda
aglutynacji szkietkowej. Roznicowanie to obejmuje aglutynacj¢ z surowicami grupowo-
swoistymi, a nastgpnie w obrebie grupy z surowicami typowo-swoistymi. Efektem kon-
cowym badania jest uzyskanie przy pomocy surowic diagnostycznych okreslonego typu
serologicznego pateczek z rodzaju Salmonella. Przedstawiony cykl postgpowania dia-
gnostycznego stanowi optymalng metode¢ szybkiego uzyskiwania wynikéw dla omawia-
nego typu badan. Zaprezentowana metodyka, dzigki odpowiedniemu doborowi podtozy
do namnazania i izolowania, uwzglednia na kazdym etapie badan mozliwos¢ wyhodo-
wania bakterii Salmonella z badanej probki, jak rowniez mozliwos¢ okreslenia cech
majacych znaczenie przy rozpoznawaniu tych drobnoustrojow. Cze$¢ etapow diagnosty-
ki bakteriologicznej, oczywiscie poza konieczno$cia uzyskania czystej hodowli (najczg-
Sciej o okreslonym mianie), mozna zautomatyzowac. Obecnie coraz wigcej laboratoriow
wprowadza automatyczne metody diagnostyki [284].
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Tabela 5. Zespot cech biochemicznych odrozniajacych w postepowaniu diagnostycznym paleczki
z rodzaju Salmonella od innych przedstawicieli rodziny Enterobacteriaceae oraz cech umozliwia-
jacych identyfikacje serowarow S. Typhi i S. Paratyphi A [35]

Table 5. Biochemical tests useful in differentiating Salmonella from other members of the family
Enterobacteriaceae and identifying Salmonella serovars Typhi and Paratyphi A [35]

Test (podtoze, odczyn, Reakcja' / Reaction’

substrat) “niedurowe” pateczki Salmo-

Test nella subsp. 1/ nontyphoidal S. Typhi S. Paratyphi A
Salmonella subsp. 1

TSI K/Ag K/A K/Ag

st (TSI) + + stabo —1ub + stabo

Indol - - -

Methyl Red (czerwien + + +

metylowa)

Voges-Proskauer (acetylo- - - -
metylo-karbinol)
Simmons +
Mocznik —
Lizyna +
Arginina +
Ornityna + -
+
+

o4
+
N

Ruch

Mucynian

Malonian sodu -
d-winian sodowo-potasowy +
KCN - - -
Glukoza Ag
Laktoza -
Sacharoza - - -
Salicyna - - - _
Dulcytol Ag - Ag? 9
Inozytol d - -
Sorbitol Ag A Ag
ONPG - - -
Galakturonian - - -

+
+

+
|

>
>
0

! Wyniki reakcji odczytywane po inkubacji w temperaturze 37°C. K = alkalizacja czesci skosnej podtoza;
A =kwas; g = gaz; + = 90% lub wigcej reakcji dodatnich (1 — 2 dni); (+) = reakcja dodatnia po 3 dniach
(lub pézniej); — = 90% lub wigcej reakcji ujemnych (do 7 dni); d = rozne reakeje [+, (+),—]; TSI = podloze
trojcukrowe z zelazem (agar TSI); H,S = siarkowodoér; KCN = cyjanek potasu; ONPG = ortho-nitrofenylo-
D-galaktopiranozyd (wykrywanie S-galaktozydazy). Biochemizm pateczek Salmonella enterica z pozo-
statych podgatunkow i S. bongori przedstawiono w tabeli 2

" Reactions after incubation at 37°C. K = alkaline slant; A = acid; g = gas; + = 90% or more positive
within 1 or 2 days, (+) = positive reaction after 3 or more days; — = no reaction (90% or more) in 7 days;
d = different reactions [+, (+),—]; TSI = Triple Sugar Iron Agar; H,S = hydrogen sulfide; KCN = potassi-
um cyanide; ONPG = ortho-nitrophenyl--D-galactopyranoside for detection of -galactoside activity. See
table 2 for reactions of the other Salmonella enterica subspecies and S. bongori

Zaréwno bezposrednia identyfikacje bakterii w badanym materiale, jak i posrednig
identyfikacj¢ w oparciu o czysta hodowle, a takze wykazywanie charakterystycznych
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typéw opornosci na leki mozna prowadzi¢ réwniez metodami molekularnymi [4, 21,
286, 305]. Wybdr metody molekularnej nalezy dostosowac¢ do problemu, ktory zamie-
rzamy rozwiagza¢: wykrywanie, identyfikacja, réznicowanie, badania taksonomiczne [25,
212, 246, 247, 280, 379]. Istotne sg rdwniez aspekty techniczne tj. stopien trudnosci
wykonania, zaplecze badawcze, tatwo$¢ interpretacji wynikow, czas wymagany do ana-
lizy, catkowite koszty stosowanej metody oraz koszty pojedynczej proby. Wybrana
metoda powinna by¢ wystarczajaco czula, powtarzalna i powinna posiada¢ duzy poten-
cjat roznicujacy. Pordwnanie najczesciej stosowanych metod réoznicowania drobnoustro-
jow z uwzglednieniem powyzszych parametrow opisano w pracy Krawczyk [212].

W diagnostyce zakazen pateczkami z rodzaju Salmonella zastosowanie praktyczne
ma rowniez okreslanie poziomu przeciwciat we krwi, czy w zottkach jaj kurzych [23, 91,
181, 410]. W przypadku niektorych zakazen Salmonella obecno$¢ swoistych przeciwciat
dla antygenow czynnika etiologicznego moze by¢ wykazana rownolegle z izolacja bak-
terii w metodach hodowlanych. Niekiedy jednak, badanie takie stanowi jedynie dostgpna
metode¢ diagnostyczna [67].

W typowaniu na potrzeby dochodzen epidemiologicznych wykorzystuje si¢ znaczne
zréznicowanie, zarowno fenotypowe, jak i genotypowe populacji drobnoustrojow w
obregbie gatunku [93, 116, 169, 224, 333, 253]. Typowanie oparte na poszukiwaniu mar-
keréw pojawiajacych si¢ fenotypowo polega na: okreslaniu biotypu, analizie lekoopor-
nos$ci, typowaniu bakteriofagowym, typowaniu bakteriocynowym, serotypowaniu, elek-
troforetycznej ocenie profili bialkowych uzupehianych niekiedy technika immunoblot-
tingu czy elektroforetycznej analizie izoenzymdw. Metody fenotypowe spetniajg swoje
zadanie, chociaz wigkszo$¢ z nich obarczona jest cecha niepelnej stabilnosci klonalnej
ekspresji markerow. Najlepiej oceniane s3 metody immunologiczne i elektroforetyczna
analiza izoenzymow. Metody molekularne wykorzystujace genetyczng analize¢ kwasow
nukleinowych (genotypowanie) siegaja po wiele technik [140], z ktérych powszechne
zastosowanie znalazty: analiza chromosomowego lub plazmidowego DNA. W wigkszo-
$ci stosowanych metod poréwnuje si¢, otrzymane w wyniku zastosowanych procedur i
rozdziatu elektroforetycznego, wzory prazkéw fragmentéw badanego DNA, stanowigce
swoistego rodzaju odciski genetyczne, ktore poprzez analogi¢ do wyjatkowosci charak-
teryzujacej odcisk ludzkiego palca nazywa sie — ,, fingerprints . Ze wzgledu na ogromne
mozliwosci jakie daje biologia molekularna, techniki te szybko si¢ rozwijaja i ulepszaja.
Obecnie za najlepsze dla potrzeb epidemiologii uwaza si¢: technike PFGE — elektrofore-
z¢ w zmiennym polu elektrycznym (pulsed field gel electrophoresis), rybotypowanie
oraz sekwencjonowanie fragmentow DNA. Do celow dochodzen epidemiologicznych
stosowana jest rowniez metoda z uzyciem mikromacierzy DNA (DNA microarrays),
pozwalajaca na jednoczesng ekspresje wielu tysiecy gendw [11, 298, 395, 396]. Sondy
przydatne w tej dziedzinie juz znajduja zastosowanie do badania wewnatrzgatunkowego
polimorfizmu gendéw niektérych gatunkéw bakterii. Dla poszczegdlnych drobnoustrojow
metody wykorzystywane do dochodzen epidemiologicznych moga wykazywa¢ rozna
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skutecznos¢ i dlatego zazwyczaj rekomendowane sg techniki i metody wyprobowane dla
okreslonego rodzaju czy gatunku. Metody najczesciej stosowane do identyfikacji bakte-
rii z rodzaju Salmonella oraz dla celow epidemiologii przedstawiono w tabeli 6, z
uwzglednieniem ich pozytywnych i negatywnych aspektow w diagnostyce Salmonella.
Jednak w rutynowej diagnostyce laboratoryjnej bakterii z rodzaju Salmonella, zar6wno
dla celow sanitarno-epidemiologicznych, jak i leczniczych, ciagle jeszcze dominujacymi
metodami s3: typowanie serologiczne i typowanie bakteriofagowe.
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1.5.1. Typowanie serologiczne

Typowanie serologiczne (serotypowanie) jest waznym etapem postgpowania dia-
gnostycznego. Identyfikacja wszystkich odmian serologicznych pateczek z rodzaju Sal-
monella odbywa si¢ na drodze serologicznej. W celu oznaczenia grupy serologicznej
mozna si¢ postuzy¢ testem lateksowym. Umozliwia on wykrycie i identyfikacj¢ grupo-
wych antygenow pateczek Salmonella w pierwotnych hodowlach bakteryjnych na pod-
lozu seleninowo-fosforanowym juz w ciggu jednej doby od dostarczenia materialu dia-
gnostycznego. Postgpowanie shuzace pelnej identyfikacji serowaréw z uzyciem zesta-
wow surowic diagnostycznych zawierajacych przeciwciata dla antygenow somatycznych
i rzgskowych jest wyznaczane przez schemat White’a-Kauffmanna-Le Minora. Badanie
serologiczne wykonuje si¢ z 24-godzinnej hodowli na podtozu agarowym, metoda aglu-
tynacji szkietkowej. Jest to szybki test, ktory znalazl powszechne zastosowanie do iden-
tyfikacji nieznanych antygendéw, przy uzyciu swoistych surowic odpornosciowych. Jest
powszechnie wykorzystywany w bakteriologii do serologicznego typowania szczepow
bakteryjnych. W przypadku niektorych bakterii stanowi wrecz koncowy etap ich identy-
fikacji. Badanie rozpoczyna si¢ od wykluczenia szczepdéw szorstkich ,,R”, tzn. szczepow
wykazujacych zdolno$¢ do autoaglutynacji (aglutynacja z 0,85% lub 3% roztworem
NaCl). Wiasciwe badanie serologiczne, prowadzone w oparciu o schemat diagnostyczny
White’a-Kauffmanna-Le Minora, polega na przeprowadzeniu aglutynacji z odpowied-
nimi surowicami stuzagcymi do identyfikacji antygenow pateczek z rodzaju Salmonella.
Ponad 90% wykrywanych szczepow Salmonella nalezy do grup O:4 (B), O:7 (C;), O:8
(G, = Cy), 0:9 (Dy), 0:3,10 (Ey) 1 0:1,3,19 (Ey4). Po ustaleniu przynaleznosci grupowej
szczepu, wykonuje sie dalsze badania serologiczne, polegajace na okre§leniu antygenow
rzgskowych badanego drobnoustroju. Dla rozpoznania drobnoustrojéw o dwufazowym
antygenie rzgskowym, konieczne jest wykazanie obecnosci obu faz. Zdarza sig, nieod-
wracalna utrata jednej z faz przez niektore szczepy Salmonella — sa one wtedy okreslane
jako warianty jednofazowe. Zwykle w hodowli wystepuja jednocze$nie komorki bakte-
ryjne w fazie 11 2. Zdarza si¢ jednak, ze bakterie, ktore prezentuja serowary dwufazowe,
wytwarzajg antygeny tylko jednej z faz — pierwszej lub drugiej. Praktycznie zjawisko to
moze dotyczy¢ wszystkich dwufazowych serowarow. Najprostszym sposobem okresle-
nia brakujacej fazy, jest badanie pojedynczych kolonii. Mozna takze indukowa¢ brakuja-
ca faze¢ antygenu rzgskowego przez zahamowanie fazy dominujacej. Indukcje przepro-
wadza si¢, hodujac szczep jednofazowy na ptytce z podtozem agarowym, ktore zawiera
domieszke surowicy skierowanej przeciwko fazie dominujacej. Czasami oznaczenie
doktadnego sktadu antygenowego paleczek Salmonella jest niewystarczajace do ich
zidentyfikowania. Zachodzi potrzeba dodatkowego roznicowania biochemicznego
szczepdw prezentujacych taki sam wzor antygenowy. Na przyktad w grupie O:7, sytu-
acja taka dotyczy szczepow S. Paratyphi C (Vi-ujemnych), S. Choleraesuis i S. Typhisu-
is. Dodatkowe roznicowanie biochemiczne wymagane jest rowniez w przypadku ko-
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nieczno$ci okreslenia przynaleznos$ci do gatunku lub podgatunku badanych pateczek
Salmonella w sytuacji gdy okreslenie pelnego wzoru antygenowego (ktory jest taki sam
np.: dla 2 lub 3 réznych serowaréw w obrebie danej grupy serologicznej) nie definiuje
jednoznacznie ich statusu taksonomicznego.

1.5.2. Typowanie bakteriofagowe

Niebezpieczenstwo wynikajace ze zwigkszonej inwazyjnosci niektorych serowarow
Salmonella stalo si¢ problemem na skale swiatowa — przyktadem moze by¢ Salmonella
Enteritidis. Notuje si¢ takze gwaltowny wzrost zatru¢ pokarmowych spowodowanych
innymi serotypami z rodzaju Salmonella, ktore dawniej izolowano sporadycznie. W
zwiazku z zaistniala sytuacja, metody bardziej szczegdtowego roznicowania szczepow
Salmonella, do ktorych zaliczana jest rdwniez metoda typowania bakteriofagowego,
okazaty si¢ niezwykle przydatne dla celow praktycznych [220]. Typowanie bakteriofa-
gowe umozliwia przeprowadzenie wnikliwych obserwacji nad ustaleniem zwigzku po-
miedzy zrodtem zakazenia i przypadkiem chorobowym oraz podjecie skutecznych $rod-
koéw w zwalczaniu zrodet i drog szerzenia si¢ zakazen. Celowos¢ typowania bakteriofa-
gowego w dochodzeniach epidemiologicznych i epizoocjologicznych uzasadnia rowniez
fakt mozliwos$ci $ledzenia zwigkszania sie liczby typow bakteriofagowych oraz obser-
wacji zmian w wystgpowaniu tych typéw na danym obszarze geograficznym. Zastoso-
wanie jedynie metod serologicznych do wykrywania i identyfikacji pateczek Salmonella
nie jest wystarczajace do uzyskania pelnej orientacji epidemiologicznej. Najlepsze wy-
niki w rozpoznawaniu zarazka uzyskujemy stosujac metody kompleksowe [217]. Cho-
ciaz rozne nowe metody typowania molekularnego szczepow (ribotyping, 1S200 typing,
plasmid and microrestriction analysis) wydaja si¢ by¢ przydatne w badaniach epidemio-
logicznych, ciagle jeszcze szczegdlne ustugi epidemiologii oddaje lizotypia [211, 222,
281, 370, 380, 393]. Pozwala ona na wyr6znienie, w obrebie jednego serowaru, szeregu
typoéw bakteriofagowych, réznigcych si¢ migdzy soba intensywnoscia lub brakiem wraz-
liwo$ci na dziatanie pewnych bakteriofagdw uznanych za standardowe. Powtarzalno$é
wynikow typowania fagowego przy uzyciu specjalnie opracowanych schematow zostata
potwierdzona zaréwno przez uzyskiwanie jednakowych wynikéw przy wielokrotnym
typowaniu tych samych szczepow, jak i przez okreslanie jednego typu fagowego dla
szczepdw pochodzacych z jednego ogniska epidemicznego. Typowanie bakteriofagowe
wedlug okreslonych schematéw moze wiec by¢ nadal polecane jako standardowa, szyb-
ka i tania metoda do prowadzenia badan epidemiologicznych zakazen wywotanych przez
pateczki Salmonella. Rozne zestawy fagow wykorzystywane sa do typowania réznych
serowarow. Typowanie bakteriofagowe Salmonella gtownie przeprowadzane jest z za-
stosowaniem zestawow fagow, ktore sa bardziej lub mniej specyficzne dla serowaru, do
ktérego naleza typowane izolaty. Bakteriofagi wykorzystano po raz pierwszy do subty-
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powania bakterii Salmonella w latach trzydziestych ubiegtego wieku. Metoda typowania
bakteriofagowego i pierwszy schemat typowania bazujacy na fagach Vi (Vi-phage typing
system) zostat opracowany przez Craigie i Yen’a dla szczepoéw S. Typhi posiadajacych
antygen Vi [7]. Stal si¢ on inspiracjg dla Felix’a i Callow do opracowania kolejnego
schematu typowania bakteriofagowego, tym razem dla pateczek S. Paratyphi B. Oba
schematy odegraty zasadniczg role w identyfikacji statych nosicieli pateczek S. Typhi i
S. Paratyphi B oraz skazonych produktow spozywczych. Badania prowadzone w latach
40 1 50 ubieglego stulecia zaowocowaty nastepnym schematem typowania bakteriofa-
gowego. Dotyczyt on roznicowania szczepow S. Typhimurium i poczatkowo umozliwiat
wyrdznienie 80 rdznych typdéw fagowych. Obecnie stosowany, rozszerzony zestaw skla-
dajacy si¢ z 34 fagow pozwala okresli¢ az 207 réznych typow bakteriofagowych (DTs)
(definitive phage types) w obrgbie serowaru S. Typhimurium. Opracowano réwniez kilka
schematoéw typowania fagowego paleczek S. Enteritidis, sposrod ktoérych najbardziej
popularnym stat si¢ schemat zaproponowany przez Ward i wspotpracownikow [393].
Pozwalat na okreslenie 27 typow fagowych przy pomocy zestawu 10 fagéw. Stosowany
obecnie, rozszerzony schemat Ward i wsp., obejmuje 16 fagéw typujacych i umozliwia
rozpoznanie 77 ré6znych typoéw fagowych. Inni autorzy komunikowali rowniez o sukce-
sach w opracowywaniu kolejnych zestawdéw preparatow fagowych i schematdéw typowa-
nia dla innych serowaréw Salmonella, gtdwnie lokalnie stosowanych we wtasnych labo-
ratoriach. Wigkszo$¢ z nich bazuje na fagach wirulentnych. Bardziej szczegétowe dane
zarowno techniczne, jak i historyczne dotyczace ich powstawania przedstawiono w pu-
blikacji Guinée i van Leeuwen [153]. Umozliwiajg one subtypowanie w obrebie takich
serowarow jak: S. Abortusovis, S. Adelaide, S. Agona, S. Anatum, S. Bareilly,
S. Blockley, S. Bovismorbificans, S. Braenderup, S. Choleraesuis, S. Dublin, S. Gallina-
rum, S. Good, S. Hadar, S. Infantis, S. Minnesota, S. Montevideo, S. Newport, S. Ora-
nienburg, S. Panama, S. Potsdam, S. Thompson, S. Virchow, S. Waycross i S. Weltevre-
den [153, 185]. Celowos¢ stosowania metody typowania bakteriofagowego zostata po-
wszechnie uznana, czego wyrazem byto powotanie osrodkow migdzynarodowych i kra-
jowych, ktérych zadaniem jest czuwanie nad prawidtowoscig rozpoznan, poréwnywal-
no$cig wynikow i dalsza praca badawcza nad doskonaleniem tej metody. Standardowa
technika typowania bakteriofagowego zaproponowana przez Craigie i Felix’a w 1947
roku [73] zostala zatwierdzona przez Migdzynarodowy Komitet Typowania Bakteriofa-
gowego Drobnoustrojow Jelitowych, utworzony przez Migdzynarodowe Towarzystwo
Mikrobiologow i jest stosowana do dzi§ we wszystkich osrodkach typowania bakteriofa-
gowego. Wszystkie szczegdly zwigzane z typowaniem bakteriofagowym, dotyczace
podtozy, warunkoéw wzrostu, namnazania i sprawdzania fagéw, metod typowania, od-
czytywania 1 zapisywania wynikow, zostaty szczegdétowo opisane przez Andersona i
Williamsa [6]. Metoda typowania bakteriofagowego opisywana jest rowniez przez wielu
autorow w réznych przegladowych opracowaniach dotyczacych fagotypowania bakterii
Salmonella [56, 153, 213, 317]. Obecnie do schematow o zasiggu migdzynarodowym,
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powszechnie stosowanych w osrodkach referencyjnych na $wiecie, naleza schematy
typowania fagowego S. Typhi, S. Paratyphi A, S. Paratyphi B (réwniez S. Paratyphi B
biowar Java), S. Typhimurium i S. Enteritidis [185]. Wiele schematéw typowania fago-
wego (w tym dla S. Typhimurium i S. Enteritidis) oraz zwigzanych z nim technik opra-
cowano w Central Public Health Laboratory w Colindale (Londyn, Wielka Brytania).
Ten wspolpracujacy ze Swiatowa Organizacja Zdrowia osrodek jest miedzynarodowym,
referencyjnym laboratorium typowania fagowego bakterii Salmonella [213]. Umiejetnie
wykorzystane wyniki typowania bakteriofagowego przynosza duzy postep w pracach
epidemiologicznych i epizoocjologicznych — zwigkszaja znacznie prawdopodobienstwo
rozpoznania zrodta zakazenia, pozwalaja oceni¢ jednorodnos$¢ ognisk zatru¢ pokarmo-
wych i pozna¢ mechanizmy szerzenia si¢ zakazenia.

1.6. ZAPOBIEGANIE, ZWALCZANIE 1 KONTROLA ZAKAZEN
SPOWODOWANYCH BAKTERIAMI SALMONELLA

Zwalczanie salmoneloz jest zadaniem trudnym i wymaga likwidacji wszystkich
czynnikdw sprzyjajacych rozprzestrzenianiu si¢ tych zakazen. Ogolne zasady zapobie-
gania i kontroli bakteryjnych zatru¢ pokarmowych maja zastosowanie takze w odniesie-
niu do salmoneloz. Przed salmoneloza chroni przede wszystkim odpowiednia higiena
sanitarna i immunizacja zwierzat domowych przeznaczonych do spozycia przez ludzi
[15, 16, 276]. Dzisiejszy poziom nauki, techniki i technologii pozwala na uzyskanie
zywnosci wolnej od skazenia pateczkami Salmonella. Sg one wrazliwe na wiele czynni-
kow fizyko-chemicznych, ktore umiejetnie wykorzystane, gwarantuja petng eliminacje
tych drobnoustrojow z zywnos$ci. Wlasciwa obrobka termiczna produktow i miesa, w
tym szczegdlnie drobiowego, jest waznym czynnikiem zmniejszajacym ryzyko zakaze-
nia. Stosunkowo nowa metoda jest radiacyjne utrwalanie zywnosci. Polega ona na trak-
towaniu Zywnosci promieniowaniem jonizujagcym. Jej zaletg jest zapobieganie zatruciom
pokarmowym, poprzez niszczenie szkodliwych bakterii, np. takich jak Salmonella, w
niektorych produktach spozywczych, np. migsie drobiowym, jajach, czy serach wytwo-
rzonych z niepasteryzowanego mleka lub innych produktach przeznaczonych do bezpo-
sredniej konsumpcji. Kodeks zywnosciowy FAO/WHO podaje, iz utrwalaniu radiacyj-
nemu moga by¢ poddawane migdzy innymi kurczaki, w celu przedtuzenia okresu prze-
chowywania i/lub zredukowania liczby bakterii patogennych, takich jak Salmonella. W
Unii Europejskiej radiacyjne utrwalanie zywnoS$ci jest dozwolone w Belgii, Francji,
Wrtoszech, Holandii i Wielkiej Brytanii. Dotyczy tylko niektérych produktéw, wsrod
nich migsa kurczakow, drobiu (kaczki, gesi, indyki, perliczki, przepiorki), podrobow
drobiowych, czy biatka jaj. W Polsce, zgodnie z obowigzujaca Ustawa z dnia 11 maja
2001 roku o warunkach zdrowotnych zywnosci i zywienia [101], napromieniowanie jest
dozwolone, jezeli nie powoduje zadnych zagrozen zdrowotnych i jest korzystne dla
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konsumenta. Nie moze jednak =zastgpowac podstawowych wymagan sanitarno-
higienicznych zawartych w funkcjonujacych systemach zapewniania jako$ci.

Niezwykta intensywno$¢ i dynamizm rozwoju populacji ludzkiej stworzyly ko-
nieczno$¢ wytwarzania coraz wigkszej ilo§ci zywno$ci. Zmienity si¢ wigc metody ho-
dowli zwierzat. W warunkach obecnej hodowli pojawienie si¢ pojedynczych zakazen
Salmonella w stadzie, moze w konsekwencji doprowadzi¢ do wybuchu epidemii. Dlate-
go w nowoczesnej hodowli o powodzeniu decyduje profilaktyka zakazen, czgsto za
pomocy $rodkow dezynfekcyjnych, a takze swoistych surowic oraz szczepionek [24,
137, 401], a nawet eliminacji patogendow poprzez wprowadzanie konkurencyjnej mikro-
flory. Naturalng metoda ochrony drobiu przed zakazeniem jest zjawisko kompetencyjne-
go wykluczania (competitive exclusion) drobnoustrojow [258, 346, 373]. Stosowanie
tzw. preparatow zasiedlajacych, stanowiagcych fizjologiczng flore¢ bakteryjna jelit pta-
kow, ma na celu zapobieganie kolonizacji przewodu pokarmowego przez przypadkowa
mikroflorg, w tym pateczki Salmonella. Nalezy unika¢ stosowania antybiotykéw w ce-
lach profilaktycznych oraz do przyspieszenia wzrostu drobiu i bydta, poniewaz powodu-
ja pojawianie si¢ coraz wigkszej ilosci szczepdw opornych [68, 69]. Szczegdlny problem
stanowia obecnie wielooporne szczepy S. Typhimurium DT104. Bardzo niepokojace
wiadomosci dotyczace zjawiska lekoopornosci pateczek Salmonella naptywaja niemal z
calego $wiata. Lekooporne pateczki Salmonella izolowane sa zaréwno od ludzi, jak i
zwierzat. Zakazenia Salmonella, ktore wystepuja na farmach zwierzgcych, sa badane
przez odpowiednie stuzby oraz podlegaja zgloszeniu nadzorowi weterynaryjnemu.

W Polsce stada hodowlane i rzezne drobiu oraz stada towarowe sa monitorowane w
kierunku gatunkowo specyficznych i niespecyficznych pateczek Salmonella od lipca
1999 roku. Stosownie do rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady, wszystkie
kraje czlonkowskie, zgodnie z nowymi wymaganiami dotyczacymi salmoneloz, miaty
obowigzek zatwierdzi¢ nowe narodowe programy dotyczace stad hodowlanych i stad kur
niosek. Programy te dostosowujg dotychczasowe metody monitoringu i zwalczania bak-
terii Salmonella do aktualnych wymogoéw. Komisja Europejska zatwierdzita programy
przedstawione przez 26 panstw, w tym rowniez polski program. Zadaniem krajowych
programow jest osiggniccie odpowiedniego celu wspolnotowego — ograniczenie wyste-
powania niektorych serowarow Salmonella w stadach hodowlanych i w stadach niosek
gatunku kura (Gallus gallus). Rozporzadzenie Komisji Europejskiej wyznaczyto cel
wspolnotowy w odniesieniu do serowardéw S. Enteritidis, S. Hadar, S. Infantis, S. Typhi-
murium i S. Virchow dla stad hodowlanych, liczacych przynajmniej 250 ptakéw oraz
serowarow S. Enteritidis 1 S. Typhimurium dla stad kur niosek. W Polsce, cel wspolno-
towy zostanie osiagnicty w odniesieniu do stad hodowlanych gatunku Gallus gallus w
przypadku ograniczenia na terytorium naszego kraju maksymalnej warto$ci procentowej
dorostych stad z dodatnim wynikiem badan do 1% lub mniej [103]. Dla stad kur niosek
— gdy w kazdym roku realizacji programu liczba stad dorostych niosek towarowych z
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wynikiem dodatnim bedzie si¢ zmniejsza¢ co najmniej o 40%, albo gdy docelowo odse-
tek stad z dodatnim wynikiem badan zostanie zredukowany do nie wiecej niz 2% [104].

Europejski Urzad ds. Bezpieczefistwa Zywnosci (EFSA, European Food Safety Au-
thority,) czuwa nad wszystkimi sprawami majgcymi bezposredni lub posredni zwigzek z
bezpieczenstwem zywnosci, tacznie z ochrong zdrowia i warunkoéw zycia zwierzat i
roslin. Gromadzi i analizuje dane naukowe, identyfikuje pojawiajace si¢ zagrozenia,
udziela naukowego wsparcia Komisji Europejskiej. Nadzoruje rowniez prawidtowosé
funkcjonowania systemu monitorowania i zwalczania salmoneloz w stadach kur Gallus
gallus w ramach krajowych programéw [110, 111]. Oceny ryzyka dokonywane przez
EFSA umozliwiajg opracowywanie srodkow prawnych lub wykonawczych, koniecznych
do zapewnienia wysokiego poziomu ochrony konsumenta w kontekscie bezpieczenstwa
ZywnoSci.

Nowoczesny przemyst spozywczy nastawiony jest na wytwarzanie przetworow
zywno$ciowych w duzych ilosciach i o dlugim okresie trwalo$ci. A zatem proces pro-
dukcji wymaga szczeg6lnej czystosci mikrobiologicznej maszyn, urzadzen, pojemnikow
1 pomieszczen, uzyskiwanej za pomocg dezynfekcji. Podobne wymagania ma transport
surowcow 1 przetworéw w duzych pojemnikach na znaczne odlegtosci oraz dlugotermi-
nowe magazynowanie zywnos$ci. Produkcji bezpiecznej zywnosci w Polsce stuzy wdra-
zany od 2004 roku [101, 102] specjalny system analizy zagrozen i krytycznych punktow
kontroli — zwany systemem HACCP (Hazard Analysis and Critical Control Points). To
rekomendowany przez Swiatowa Organizacje Zdrowia najtafszy, najprostszy i najefek-
tywniejszy sposdb gwarantowania bezpieczenstwa zywnos$ci, ktdory ma na celu zapew-
nienie czystosci higienicznej produktow spozywczych przeznaczonych dla konsumen-
tow. Jest systemowym postepowaniem zapobiegajagcym chorobom w ogole; kluczowa
rolg odgrywa réwniez we wszystkich programach zwalczania salmonelozy. Jego zasto-
sowanie umozliwia doktadne okreslenie procesow produkcyjnych, majacych na celu
zwalczanie bakterii Salmonella na kazdym etapie wytwarzania zywno$ci, poczawszy od
gospodarstwa rolnego az do stotu konsumenta.

Zywienie zbiorowe natomiast wymaga nie tylko wysokiego poziomu higieny, ale
skutecznej sanityzacji, dezynfekcji urzadzen oraz pomieszczen. Wazne jest rowniez
mycie i sterylizacja naczyn kuchennych i stotowych.

Zagrozenie epidemiczne stwarza rowniez koncentracja lecznictwa w wielkich zespo-
fach ambulatoryjnych i szpitalnych, ktoremu przeciwstawi¢ si¢ moze tylko codzienna,
staranna dezynfekcja. Ostatnio zwraca uwage jatrogenny sposob zakazen bakteriami
Salmonella poprzez cewniki, endoskopy, respiratory i inny sprzet medyczny czy poprzez
pieluszki, obok uznanej od dawna roli, jaka odgrywaja rece personelu szpitalnego [100].

W zwalczaniu duru brzusznego i jego zapobieganiu konieczne jest zlokalizowanie i
unieszkodliwienie zrodta zakazenia, przecigcie drog szerzeniu si¢ infekcji oraz czynne
uodpornianie poprzez szczepienie. Istotnym jest rOwniez wlasciwe postepowanie pod-
czas epidemii, przy czym czynnoS$ci przeciwepidemiczne sa takie same jak przy opraco-
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wywaniu matych ognisk, inny jest tylko zakres dochodzenia epidemiologicznego [31].
Obecnie w Polsce nie prowadzi si¢ powszechnych szczepien przeciwko durowi brzusz-
nemu. Wraca si¢ do nich w przypadku zagrozenia wybuchem epidemii. Znaczenie dla
zapobiegania ma wlasciwe przestrzeganie higieny osobistej, prawidtowe zaopatrzenie w
wode, wlasciwie przeprowadzana utylizacja Smieci i nieczystosci. Zapobieganiu i zwal-
czaniu shuzy kontrola warunkoéw pracy w przemys$le spozywczym i gastronomii. Istot-
nym jest leczenie i kontrola nosicieli duru brzusznego, dezynfekcja biezaca i koncowa
wydalin chorego, pomieszczen i przedmiotow, z ktorymi stykat si¢ chory, badanie
ozdrowiencow na nosicielstwo [16]. Poszukuje si¢ takze skutecznej szczepionki. Szcze-
pionka zawierajgca zabite pateczki S. Typhi jest uzywana od wielu lat, ale jej skutecz-
nos¢ jest dyskusyjna [188]. Zarejestrowana jest takze szczepionka zawierajaca atenu-
owany szczep S. Typhi — Ty21a. Stopien ochrony otrzymany po szczepieniu Ty21a jest
roézny [385]. Ciagle opracowywane sa nowe szczepionki, ktore wydaja si¢ by¢ coraz
bardziej skuteczne, bazujace migdzy innymi na oczyszczonym polisacharydzie Vi [18], a
takze na genetycznie zdefiniowanych szczepach S. Typhi atenuowanych poprzez rozne
pojedyncze lub wielokrotne, nieodwracalne mutacje w wybranych genach wirulencji —
miedzy innymi mutacje (trwate delecje atenuujace) w zakresie genow aro (aroA, aroC,
aroD) odpowiedzialnych za biosynteze aromatycznych aminokwaséw [200].

Dziatania majace na celu zapobieganie durom rzekomym i ich zwalczanie sa podob-
ne jak w przypadku duru brzusznego, z wyjatkiem szczepien ochronnych [142]. Istnieja-
ce bowiem szczepionki sa mato skuteczne i daja duze odczyny poszczepienne (stosowa-
ne sg w nielicznych krajach).

Najskuteczniejsza jest jednak edukacja potencjalnych pacjentow dostosowana do
réznych grup spotecznych i wiekowych, ktéra powinna zmierza¢ do eliminacji czgsto
spotykanych, niekorzystnych zachowan, prowadzacych do zakazenia. Opisane przez
Cianciarg i wsp. [61] zréznicowania zachowan higienicznych Polakow, wskazuja na
istnienie grup spotecznych wymagajacych szczegolnego wsparcia w podnoszeniu stanu
higienicznego i kultury zdrowotnej. Os$wiata zdrowotna, dotyczaca zasad higieny osobi-
stej 1 sposobow zapobiegania zakazeniom jelitowym oraz ciggte monitorowanie wyste-
powania pateczek Salmonella na wszystkich szczeblach kontroli stanowi najlepszy spo-
sob prewencji.

1.7. SEROWARY SALMONELLA WYSTEPUJACE W POLSCE W LATACH
1946 - 1994

Salmonelozy stanowia nadal ogromny problem, z jakim borykaja si¢ wszystkie pan-
stwa na $wiecie. Polska nie jest krajem odosobnionym. Dane przedstawiajgce sytuacje
epidemiologiczng zwiazang z wystgpowaniem pateczek Salmonella u ludzi w Polsce
opracowywat do roku 1978 Krajowy Osrodek Salmonella, oficjalnie powotany do dzia-
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fania na terenie naszego kraju przez Ministra Zdrowia i Opieki Spotecznej w 1957 roku
(faktycznie dziatajacy juz od 1946 roku) i zarejestrowany przez Swiatowa Organizacje
Zdrowia. Nastgpnie zobowigzania te, z ramienia Ministerstwa Zdrowia i Opieki Spo-
lecznej, przejat Zaktad Epidemiologii Panstwowego Zaktadu Higieny w ramach urzedo-
wego nadzoru epidemiologicznego nad zachorowaniami na choroby zakazne. Dane
epidemiologiczne po opracowaniu sg publikowane w dwutygodniowych, kwartalnych,
potrocznych i rocznych edycjach ,,Meldunkéw o zachorowaniach na choroby zakazne i
zatruciach w Polsce” oraz w zbiorowych opracowaniach ukazujacych si¢ w formie biule-
tynoéw rocznych ,,Choroby zakazne i zatrucia w Polsce”.

W latach 1946 — 1956 potwierdzono bakteriologicznie salmonelowe zakazenia poje-
dynczymi typami serologicznymi u ponad 13 500 osob [42, 43, 44]. W ciagu kolejnych
10 lat (1957 — 1966) liczba ta wzrosta ponad czterokrotnie do 52 461 osob [306]. W
okresie od 1967 do 1978 roku rozpoznano u ludzi w Polsce 165 198 przypadkow zaka-
zen pateczkami Salmonella, w tym 416 przypadkéw infekeji mieszanych, spowodowa-
nych dwoma, trzema, a nawet czterema serowarami [84]. Tak znaczny wzrost liczby
zakazen w porownaniu z minionym dziesigcioleciem tylko czeSciowo mozna by wyttu-
maczy¢ lepsza wykrywalnoscig tych drobnoustrojow niz w latach poprzednich. W 1978
roku potwierdzono bakteriologicznie zakazenia Salmonella u 19 229 oséb, co stanowito
najwigksza liczbe zakazen zarejestrowanych od 1946 roku. Znaczng liczbg infekcji spo-
wodowanych pateczkami Salmonella zanotowano roéwniez w 1969 roku. Zakazeniu
ulegto 17 014 oséb.

Do chwili obecnej opisano 2 579 serowaréw Salmonella [149] potencjalnie chorobo-
tworczych zarowno dla ludzi, jak i zwierzat. Niemal we wszystkich panstwach, w tym
rowniez w Polsce, obserwuje si¢ wystepowanie istotnych i szybko zachodzacych zmian
w strukturze populacji niektorych serowaréow. Epidemiczne serowary Sal/monella r6znia
si¢ w poszczegdlnych krajach. Z biegiem lat zmienia si¢ réwniez ich dystrybucja w
kazdym kraju. W Polsce w latach 1946 — 1956 wyizolowano od ludzi chorych i zdro-
wych tacznie 30 serowardw Salmonella (19 od 0séb chorych i 29 od zdrowych), poza
pateczkami duru brzusznego i duréw rzekomych [42, 43]. Za osoby chore uznawano
osoby z objawami ze strony przewodu pokarmowego, od ktorych wyhodowano pateczki
Salmonella z kahu, rzadziej z moczu, z6lci lub wymiocin, z krwi, szpiku kostnego, pltynu
mozgowo-rdzeniowego, ptynow wysigkowych czy ognisk ropnych, jak réwniez osoby,
ktére chorowaty w bakteriologicznie potwierdzonych ogniskach zatru¢ pokarmowych o
etiologii salmonelowej. Za osoby zdrowe uznawano natomiast te, ktore w okresie pobie-
rania prob do badania nie wykazywaty objawdw chorobowych wzbudzajacych podejrze-
nie o zakazenie pateczkami Salmonella. Na pierwszym miejscu, wsrdéd serowarow do-
minujacych u ludzi w naszym kraju znalazty si¢ pateczki S. Typhimurium (tab. 7). U
prawie 9 800 0sob potwierdzono bakteriologicznie zakazenie spowodowane tym serowa-
rem, co stanowito ponad 72% wszystkich przypadkow zakazen Salmonella w tym okre-
sie.
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Kolejne miejsca na liscie najczesciej izolowanych serowaréw Salmonella zajmowa-
ly odpowiednio S. Enteritidis (12,9%), S. Heidelberg, S. Bovismorbificans, S. Dublin,
S. Derby, S. Choleraesuis (war. kunzendorf), S. Brandenburg i S. Newport. Wérod pozo-
stalych [43] rejestrowano miedzy innymi S. Anatum, S. Butantan, S. Choleraesuis (wa-
riant dwufazowy), S. Cubana, S. Haifa, S. London, S. Meleagridis, S. Saarbruecken,
S. Saintapaul, S. Senftenberg oraz nie figurujacy juz dzisiaj w schemacie, a wystepujacy
dawniej serowar S. abortusbovis, obecnie potaczony z S. Abony. Poza wyzej wspomnia-
nymi serowarami, szczegOlne miejsce w tym powojennym okresie czasu zajmowaly
pateczki S. Typhi oraz S. Paratyphi A, B i C. Dane dotyczace zakazen tymi serowarami
prezentowane byty zwykle w oddzielnych opracowaniach.

Tabela 7. Serowary Salmonella izolowane od ludzi chorych i zdrowych w Polsce w latach 1946 —
1956 [42, 43]
Table 7. Salmonella serovars isolated from ill and healthy persons, Poland, 1946 — 1956 [42, 43]

Liczba 0s6b, u ktorych wykryto zakazenie
Serowar

Number of infected persons Ogotem

Serovar - - Total

chorzy / ill zdrowi / healthy nieznany stan zdrowia

unknown health status

S. Typhimurium 8739 913 121 9773
S. Enteritidis 1488 234 21 1743
S. Heidelberg 333 168 10 511
S. Bovismorbificans 270 143 26 439
S. Dublin 386 23 9 418
S. Derby 98 125 3 226
S. Choleraesuis 172 - 2 174
(war. kunzendorf)
S. Brandenburg 41 29 9 79
S. Newport 20 11 - 31
Pozostate / Others 37 96 8 141
Ogoétem / Total 11584 1742 209 13535

Jak ksztattowaty si¢ zachorowania i zapadalno$¢ na dur brzuszny i dury rzekome A,
B i C w Polsce w latach 1947 — 1961 przedstawiono w tabeli 8. Do roku 1950 wlacznie
przypadki zachorowan z powodu zakazenia pateczkami S. Typhi, S. Paratyphi A, B i C
rejestrowano tacznie.

W ciagu kolejnych 10 lat (1957 — 1966) wyizolowano juz 56 réznych serowarow,
przy czym 31 sposrod nich oznaczono wérdd objawowych przypadkéw zakazen, a 55 —
dotyczyto przypadkow bezobjawowych [306]. Nastapita rowniez zmiana w dystrybucji
serowaroOw najczesciej izolowanych z materiatow pochodzacych od ludzi (tab. 9). Pa-
feczki S. Enteritidis znalazly si¢ na pierwszym miejsce przed S. Typhimurium, do czego
przyczynita si¢ rosnaca od 1962 roku liczba zakazen spowodowanych tym patogenem.
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Wystepujacy sporadycznie w latach poprzednich serowar S. Anatum byt przyczyna pra-

wie 5 300 przypadkéw bakteriologicznie potwierdzonych zakazen u ludzi, tacznie z war.

15+, stanowigcym dawniej odrgbny serowar S. newington. Znakomita wigkszos$¢ stano-

wily przypadki bezobjawowe. Przyczyng znacznej liczby zakazen byty réwniez pateczki

S. Give i S. Bovismorbificans. Po raz pierwszy w tym okresie izolowano pateczki

S. Kottbus, S. Muenster war. 15+ (dawniej S. newhaw) i S. Saintapaul. Inne serowary

izolowano sporadycznie. Pewna czg¢$¢ sposrdd nich wystapita w Polsce po raz pierwszy.

Tabela 8. Liczba zachorowan i zapadalno$¢ (na 100 tys.) na dur brzuszny i dury rzekome A, B, C,
Polska, 1947 — 1961' [216]
Table 8. Typhoid fever and paratyphoid fevers A, B, C — number of cases and morbidity rate per
100,000 population, Poland, 1947 — 1961" [216]

Dur bruszny Dury rzekome A, B, C

Rok Typhoid fever Paratyphoid fevers A, B, C

Year Liczba zacho- Zapadal. na 100 tys.  Liczba zacho- Zapadal. na 100 tys.
rowan Morb. rate per rowan Morb. rate per
Number of cases 100,000 Number of cases 100,000

1947 11748 49,3

1948 7975 33,5

1949 6191 25,6

1950 7215 29,1

1951 5984 23,9 373 1,48

1952 5317 20,8 558 2,18

1953 6174 23,7 1151 4,41

1954 5541 20,5 790 2,99

1955 6201 22,6 921 3,3

1956 4797 17,0 619 2,2

1957 5717 18,3 713 2,5

1958 4633 16,0 750 2,6

1959 4254 14,5 448 1,5

1960 3464 11,7 422 1.4

1961 2904 9,4 400 1,3

''W latach 1947 — 1950 przypadki zachorowan na dur brzuszny i dury rzekome rejestrowano

tacznie

"'In 1947 — 1950 typhoid and paratyphoid fever cases were notified together
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Tabela 9. Serowary Salmonella izolowane od ludzi chorych i zdrowych w Polsce w latach 1957 —
1966 [306]
Table 9. Salmonella serovars isolated from ill and healthy persons, Poland, 1957 — 1966 [306]

Liczba 0s6b, u ktorych wykryto zakazenie

Serowar Number of infected persons Ogodtem
Serovar chorzy zdrowi nieznany stan zdrowia  Zofal
ill healthy unknown health status
S. Enteritidis 20777 2468 205 23450
S. Typhimurium 10241 5253 136 15630
S. Anatum 231 2541 11 2783
S. Anatum war. 15+ ) 251 2233 30 2514
S. Give 156 2182 22 2360
S. Bovismorbificans 571 789 11 1371
S. Brandenburg 181 778 9 968
S. Heidelberg 238 450 10 698
S. Dublin 433 114 8 555
S. Derby 53 457 4 514
S. Kottbus 55 356 9 420
S. Choleraesuis 269 47 11 327
S. Muenster war. 15+ " 38 105 2 145
S. Saintpaul 24 80 2 106
Pozostate / Others 122 486 12 620
Ogoétem / Total 33640 18339 482 52461

) dawniej S. newington / formerly S. newington
" dawniej S. newhaw / formerly S. newhaw

Niemal dwukrotnie wzrosta liczba serowar6w (102 serowary) wyizolowanych od
ludzi w latach 1967 — 1978 w poroéwnaniu z poprzednim okresem czasu [84]. Sze§édzie-
sigt serowarow wyizolowano od chorych, 80 za$ od 0s6b zdrowych. Pateczki S. Enteriti-
dis byty najliczniej izolowane do roku 1972. W 1973 roku ustapily miejsca pateczkom
S. Typhimurium, a w 1976 roku réwniez pateczkom S. Agona. Rekordowa liczbe przy-
padkow zakazen spowodowanych pateczkami S. Typhimurium zanotowano w 1978 roku
— 8 125 przypadkow, z czego 6 017 dotyczylo oséb chorych. Zarejestrowano kolejna
zmiane¢ dystrybucji serowaréw bedacych przyczyng najwiekszych liczb zakazen u ludzi
w omawianym okresie (tab. 10).
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Tabela 10. Najliczniej reprezentowane serowary Salmonella wyizolowane od ludzi chorych i
zdrowych w Polsce w latach 1967 — 1978 [84]

Table 10. The most frequent Salmonella serovars isolated from ill and healthy persons, Poland,
1967 — 1978 [84]

Liczba 0s6b, u ktorych wykryto zakazenie

Serowar Number of infected persons ?Og;:lem
Serovar chorzy / ill zdrowi / healthy

S. Typhimurium 35888 13441 49329
S. Enteritidis 34402 5466 39868
S. Anatum 1813 17949 19762
S. Agona 6907 7811 14718
S. Bovismorbificans 2647 4613 7260
S. Derby 1148 5291 6439
S. Brandenburg 785 4116 4901
S. Heidelberg 819 2223 3042
S. Newport 1017 1178 2195
S. Kottbus 529 1642 2171
S. Panama 417 1311 1728
S. Stanleyville 833 588 1421
S. Anatum war. 15+ ) 219 1193 1412
S. Give 154 1189 1343
S. Oranienburg 469 548 1017
Pozostale serowary / Other serovars 2548 4894 7442
Inne'/ Others 385 349 734
Zakazenia mieszane / Mixed infec- 368 48 416
tions

Ogotem / Total 91348 73850 165193

(*) dawniej S. newington / formerly S. newington

! Salmonella nieokreslone (tylko z rozpoznaniem przynaleznosci do danej grupy serologicznej lub
jedynie przynaleznosci do rodzaju Salmonella)

! Undetermined Salmonella (recognized only just as members of particular serogroups or only as
members of the genus Salmonella)

Pierwsze miejsce wsrod najliczniej wystepujacych serowarow w tym czasie zajmuje
S. Typhimurium — czynnik etiologiczny ponad 49 tysiecy przypadkoéw zakazen, z czego
72,8% stanowily przypadki objawowe. Liczby rejestrowanych przypadkéw w poszcze-
gblnych latach ksztattowaly w granicach od 2 do 8 tysiecy rocznie. Ogodlnie w latach
1967 — 1978 obserwowano tendencj¢ wzrostowa liczby przypadkéw zakazen spowodo-
wanych tym serowarem. Liczba os6b chorych, od ktérych izolowano pateczki S. Typhi-
murium prawie trzykrotnie przewyzszala liczb¢ osob zdrowych. Fakt, iz w Polsce, w
okresie od 1967 do 1978 roku, liczba przypadkéw objawowych wszystkich zakazen
Salmonella przekroczyta prawie o 20 tysigcy liczbg przypadkow bezobjawowych, nalezy
thumaczy¢ wzrostem zachorowan spowodowanych przede wszystkim pateczkami
S. Typhimurium. Kolejne na liscie dominujacych serowaréw byty pateczki S. Enteritidis.
Laczna liczba zarejestrowanych przypadkéw wynosita prawie 40 tysiecy. Ponad 86%
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dotyczylo zakazen objawowych przekraczajacych szeSciokrotnie liczbe przypadkow
bezobjawowych. Liczba 0so6b chorych przewyzszata znacznie liczbe zdrowych w po-
szczegolnych latach, a obserwowana tendencja spadkowa liczby zakazen w tym okresie
spowodowanych pateczkami S. Enteritidis nie zakltocila tych proporcji. Szczegdlnie
niebezpiecznym okazal si¢ rowniez serowar S. Agona, wyizolowany w Polsce po raz
pierwszy w 1969 roku z katu osoby chorej (ujety w sprawozdaniu za rok 1970). Zaob-
serwowano dla tego serowaru wyrazng tendencje wzrostowa i niepokojaco rosnacg licz-
be zachorowan: od 2 przypadkéw w 1970 roku, co stanowito zaledwie 0,03% wszystkich
objawowych przypadkéw zakazen w tym roku, do 2 847 (23,2%) w roku 1978. W latach
1976 — 1978 najwigcej przypadkow zakazen spowodowanych tym serowarem zareje-
strowano wlasnie w Polsce — 7 657 przypadkow.

Z podobng gwattownos$cia, jak majaca miejsce w latach 1962 — 1976 epidemia
S. Enteritidis, zaczg¢ta rozwija¢ si¢ nowa epidemia — epidemia S. Agona. Pateczki
S. Agona stanowily gtowng przyczyne zakazen wewnatrzszpitalnych, szczegdlnie na
oddziatach dziecigcych [12, 13]. Byty bardzo licznie izolowane o okresie od 1972 az do
1985 roku. Podejrzewa si¢ znacznie wigksze liczby zakazen niz faktycznie rejestrowane
w tym czasie, gtownie ze wzgledu na trudnosci diagnostyczne zwiazane z ich identyfi-
kacja. Zastosowanie antybiotykow do leczenia dzieci nie pozostawalo bez wptywu na
,jako$¢” izolowanych szczepow, ktorych ostateczna identyfikacja serologiczna, zmierza-
jaca do okreslenia typu serologicznego byla czgsto niemozliwa. Ponadto cze$¢ z izolo-
wanych w tym okresie szczepow S. Agona wykazywala nietypowa dla wigkszosci pate-
czek Salmonella zdolno$¢ fermentowania laktozy [131], co z pewnoscig obnizato znacz-
nie poziom ich wykrywalno$ci w laboratoriach diagnostycznych. Zaobserwowano ten-
dencje wzrostowa liczb bakteriologicznie potwierdzonych przypadkéw infekcji spowo-
dowanych pateczkami S. Newport, S. Kottbus, S. Stanleyville i S. Oranienburg. Zmniej-
szyla si¢ znacznie w pordwnaniu z poprzednim dziesigcioleciem liczba zakazen patecz-
kami S. Give. Bardzo licznie wystepujacy wowczas w wielu panstwach serowar S. Pa-
nama, w Polsce izolowano w niewielkich ilosciach. W 1967 1 1968 roku, S. Panama byta
dominujacym serowarem w niektdrych panstwach na §wiecie. We Francji przez wiele lat
wystgpowata endemia zwigzana z tym patogenem [403]. Ciagle licznie izolowano je
jeszcze na §wiecie w latach 1976 — 1978. W naszym kraju, od 1967 do 1978 roku, zare-
jestrowano lacznie 1 728 przypadkow, z czego najwigcej odnotowano w roku 1970. W
rezultacie pateczki S. Panama zajmowatly jedenaste miejsce w Polsce wsérdd serowardw
izolowanych z materiatu od ludzi w ciagu omawianego przedziatu czasu.

W okresie od 1967 do 1978 roku, od 416 0séb (w tym od 368 oséb chorych) wyizo-
lowano z jednej badanej proby wigcej niz jeden serowar Salmonella [84]. Wystgpowanie
zakazen mieszanych Salmonella w poprzednich latach nalezato do rzadkosci. W latach
1946 — 1956 zarejestrowano 56 takich przypadkow, a w kolejnym dziesigcioleciu (1957
—1966) zaledwie 18 [42, 306].
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Szczegbdlna uwage nalezy zwroci¢ na coraz liczniej pojawiajace si¢ serowary Sal-
monella, ktérych dotychczas nie izolowano w naszym kraju. W latach 1967 — 1978 z
materiatu pochodzacego od ludzi wyizolowano 55 serowaréw Salmonella, ktore wysta-
pity po raz pierwszy w Polsce. Szczegblowy ich wykaz przedstawiono w pracy Dera-
Tomaszewskiej [84]. Niektore z nich zostaly zaimportowane z innych rejonow $wiata,
np. S. Lodz — z Nigerii, S. Gaminara — z Laosu, S. Kisangani — z Zambii. Ze wzgledu na
znaczenie jakie posiada pojawienie si¢ ,,nowych” (w sensie: po raz pierwszy) serowarow
Salmonella w kraju, istotnym jest rejestrowanie wszystkich takich przypadkow, nieza-
leznie od rodzaju materiatu z jakiego je izolowano. Nalezy wspomnie¢, iz w omawianym
okresie czasu wyizolowano rowniez 9 takich serowardéw z innych zrédet. Nalezaty do
nich: S. Adamstua, S. Pomona, S. II 1,4,12, 27:b:e,n,x (dawniej S. Il sofia) i S. Stendal —
wyizolowane od zo6twi, S. Worthington — z moczu trzody chlewnej, S. Oslo — wyhodo-
wany z padlej jaszczurki oraz S. Bornum, S. Havana i S. Rissen — wyhodowane z maczki
rybnej [84].

Lata 80 XX wieku zapisaty si¢ nieprawdopodobna wrecez ekspansja pateczek Salmo-
nella Enteritidis. Majaca miejsce w Polsce druga epidemia zwigzana z tym serowarem,
ktorej szczyt (83 748 przypadkow zakazen) przypadt na rok 1988, rozpoczgla si¢ praw-
dopodobnie juz w 1980 lub 1981 roku [134]. Stata si¢ przyczyng zarejestrowania w
naszym kraju w 1988 roku najwigkszej od 1946 roku liczby zakazen spowodowanych
pateczkami Salmonella (95 160 przypadkoéw). Pateczki S. Enteritidis przez wszystkie
kolejne lata utrzymywaty si¢ na pierwszym miejscu wérod dominujacych serowarow
Salmonella izolowanych od ludzi w Polsce, stanowiac §rednio ponad 85,0% wszystkich
zakazen Salmonella rejestrowanych rocznie i pozostaja na czele tej listy az do dzisiaj.
Kolejnym epidemicznym serowarem w Polsce po S. Enteritidis od wielu lat jest S. Ty-
phimurium. Oba te serowary zajmowaly niezmiennie odpowiednio pierwsze i drugie
miejsce wsrod pateczek Salmonella najczeséciej izolowanych w naszym kraju w latach
1982 — 1994. Dystrybucja pozostatych typdéw serologicznych ulegla w tym czasie po-
nownej zmianie (tab. 11). Zarejestrowano znaczny wzrost liczby zakazen spowodowa-
nych pateczkami Salmonella izolowanymi do tej pory okazjonalnie, takimi jak S. Infan-
tis, S. Hadar i S. Virchow. Serowary te w ciagu nastgpnych lat zajmowac bgda zamiennie
kolejne miejsca na liScie epidemicznych serowardéw Salmonella w Polsce po S. Enteriti-
dis 1 S. Typhimurium. Wzrosta prawie trzykrotnie liczba infekcji, ktorych czynnikiem
etiologicznym byly pateczki S. Oranienburg.
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Wsrod serowarow najliczniej wystepujacych u ludzi w latach 1982 — 1994 utrzyma-
ly si¢ paleczki S. Heidelberg i S. Newport. Tylko nieznacznie zmniejszyla si¢ liczba
0sob, od ktorych je izolowano. Pateczki S. Derby, S. Brandenburg, S. Kottbus, S. Pana-
ma, S. Stanleyville i S. Give, czgsto wystepujace u ludzi w poprzednim okresie, w latach
1982 — 1994 izolowano juz tylko w niewielkich ilosciach. Zanotowano réwniez ponad
dziesigciokrotnie mniej zakazen wywotanych przez S. Bovismorbificans.

Na sytuacje epidemiologiczng salmoneloz u ludzi w Polsce gtéwny wptyw mialy za-
kazenia wsrdd zwierzat gospodarskich. W latach 1945 — 1960 najczesciej zakazone byly
$winie, ptactwo, cielgta i bydto [259]. Generalnie, w Polsce, od 1947 do 1961 roku, od
zwierzat najliczniej izolowano S. Typhimurium, S. Choleraesuis war. kunzendorf i
S. Dublin [216]. Dosy¢ czgsto rejestrowano pateczki S. Gallinarum, S. Gallinarum biowar
Pullorum oraz S. Enteritidis. Rzadko i sporadycznie u zwierzat wystepowaty takie serowa-
ry jak: S. Abortusequi, S. Abortusovis, S. Bispebjerg, S. Brandenburg, S. Derby, S. Bovi-
smorbificans, S. Newport, S. Typhisuis, S. Anatum war. 15+ (dawniej S. newington), nie
figurujacy juz dzisiaj w schemacie, a wystgpujacy dawniej serowar S. abortusbovis, pola-
czony obecnie z S. Abony i inne. Na terenie kraju w latach 1946 — 1947 u swin wystepo-
waly paleczki S. Choleraesuis, a u ptakéw S. Typhimurium, S. Gallinarum i S. Gallinarum
biowar Pullorum [124]. W latach 1966 — 1974 w poszczegdlnych wojewodztwach od dro-
biu grzebiacego izolowano przede wszystkim serowar S. Gallinarum i jego biochemiczny
wariant Pullorum (przy czym w latach 1973 — 1974 nastgpit spadek ich liczby), a od drobiu
wodnego — najczesciej S. Typhimurium i rzadziej S. Enteritidis [190, 265, 360]. Jak wyni-
ka z badan Krajowego Osrodka Salmonella prowadzonych nad zakazeniami Salmonella u
zwierzat w latach 1965 — 1969 [45], najwigkszy stopien zakazenia w tym okresie stwier-
dzono u $win. Swinie tuczu przemystowego najczeiciej byly zakazone przez S. Cholera-
esuis war. kunzendorf, natomiast z gospodarstw indywidualnych przez S. Anatum. Na
drugim miejscu znajdowaty si¢ kaczki, od ktorych (podobnie jak od kur-brojlerow) izolo-
wano przede wszystkim S. Typhimurium. Od bydta natomiast izolowano glownie pateczki
S. Derby, S. Dublin i S. Typhimurium. W latach siedemdziesiatych obserwowano wzrost
liczby zachorowan na salmonelozy u bydta, $win i drobiu. W okresie od 1977 do 1978
roku wzrost ten byl szczegolnie wyrazny wsrod drobiu [14]. W poczatkach lat osiemdzie-
sigtych od brojlerow, kur niosek, kaczek i gesi (narzady wewnetrzne, jaja, kat) oraz ze
sciotki, pasz i komponentow paszowych najczgsciej izolowano S. Typhimurium, S. Galli-
narum, S. Gallinarum biowar Pullorum oraz S. Enteritidis [331]. W drugiej potowie lat
osiemdziesigtych od drobiu rzeznego oraz z probek cieczy pobranych z pojemnikow z
drobiem znajdujacym si¢ w sprzedazy detalicznej najczesciej izolowano S. Enteritidis,
nastgpnie S. Typhimurium, S. Heidelberg, S. Infantis, S. Saintpaul oraz inne serowary [189,
287]. W latach dziewiecdziesigtych w patologii salmoneloz ptakow w Polsce w dalszym
ciagu znaczaca rolg odgrywa S. Enteritidis [336, 337]. Na wystepowanie salmoneloz u
zwierzat gospodarskich najwigkszy wptyw ma jako$¢ mikrobiologiczna pasz oraz warunki
higieniczno-sanitarne panujace w otoczeniu zwierzat. Od wymienionych czynnikow zalezy
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jakos¢ zywnosci pochodzenia zwierzecego. Jakos¢ mikrobiologiczna surowcow pochodza-
cych od zwierzat ma podstawowe znaczenie w zapobieganiu zachorowaniom spowodowa-
nym przez odzwierzece pateczki Salmonella.

Obecnos$¢ odzwierzecych pateczek Salmonella wirdéd czynnikéw etiologicznych za-
tru¢ i zakazen pokarmowych notowano w Polsce od lat powojennych [42, 216, 230]. Od
1946 do 1956 roku zarejestrowano lacznie 173 ogniska zatru¢ pokarmowych spowodo-
wanych przez pateczki Salmonella. Za 129 (74,5%) sposrod nich odpowiedzialne byty
pateczki S. Typhimurium. Pateczki S. Enteritidis i S. Dublin stanowily czynnik etiolo-
giczny odpowiednio 12,0% i 5,8% wszystkich ognisk. W przypadku pozostatych ognisk
rozpoznano takie serowary jak: S. Choleraesuis war. kunzendorf, S. Bovismorbificans,
S. Newport, S. Heidelberg. Skazone migso i produkty migsne stanowity nosnik zatru¢
pokarmowych w 65,3% ognisk (31,2% ognisk — zrodto zakazenia nieznane). W kolej-
nych latach sukcesywnie zwigkszala si¢ liczba ognisk zatru¢ pokarmowych o etiologii
Salmonella. Obserwowano réwniez rosnace liczby zachorowan w poszczegdlnych ogni-
skach, rosnacg liczbe serowarow Salmonella odpowiedzialnych za zachorowania w
ogniskach i coraz wigkszy udzial sporadycznych przypadkéow zatru¢ pokarmowych. W
okresie 1957 — 1966 zanotowano 336 ognisk, a w latach 1967 — 1978 juz 1 075 ognisk
[84, 306]. Nadal dominowaty pateczki S. Typhimurium odpowiedzialne odpowiednio za
258 (76,8%) 1 810 (75,4%) ognisk w wyzej wspomnianych przedziatach czasowych.
Zarejestrowany dla pateczek S. Enteritidis procentowy udziat w powodowaniu ognisk
zatru¢ pokarmowych byl zblizony do notowanego w okresie powojennym i wynosit
13,1% (44 ogniska) oraz 12,0% (129 ognisk) ogélnej liczby salmonelowych ognisk
zatru¢ pokarmowych odpowiednio w latach 1957 — 1966 1 1967 — 1978.

Wsrod pateczek Salmonella odpowiedzialnych za pozostate ogniska zatru¢ pokar-
mowych identyfikowano S. Dublin, S. Choleraesuis war. kunzendorf, S. Bovismorbifi-
cans, S. Anatum, S. Heidelberg, S. Derby, S. Haifa, S. Agona, S. Brandenburg, S. Kottbus
i inne. Nadal przewazaty ogniska, w ktorych bezposrednig przyczyne zachorowan ludzi
stanowito migso i jego przetwory skazone pateczkami Salmonella. W okresie od 1957 do
1966 roku, chorowato 5 155 0s6b z powodu zakazenia pateczkami Salmonella za po-
Srednictwem migsa i przetworéw migsnych, a w latach 1967 — 1978 chorowaly 8 682
osoby, co stanowito odpowiednio 69,8% i 34,0% ogolnej liczby chorych w salmonelo-
wych ogniskach zatru¢ pokarmowych w poszczegdlnych przedziatach czasu. Nalezy
jednak zwroci¢ uwage na wyraznie malejacg tendencje w powodowaniu zatru¢ obser-
wowang dla tego nosnika, co przy ciagle rosnacej liczbie salmonelowych ognisk zatrué¢
pokarmowych §wiadczy¢ moze o pojawieniu si¢ nowych zrddel bedacych przyczyna
zakazen. Lata 80 i 90 przyniosty kolejny wzrost liczby zatru¢ pokarmowych w Polsce
[312]. Na wzrost ten rzutowala ogromna liczba odzwierzecych salomoneloz ze szczytem
w 1988 roku. Liczba ognisk, w ktorych czynnikiem etiologicznym byly odzwierzgce
pateczki Salmonella wahaty si¢ od 854 w roku 1988 do 266 w 1999 roku. Wsrod czyn-
nikéw etiologicznych w ogniskach zbiorowych zachorowan dominowaty pateczki
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S. Enteritidis. Zmalal udziat pateczek S. Typhimurium. Wsréd innych serowaréw odpo-
wiedzialnych za zachorowania ludzi w ogniskach zatru¢ pokarmowych rejestrowano
migdzy innymi S. Isangi, S. Hadar, S. Indiana, S. Virchow i S. Infantis. Glownym no$ni-
kiem zatru¢ pokarmowych byty potrawy z jaj (gldwnie ciastka z kremem) produkowane
w mieszkaniach prywatnych. W latach 1985 — 1999, procentowy udziat zachorowan w
ogniskach z powodu potraw z jaj skazonych pateczkami Sal/monella, w kolejnych piecio-
letnich okresach czasu, wynosit odpowiednio 55,4%, 56,8% i 55,4%.

Obserwowany obecnie w Polsce spadek zachorowan na salmonelozy [274, 293], moze
$wiadczy¢ o skutecznosci dzialan wszystkich placowek nadzorujacych w zapobieganiu
salmonelozom i ich zwalczaniu. Jednakze pojawianie si¢ nowych, zanikanie lub zmiana
postaci wspoéfczesnie istniejacych chorob zakaznych jest stalym i1 nieuniknionym zjawi-
skiem przyrodniczym. Dlatego problem salmoneloz nigdy nie zostanie catkowicie zlikwi-
dowany, chociaz ich kontrola i opanowanie jest mozliwe. Wymaga to jednak zaangazowa-
nia i migdzynarodowej wspotpracy naukowej, organizacyjnej i ekonomicznej. W tym celu,
stuzba zdrowia 1 stuzba weterynaryjna musza wspotpracowacé ze soba. Wspolpraca ta —
oprocz przestrzegania istniejagcych przepisow — powinna polega¢ migdzy innymi na gro-
madzeniu biezacych informacji o potwierdzonych przypadkach zakazen Salmonella wiréd
ludzi i zwierzat oraz na organizowaniu badan nad stopniem chorobotwdrczo$ci poszcze-
golnych typow Salmonella. Wynikiem tej wspolpracy powinno by¢ rowniez publikowanie
wnioskdéw na powyzsze tematy w celu uksztaltowania racjonalnej opinii migdzynarodowej
poprzedzajacej okreslona dziatalnos¢ legislacyjng. Ciagle monitorowanie wystgpowania
pateczek Salmonella i dystrybucji serowaréw stanowi istotny wkiad w te dziatania. Waz-
nym jest nie tylko monitorowanie wystgpowania epidemicznych serowaréw, zajmujacych
czotowe miejsca na liscie najliczniej izolowanych w danym kraju, w okreslonych przedzia-
fach czasu, ale rowniez tych pojawiajacych si¢ sporadycznie, z ktorych kazdy, w sprzyjaja-
cych warunkach, moze sta¢ si¢ przyczyng wybuchu zwykle groznej w skutkach epidemii.
Krajowy Osrodek Salmonella prowadzi unikalny w skali kraju rejestr wszystkich serowa-
row Salmonella, ktore wystgpowaly w Polsce w ciggu ostatnich 50. lat. Do 1994 roku
zarejestrowano tacznie 158 roznych typow serologicznych. Badania referencyjne prowa-
dzone w Krajowym Os$rodku Salmonella w latach 1995 — 2007 przyczynity si¢ do okresle-
nia 52 kolejnych serowarow, ktorych do tej pory nie rejestrowano w Polsce. Wyniki prze-
prowadzonych badan, ktore pozwolity na ich identyfikacj¢ beda stanowity, mi¢gdzy innymi,
przedmiot rozwazan zawartych w niniejszej pracy.

1.8. SALMONELLA ENTERICA SUBSP. ENTERICA SEROWAR ENTERITIDIS

Niebezpieczenstwo wynikajace ze zwigkszonej inwazyjnosci niektorych serowarow

Salmonella stato si¢ problemem na skale Swiatowa — przyktadem moze by¢ Salmonella Ente-
ritidis. Problem ten stal si¢ jeszcze bardziej ztozony z powodu, rejestrowanego w wielu kra-
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jach, dramatycznego wzrostu liczby zakazen u ludzi spowodowanych Salmonella Enteritidis
[48, 114, 262, 310]. Ten alarmujacy wzrost zakazen potwierdzit pandemiczny charakter
ekspansji tego serowaru. Zaobserwowana przez Rodrigue’a i wsp. [325], ogdlnoswiatowa
epidemia Salmonella Enteritidis posiadata wiecej niz jeden molekularny wyznacznik epide-
miologiczny. W niektorych krajach Salmonella Enteritidis stanowity przyczyne przynajmniej
50% wszystkich zakazen u ludzi spowodowanych pateczkami Salmonella. Pateczki Salmo-
nella Enteritidis sa rowniez waznym czynnikiem zakazen u ludzi w Polsce [134, 274, 291,
292, 293]. Stanowig przyczyng¢ $rednio ponad 85,0% wszystkich zakazen u ludzi spowodo-
wanych pateczkami Salmonella w skali roku. Sa czynnikiem etiologicznym znakomitej
wickszo$ci salmonelowych ognisk zatru¢ pokarmowych. Sposréd 15 najwigkszych ognisk
zarejestrowanych w Polsce w latach 1985 — 1999, w ktorych chorowalo facznie 4 627 0sob,
siedem spowodowaty pateczki S. Enteritidis (2 104 osoby chore). W przypadku dwoch in-
nych ognisk (641 osob chorych), w produktach spozywczych odpowiedzialnych za zatrucia
pokarmowe, oprocz pateczek S. Enteritidis obecne byty rowniez inne bakterie [312].

1.8.1. Wystepowanie paleczek Salmonella Enteritidis

Wszystkie bakterie Salmonella sa potencjalnie chorobotworcze dla cztowieka. Wigk-
szo$¢ zachorowan u ludzi powodujg przede wszystkim serowary z gatunku Salmonella ente-
rica. Epidemiologia zakazen Salmonella u ludzi zdominowana jest jednak przez niewielka
ich liczbg. Obecnie gtéwnie przez S. enterica serowar Enteritidis i S. enterica serowar Ty-
phimurium. Rozpatrujac zjawisko globalnie, w skali §wiata, pateczki S. Enteritidis byty od-
powiedzialne za 61% zakazen u ludzi w latach 2000 —2004. Pateczki Sa/monella Typhimu-
rium za$, powodujac 18% zakazen u ludzi na $wiecie, stanowily serowar numer jeden wsrod
izolacji pochodzacych z innych zrodet (zwierzeta, zywno$¢, pasze, srodowisko) (ryc. 10).

B Typhirrurium
OHeidelbery
B Enteritidis & Enteritidis
B Typhirruriurn m |nfantis.
B Mew port O Anaturm
1 DHE.!IdB”JBrg B Datby
BVirchow 0O Brandenburgy
B Inne OAgana
Hinne

Ryc. 10. Serowary Salmonella dominujace na $wiecie, izolowane od ludzi (A) i z innych zrodet
(B), 2000 — 2004 (opracowano na podstawie danych umieszczonych w bazie WHO Global Salm-
Surv. Country Databank [405])

Fig. 10. Worldwide distribution of human (4) and non-human (B) Salmonella serovars, 2000 —
2004 (based on data of WHO Global Salm-Surv. Country Databank [405])
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Zaréwno sporadyczne, jak i rodzinne zakazenia Salmonella u ludzi oraz male i duze
epidemie sg rejestrowane w wielu krajach we wszystkich cze$ciach $wiata. I chociaz
ogoblnie na $wiecie, wérdd przypadkoéw zakazen u ludzi dominuje S. Enteritidis, obser-
wowane jest jednak pewne zrdznicowanie geograficzne udzialu poszczegdlnych serowa-
réow w tych zakazeniach (ryc. 11).

Uwzglednienie regionu geograficznego zmienia nieco ich dystrybucje. Pateczki
S. Typhimurium dominujag w Ameryce Potnocnej, Afryce i Oceanii. Salmonella Enteriti-
dis jest najczesciej izolowanym serowarem z materiatow pochodzacych od ludzi w Eu-
ropie, Ameryce Srodkowej i Potudniowej oraz w Azji. Odpowiada az za 3/4 wszystkich
przypadkéw salmonelozy u ludzi w panstwach europejskich. W Anglii i Walii, w roku
2002, wspotczynnik zakazen spowodowanych pateczka S. Enteritidis wynosit 18,8 przy-
padkow na 100 tysigcy mieszkancow, podczas gdy dla S. Typhimurium wynosit on 3,7 i
0,5 dla zakazen spowodowanych przez S. Virchow — kolejny serowar najczesciej izolo-
wany od ludzi. Zakazenia S. Enteritidis, zard6wno sporadyczne, jak i bedace przyczyna
ognisk zatru¢ pokarmowych, wykazuja szczegélny zwiazek ze spozywaniem migsa
drobiowego i jaj. W ciggu ostatnich 20 lat (do 2004 roku), w wigkszosci krajow rozwi-
nigtych, rejestrowano znaczacy wzrost liczby zakazen Salmonella w ogole.
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Ryc. 11. Dominujace serowary Salmonella izolowane od ludzi na $wiecie, z uwzglednieniem
regionu geograficznego, 2000 — 2004 (opracowano na podstawie danych umieszczonych w bazie
WHO Global Salm-Surv. Country Databank [405])

Fig. 11. Distribution of human Salmonella serovars by geografic region, 2000 — 2004 (based on
data of WHO Global Salm-Surv. Country Databank [405])
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1.8.2. Typy bakteriofagowe Salmonella Enteritidis

W Anglii i Walii, prezentujacych wzorzec zakazen Salmonella u ludzi typowy dla
wiekszosci pozostatych panstw Europy Zachodniej, liczba zarejestrowanych przypad-
koéw zakazen wzrosta z 10 tysigecy w 1981 roku do okoto 33 tysigcy przypadkow w 1997
roku. Pamigta¢ jednak nalezy, iz dane te reprezentujg tylko niewielka czgs$¢ faktycznej
liczby przypadkéw. W 1981 roku, serowar S. Enteritidis byt odpowiedzialny tylko za
10% wszystkich przypadkow zakazen Salmonella u ludzi w Anglii i Walii, a w 1997
zarejestrowano udziat tego serowaru juz na poziomie 70%. Dopiero w okresie ostatnich
7 lat, do 2004 roku, zaréwno w Anglii i Walii, jak i w niektérych pozostalych pan-
stwach, zaobserwowano spadek liczby zakazen spowodowanych tym serowarem. W
roku 2001 zarejestrowano 14 427 przypadkow, co stanowito juz tylko okoto 45% liczby
odnotowanej w 1997 roku. Ogoélny spadek zakazen Salmonella ma zwigzek ze zmniej-
szajacg si¢ liczba zakazen spowodowanych przez S. Enteritidis, chociaz serowar ten
jeszcze ciagle ponosi odpowiedzialno$¢ za znaczaca liczbe infekcji u ludzi wywotanych
pateczkami S. enterica. Podobng sytuacje obserwujemy rowniez w Polsce [274, 292,
293].

W przypadku epidemii, jak i sporadycznych zachorowan spowodowanych pateczkami
S. Enteritidis, waznym staje si¢ wykrycie zrodla zakazenia. Ustalenie, czy dana grupa
pozornie pokrewnych przypadkow jest jednorodna, czy powigzana z wigcej niz jednym
zrodlem zakazenia, moze sprawia¢ trudnosci. Wyniki badan uzyskane za pomoca metod
serologicznych sa niewystarczajace dla identyfikacji zrodta zakazenia. Z metod bakteriolo-
gicznych, obecnie stosowanych w dochodzeniach epidemiologicznych, cenng okazata si¢
metoda bakteriofagowego typowania szczepdw. Fagotypowanie opiera si¢ na réznicowa-
niu szczepow na podstawie ich wrazliwosci lub opornos$ci na lize przez swoisty dla okre-
Slonego gatunku (serowaru) zestaw bakteriofagow. W 1950 roku, Lilleengen, po raz
pierwszy, zaproponowal réznicowanie szczepow Salmonella Enteritidis przy uzyciu bakte-
riofagow [234]. Zastosowane, do wytypowania 116 szczepow, 4 preparaty fagowe, pozwo-
lity na wyroznienie o$miu typow bakteriofagowych. W pozniejszych latach, inni autorzy
[8, 153] informowali o sukcesach w opracowaniu kolejnych zestawow preparatow fago-
wych i schematow typowania S.Enteritidis, lokalnie stosowanych przez nich wylacznie we
wiasnych laboratoriach. W Polsce stosuje si¢ system réznicowania pateczek Salmonella
Enteritidis za pomoca bakteriofagdow uzyskanych we wlasnym zakresie, opracowany przez
Macierewicz i wsp. [241], udoskonalony przez Lalko [222]. Niektdre laboratoria na $wie-
cie, stosuja zestaw preparatow fagowych i schemat opracowany w WHO Collaborating
Centre for Phage Typing and Resistance of Enterobacteria przez Ward i wsp. [393]. Sal-
monella Enteritidis, w szczego6lnosci szczepy prezentujace 4 typ bakteriofagowy (PT4,
phage type 4) wedhug schematu Ward i wsp., byly glownie odpowiedzialne za wzrost
liczby przypadkéw salmonelozy u ludzi w Europie Zachodniej, chociaz rejestrowano row-
niez inne typy bakteriofagowe. W Europie Wschodniej dominowal PT1, a w Ameryce
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Pomocnej typy PT8, PT13 i PT13a byly czgsciej izolowane z przypadkow zakazen u ludzi
niz pozostate typy bakteriofagowe.

Typowanie bakteriofagowe szczepow Salmonella Enteritidis wedtug schematu Ward 1
wsp. przeprowadzono w Polsce po raz pierwszy w Krajowym Os$rodku Salmonella [86,
135, 136]. Typowaniu bakteriofagowemu poddano szczepy Salmonella Enteritidis wyizo-
lowane na terenie Polski w latach 1986 — 1995 przez stacje sanitarno-epidemiologiczne,
laboratoria weterynaryjne, przyszpitalne i inne. Szczepy pochodzity z ognisk zatru¢ po-
karmowych, sporadycznych przypadkow zakazen ludzi i z innych zrodet. Uzyskane wyniki
badan (tab. 12) pozwolity na orientacyjna analiz¢ porownawcza sytuacji epidemiologiczne;j
w kraju z rejestrowang w innych panstwach. Wystepowanie typu 8 (wg schematu Ward i
wsp.) na pierwszym miejscu w Polsce przypomina sytuacj¢ obserwowana w Stanach Zjed-
noczonych i Kanadzie. W Kanadzie, wigkszos$¢ szczepoéw Salmonella Enteritidis izolowa-
nych od ludzi nalezala do typu 8 (56,8%), na drugim miejscu znalazt si¢ typ fagowy 4
(18,3%), trzecie i czwarte miejsce zajety odpowiednio typy 13 (8,3%) i 13a (5,1%) [310].
W Stanach Zjednoczonych dominowaty gtownie typy 8, 13 i 13a, z obserwowana juz od
1987 roku, znakomitg przewaga typu 8, zarowno wsrod izolacji od osoéb z ognisk zatruc¢
pokarmowych, w przypadkach sporadycznych zakazen ludzi, jak i izolacji uzyskanych z
ferm drobiu, z ktorych pochodzity jaja uznane za przyczyne zakazen Salmonella Enteritidis
u ludzi [250, 263]. Ten typ fagowy znalazt si¢ rowniez na pierwszym miejscu wsrod
szczepow Salmonella Enteritidis izolowanych w 1995 roku na terenie Czech [193] i Sto-
wacji [244]. Obserwowana cigglos¢ wystgpowania w Polsce typu PT8 (wg schematu Ward
1 wsp.) w omawianym okresie czasu, mogtaby sugerowaé obecno$¢ w kraju, wlasnych,
stalych zrodet zakazen i zatru¢ pokarmowych pateczka Salmonella Enteritidis, okresowo
wspomaganych przypadkami importowanymi. Czg$¢ rejestrowanych izolacji Salmonella
Enteritidis typu 8 (wg schematu Ward i wsp.), moze mie¢ zwiazek z importem zakazonego
drobiu z regiondéw geograficznych zdominowanych przez ten typ fagowy. Z materialow
Krajowego Os$rodka Salmonella wynika, iz Polska importuje piskleta, miedzy innymi, z
Kanady i z Czech.
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Badania przeprowadzone przez Glosnicka i Dera-Tomaszewska [136] wykazaly, ze 7
typowi fagowemu schematu Lalko i wsp., odpowiada typ fagowy 8 schematu Ward i wsp.
Znaczaca liczebnie przewage szczepow typu 8 (wg schematu Ward i wsp.), w przebada-
nym materiale bakteryjnym, mozna wyjasni¢ jego tozsamos$cig z dominujacym w kraju
typem fagowym 7 (wg schematu Lalko i wsp.), ktory wraz z typem fagowym 1 (wg Lalko
i wsp.) byt najliczniej izolowany w Polsce, w omawianym okresie czasu [85]. Korelacji
pomigdzy niektorymi pozostalymi typami fagowymi obu schematow, wykazanych dla
szczepow wzorcowych schematu Lalko i wsp., nie udato si¢ potwierdzi¢ badaniami szcze-
péw biezacych. Szczegodlnie znaczne rozbieznosci reake;ji litycznych z fagami Ward i wsp.
zaobserwowano dla szczepow, ktore zgodnie ze schematem Lalko, nalezaty do typu 1.

Typ bakteriofagowy 4 wg schematu Ward i wsp., uplasowat si¢ w Polsce, podobnie
jak w Kanadzie wsrdd izolacji od ludzi, na drugim miejscu wsrod badanych przez nas
szczepOw. Pewna nieznaczna, liczbowa przewage typu 4, nad zdecydowanie dominujacym
typem 8, zarejestrowano w roku 1988, 1992, 1993 oraz 1995. Nieznane jest na razie zroédto
pochodzenia szczepow tego typu fagowego w naszym kraju. Mozliwe, iz obecnos$¢ jego
zwigzana jest z importem skazonych produktow lub zakazonego drobiu, z Anglii, czy
innych krajow Europy Zachodniej (Niemcy, Holandia, Francja — dane Krajowego Osrodka
Salmonella), gdzie dominujagcym typem fagowym byt typ 4 wg schematu Ward i wsp.
[325]. W Kanadzie, na przyktad, wykazano, ze znaczna ilo$¢, rejestrowanych u ludzi,
przypadkéw izolacji Salmonella Enteritidis typu 4 (wg Ward i wsp.), byta wynikiem zaka-
zen nabytych podczas pobytu zagranica, poniewaz z drobiu, ktéry uznano w Kanadzie za
najwazniejsze zrodto zakazen u ludzi, izolowano go sporadycznie — zaledwie 2 przypadki
na 318 przebadanych szczepow [310]. Podobnie w Stanach Zjednoczonych, zarejestrowa-
ne nieliczne przypadki zakazen u ludzi typem PT4 (wg Ward i wsp.) zostaly uznane za
»importowane” [250]. Badania przeprowadzone na fermach drobiu, ktory, podobnie jak w
Kanadzie, uznano za zrédlo zakazenia ludzi, nie wykazaty obecnosci typu 4, stad sugestia,
ze te nieliczne izolacje od ludzi byty réwniez wynikiem nabycia ich zagranica [250, 262].

Typ fagowy 1 (wg schematu Ward i wsp.), ktory zajat 3 miejsce wsrdd najliczniej izo-
lowanych szczepéw w Polsce, byt typem fagowym dominujagcym w Europie Wschodniej
[261]. W 1993 roku, wypart on typ fagowy 4 (wg Ward i wsp.), dominujacy w Japonii w
latach 1990 — 1992. W latach 1986 — 1992 znajdowatl si¢ rOwniez na drugim miejscu, po
typie fagowym 4, wsérod szczepow Salmonella Enteritidis, izolowanych od ludzi i z pro-
duktow spozywczych, we Wtoszech [114]. Typ fagowy 13 wg schematu Ward i wsp.,
najliczniej izolowany w Kanadzie i Stanach Zjednoczonych wraz z typem 8 i 13a, w bada-
nym przez nas materiale bakteryjnym prezentowany byt tylko przez 2 szczepy.

Reasumujac — znaczny odsetek szczepow (37,1%) reagujacych z fagami Ward i wsp.,
W sposob uniemozliwiajacy okreslenie typu fagowego oraz dos¢ duzy odsetek szczepow
(6,4%) nie reagujacych z fagami, wskazuje na ograniczonag przydatno$¢ tego schematu w
badaniach epidemiologicznych zakazen wywolanych tym serowarem w naszym kraju.
Szczegolowa ocena uzytecznosci schematu Ward 1 wsp. i stosowanego w Polsce schematu
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Lalko i wsp., do prowadzenia analizy epidemiologicznej, zostata przedstawiona przez
Glosnickg 1 Dera-Tomaszewska [86, 136]. Na podstawie uzyskanych wynikow badan
mozna stwierdzi¢, iz w Polsce, w latach 1986 — 1995, dominujacym byt typ fagowy 8 (wg
schematu Ward i wsp.). Pateczeki Salmonella Enteritidis typu 4, nie wystepowaty tak
licznie jak w innych krajach europejskich. Mozna by rowniez zasugerowac, iz druga epi-
demia Salmonella Enteritidis, ktéra rozpoczela si¢ w Polsce we wczesnych latach 80 i
ktora praktycznie trwa do dzisiaj (procentowy udziat pateczek S. Enteritidis w zakazeniach
ludzi jest nadal wysoki: 2004 r. — 84,4%, 2005 r. — 80,0%, 2006 r. — 77,6%, 2007 r. —
76,6%) nie jest spowodowana 4-tym typem fagowym. Nieco wigksza liczbe szczepow tego
typu zarejestrowano dopiero w 1988 roku. Jest ona prawdopodobnie zwigzana z innymi
zrodtami zakazen niz epidemia w krajach Europy Zachodniej.

W Krajowym Osrodku Salmonella od ponad trzydziestu lat prowadzone jest ruty-
nowo typowanie bakteriofagowe szczepow S. Enteritidis wedtug schematu Lalko i wsp.
W oparciu o materialy zgromadzone w Krajowym Os$rodku Salmonella, przeprowadzono
analiz¢ wystgpowania typow bakteriofagowych Salmonella Enteritidis w Polsce w latach
1986 — 1995 [85, 135]. Uzyskane wyniki (tab. 13) pozwolity oszacowac¢ sytuacje epide-
miologiczng w kraju zwiazana z wystgpowaniem tego patogenu w omawianym okresie
czasu oraz zapozna¢ si¢ z dystrybucja typéw bakteriofagowych. W badanym materiale
bakteryjnym wyrézniono 7 typow fagowych. Dominujacymi typami okazaty sig: typ 1,
typ 6 oraz typ 7. Najliczniej wystepujace szczepy typu 1 i 7 izolowano prawie w takich
samych ilosciach. Okreslone typy fagowe Salmonella Enteritidis pokrywaly si¢ prawie z
typami wystepujacymi w Polsce w latach 1981 — 1990 opisanymi przez Gtosnickg i wsp.
[132]. Zarejestrowano jednak pewna roznicg¢ — dominujacy liczebnie w Polsce, w latach
1981 — 1990, typ bakteriofagowy 7 (64%), w omawianym okresie czasu (1986 — 1995),
izolowano prawie w takich samych ilosciach jak typ fagowy 1 (typ 7 — 39,1%, typ 1 —
38,9%). W okresie od 1981 do 1995 roku, nie zaobserwowano powazniejszych zmian
dotyczacych wystepowania typoéw fagowych Samonella Enteritidis w Polsce. Dominujg-
cymi typami fagowymi Salmonella Enteritidis pozostaja nadal typy 1, 6 i 7, z najliczniej
izolowanymi szczepami typu 1 i 7. Wyniki typowania bakteriofagowego szczepow
S. Enteritidis badanych od 1996 do 2007 roku zgodnie ze schematem Lalko i wsp., zo-
stang przedstawione w niniejszej pracy.
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1.8.3. Bialko szoku termicznego Hsp60 bakterii Salmonella Enteritidis

Biatka szoku termicznego (Hsp, heat shock proteins), zwane takze biatkami szoku
cieplnego, biatkami stresu, bialkami opiekunczymi lub chaperonami (chaperones), sta-
nowia wysoce konserwatywna grup¢ biatek wystepujacych u wszystkich organizmow
[154]. Biatka Hsp znaleziono we wszystkich komorkach prokariotycznych i eukario-
tycznych [121, 237, 271, 329]. Obecne w niewielkich ilosciach, odgrywaja zyciowa role
w normalnie funkcjonujgcych komorkach. Stanowigce populacje heterogenng biatka o
cigzarze czasteczkowym, migdzy innymi 40, 60, 70 i 90 kDa, kontroluja wlasciwe zwi-
janie przestrzenne innych biatek oraz ich wewnatrzkomorkowa dystrybucje i transport
[358, 407].

W obrebie kazdej z rodzin obserwuje si¢ wysoka homologie sekwencji aminokwa-
sowej biatek nalezacych do réznych organizmow. Badania wykazaty, ze geny odpowie-
dzialne za syntez¢ niektdrych biatek szoku termicznego sg takie same u bakterii, drozdzy
i u organizméw wyzszych [129]. Swiadczy to o tym, ze biatka stresu petnig istotng role i
podobng funkcje u wszystkich organizméw i ze nie ulegaly one wielu zmianom ewolu-
cyjnym [39]. Wzmozona synteza tych biatek jest odpowiedzig na czynniki “stresujace”
srodowiska, takie jak zmiany temperatury (zjawisko to opisano poczatkowo jako wynik
stresu cieplnego, stad nazwa — biatka szoku termicznego lub cieplnego), ograniczenie
dostepu tlenu, glukozy, zelaza, obecno$¢ metabolicznie szkodliwych substancji takich
jak etanol, antybiotyki, metale cigzkie, zmiany pH lub osmolarnosci, czy inne czynniki
uszkadzajace i toksyczne, a nawet infekcja wirusowa. W sytuacjach stresowych dla
komorki moga sta¢ si¢ jej dominujacymi biatkami [314, 328, 357]. Wewnatrzkomorko-
wa ilo$¢ niektorych biatek szoku cieplnego, takich jak GroEL i DnaK, w czasie ich mak-
symalnej indukcji zbliza si¢ do 20% ilosci wszystkich bietek w komoérce [407]. Podczas
inkubacji pateczek E. coli w wyzszej temperaturze, na przyktad 50°C, w ktoérej E. coli
nie moze juz normalnie funkcjonowac, biatka szoku termicznego sa jedynymi syntety-
zowanymi biatkami [357].

Drobnoustrdj, po wniknigciu do organizmu gospodarza, podlega natychmiastowej
konfrontacji z r6znymi, niekorzystnymi dla niego czynnikami [194, 195]. Mikroorgani-
zmy pochodzace ze srodowiska (z zywnoSci, patogenny z wody) np.: pateczki Salmonel-
la, muszg natychmiast dostosowa¢ swoja fizjologie do niesprzyjajacych bodzcow, z
jakimi spotykaja si¢ w przewodzie pokarmowym gospodarza, mi¢dzy innymi zmianami
temperatury, pH, pO, i innymi parametrami. Dodatkowo, mikroorganizmy poddane sa
konfrontacji z wysoce toksycznymi mechanizmami efektorowymi we wnetrzu makrofa-
gow, takimi jak reaktywne zwiazki tlenowe i azotowe, czy dziataniu enzymow lizoso-
malnych. Odpowiedzia drobnoustrojéw na dziatanie niesprzyjajacych warunkéw jest
zwigkszona synteza bialek Hsp, co pozwala im przezy¢ w niekorzystnym srodowisku.

Biatka szoku termicznego drobnoustrojow odgrywaja wazna role w patogenezie
choréb zakaznych i odpowiedzi immunologicznej gospodarza. Jak wynika z danych
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literaturowych, biatko Hsp60 szczepow zdolnych do jego transportu na powierzchni¢
btony cytoplazmatycznej albo na zewnatrz komérki moze mie¢ zwigzek z wirulencja
drobnoustrojow [108, 121, 127]. Pateczki Salmonella posiadaja wiele czynnikow wiru-
lencji, pomagajacych im pokona¢ dziatania obronne podejmowane przez zakazony orga-
nizm [240]. Biatka szoku termicznego z rodziny biatek Hsp60 wytwarzane przez Salmo-
nella Typhimurium, uwaza si¢ za czynnik wirulencji tych bakterii [108]. Jak wykazaty
badania in vitro, agregacja bakterii Salmonella Typhimurium w jelicie, a w jej nastep-
stwie kolonizacja jelita, wydaje si¢ zaleze¢ od biatka szoku termicznego z rodziny biatek
Hsp60, ktore wiaze si¢ z glikoproteing obecna w $luzie jelitowym [108, 240]. Ponadto,
zgodnie z przypuszczeniem, ze jedng z funkcji bialek Hsp jest zapewnienie drobnoustro-
jom mozliwosci przezycia we wnetrzu fagocytow, wykazano, iz mutanty Salmonella
Typhimurium, defektywne w zakresie genow kodujacych biatka szoku termicznego,
ulegaly znacznie szybciej zabiciu in vitro przez aktywowane makrofagi niz pateczki
S. Typhimurium z prawidlowa ekspresja gendow hsp, nie byly rowniez wirulentne dla
myszy [195]. Jak wykazano dla biatka Hsp60 Legionella pneumophila, zjawisko to moze
polega¢ na uniemozliwieniu fuzji fagosoméw z lizosomami majacej normalnie miejsce
we wezesnym etapie degradacji fagocytarnej [127].

Nazwe chaperoniny uzyto po raz pierwszy w odniesieniu do molekularnych chape-
rondéw, wykazujacych strukturalne podobienstwo do biatka GroEL (ryc. 12) wystepuja-
cego u Escherichia coli [129]. W grupie tej znalazty si¢ chaperony Hsp60 oraz wspot-
pracujace z niektorymi z nich biatka Hsp10 [315, 322]. Biatka nalezace do tej rodziny
wystepuja u wszystkich organizméw prokariotycznych oraz w organellach komorek
eukariotycznych, takich jak: mitochondria i chloroplasty. Ze wzglgedu na roznice istnie-
jace w regionie wigzacym substrat, klasg tych biatek opiekunczych podzielono na dwie
podrodziny [37, 129, 161]. Podrodzina pierwsza — GroE — obejmuje chaperoniny odkryte
w bakteryjnym cytozolu (GroEL), w matriks mitochondrialnym (Hsp60) oraz w chloro-
plastach (RBP- biatko wigzace rubisco, rubisco- binding protein). Do drugiej podrodziny
nalezg biatka TCP-1 (¢-complex polypeptide), znane jako TriC (TCP-1 ring complex) lub
CCT (chaperonin containing t-complex polypeptide), obecne w eukariotycznym cytozo-
lu oraz u Archaea [37, 161, 231, 304]. Chaperoniny charakteryzuje wspolna cecha: two-
rzenie dwupierscieniowych kompleksow wigzacych niesfaldowane substraty w central-
nej komorze pierscienia, w ktorej poprzez szereg ATP-zaleznych reakcji wigzania i
uwalniania polipeptydow nastepuje ich fatldowanie. W przypadku podrodziny GroE w
procesie tym dodatkowo udziat bierze jednopierscieniowe biatko zbudowane z siedmiu
jednakowych podjednostek o masie okoto 10 kDa (Hspl10) [37, 129, 161, 322, 369].
Biatko GroEL wystepujace w cytozolu E. coli jest, jak dotad, najlepiej poznanym chape-
roninem.

Biatka szoku termicznego klasy GroEL (z rodziny biatek Hsp60), stanowia dominuja-
cy antygen, odgrywajacy znaczacg rolg w zakazeniach spowodowanych réznymi patoge-
nami, np.: takimi jak Campylobacter jejuni, Neisseria gonorrhoeae, Helicobacter pylori,
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Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae, Legionella pneumophila, Listeria

monocytogenes, amydia trachomatis 1 amydophila psittaci R s R .
ytog Chlamyd, h i1 Chlamydophila p. [125, 191, 350, 363]

Domena

intermedialna

A

Ryec. 12. Biatko GroEL Escherichia coli. (A) Struktura krystaliczna podwojnego piericienia oraz
lokalizacja indywidualnej podjednostki (58 kDa) wewnatrz oligomeru. Numerami 1 i 2 oznaczono
miejsca, poprzez ktore poszczegdlne podjednostki jednego pierscienia tacza si¢ z odpowiadajacy-
mi im podjednostkami drugiego pierscienia. (B) Schematyczny rysunek przedstawiajacy konfor-
macj¢ indywidualnej podjednostki, z uwzglednieniem poszczegdlnych domen, taczacych je zawia-
sOw oraz miejsc wigzania odpowiednio biatka GroES, substratu i nukleotydu (czasteczka ATP
widoczna w miejscu wigzania) (wedhug [322])

Fig. 12. Escherichia coli GroEL protein. (A) Crystal structure of the GroEL showing the double-ring
structure and the location of an individual subunit (58 kDa) within the oligomer. The inter-ring contacts
(numbered 1 and 2) are formed by the base of each subunit with its neighbours in the oposite ring. (B)
Backbone structure of the outlined subunit with the three domains colour-coded: purple — the apical
domain with the substrate (yellow space-filling residues) and GroES (vellow and blue residues) binding
sites; orange — the intermediate domain; green — the equatorial domain with inter-ring contacts and
nucleotide-binding site (ATP molecule is shown bound in that site) (according to [322])

Obecnie, niewiele wiadomo, na temat immunologicznej odpowiedzi zakazonego or-
ganizmu na biatka szoku termicznego syntetyzowane przez pateczki Salmonella w czasie
trwania infekcji. Biatka szoku termicznego z rodziny biatek Hsp60, wytwarzane przez
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pateczki Salmonella Typhi, wykrywane zarowno we frakcji blon zewn¢trznych lizatow
komérek bakteryjnych, jak i w cytozolu, wywotywaty silng, humoralng odpowiedz im-
munologiczng u pacjentow chorych na dur brzuszny [363]. Biatko Hsp60 syntetyzowane
przez pateczki Salmonella Typhimurium wykrywano w srodowisku zewnetrznym bakte-
rii — w supernatantach; a zatem, jest ono roéwniez wydzielane na zewnatrz komorki bak-
teryjnej [108]. Przeciwciala przeciwko biatku Hsp60 wytwarzanemu przez Salmonella
Typhimurium powoduja, zalezne od dawki, hamowanie agregacji pateczek Salmonella
Typhimurium przez nie oczyszczone preparaty $luzowe (crude mucus preparations),
otrzymane z jelita $winki morskiej [108].

Dane dotyczace rozpoznania biatka Hsp60 jako czynnika wirulentnego, a takze do-
tyczace odpornosci organizmu na zakazenie pateczkami Salmonella, sa ciagle niewystar-
czajace. Do tej pory niewiele wiadomo na temat biatka Hsp60 wytwarzanego przez pa-
teczki Salmonella Enteritidis i1 jego ewentualnej roli w procesie infekcyjnym. Pateczki
Salmonella Enteritidis stanowig obecnie dominujgcg przyczyne salmoneloz ludzi i zwie-
rzat, zarbwno w Polsce, jak i na §wiecie. Powazny problem zdrowotny i ekonomiczny
zwigzany z tym patogenem byl podstawg do przeprowadzenia badan nad rolg biatka
Hsp60 w zakazeniach spowodowanych pateczkami Salmonella Enteritidis. Dera-
Tomaszewska i wsp. [90] wykazali, iz biatko Hsp60 tych bakterii jest silnie immuno-
genne. Wywotuje znaczng odpowiedz immunologiczng gospodarza w przebiegu infekeji,
poréwnywalng z odpowiedzia na LPS i flagelling — antygeny pelnigce znamienng role w
zakazeniach bakteriami Salmonella. W zéttkach jaj kur naturalnie zakazonych patecz-
kami S. Enteritidis zaobserwowano, w ostrej fazie zakazenia, obecno$¢ przeciwciat spe-
cyficznych dla biatka Hsp60 w ilosciach odpowiadajacych poziomowi przeciwciat dla
LPS i flagelliny (ryc. 13).

Jaja do przeprowadzonych badan pochodzity z trzech stad kur niosek z wybranych
ferm wojewddztwa pomorskiego objetych monitoringiem bakteriologicznym w kierunku
obecnosci S. Enteritidis. Okreslenie poziomoéw specyficznych przeciwciat w zottkach jaj
przeprowadzono z zastosowaniem testu immunoenzymatycznego ELISA. Jaja pocho-
dzace z dwoch stad kur niosek naturalnie zakazonych S. Enteritidis (stado I — ostra faza
zakazenia, stado I — sporadyczne wydalanie bakterii) oraz stada kontrolnego (III) bada-
no w kierunku obecnosci przeciwciat zottkowych (IgY) dla Hsp60, LPS i flagelliny. W
przypadku stada III stwierdzono niskie stezenia IgY. Podwyzszone poziomy przeciwciat
specyficznych dla wszystkich badanych antygendéw wykryto w jajach pochodzacych z
dwoch zakazonych stad, przy czym szczegdlnie wysokie poziomy stwierdzono w jajach
pochodzacych ze stada 1. Najwiekszg r6éznice migdzy stadami I (ostre objawy salmone-
lozy) i II (bezobjawowe nosicielstwo) w poziomach specyficznych IgY odnotowano dla
przeciwcial anty-Hsp60.



98 Bozena Dera-Tomaszewska

a) Stado |
25
20
E ]
g 18 A /
§ y H
a # d
o 10 /| i
[ o
/ o
bs /
a ¥ (| W Hsps0
090 L. EZ Lps
T4 2 3 4 5 68 7T 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 ] Flagelina
INF praby
b Stado 11
'8
0 i .
7 /
15 # 1
i ’ H H
§ % ’ 1K
a 4 5 /a7
e 1tn : ‘ i/l 7
‘m ’ 1K
e M s ¥ K A
= Al B s 78l / 7
=24 B JE E
ol % ’ 211 28 A
oo AT A L7 I I A TR | .
1 2 3 - & 7 L] a 10 " T 13 " 15 1
Nr proby
< Stado I
25
20
15
£
g
a
o 10
0s
| .

12 3 4 5 6 7T 8 8 W11 1213 141516 1718 1820 21 22 23 24 2§

Nr proby

Ryc. 13. Poziom przeciwciat IgY specyficznych dla Hsp60, LPS i flagelliny bakterii S. Enteritidis
w zottkach jaj kur naturalnie zakazonych (a — ostra faza zakazenia, b — sporadyczne wydalanie
bakterii) i kur zdrowych (c), badany w teScie ELISA. Linie poziome wyznaczajg wartos¢ gra-
niczna (odcigcia) rozdzielajacg wyniki dodatnie od wynikéw uznanych za ujemne [90]

Fig. 13. The levels of antibodies against S. Enteritidis Hsp60, LPS and flagellin detected by ELISA
in the egg yolks of infected (a — outbreak of acute infection, b — occasional bacteria excretion) and
control (c) hens. Vertical lines indicate the positive/negative cutt-off value [90]

Uzyskane wyniki wskazujg na potencjalnie wazng role biatka Hsp60 w patogenezie
proceséw infekcyjnych i odpowiedzi immunologicznej zakazonego organizmu [90].
Przeciwciata anty-Hsp60 pozostaja w $cistej korelacji ze stopniem zakazenia kur. Ich
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obecnos¢ nie tylko wskazuje na aktualnie wystepujaca infekcje, ale moze by¢ rowniez
wskaznikiem przebytego zakazenia i sporadycznego wydalania paleczek S. Enteritidis.

Zjawisko mimikry molekularnej polega na wystgpowaniu homologii strukturalnej,
serologicznej lub biologicznej pomigedzy antygenami mikroorganizmu a antygenami
obecnymi u gospodarza. Mechanizmy autoimmunizacyjne leza u podstaw wielu choréb
narzadowo swoistych i uktadowych. W patogenezie choréb autoimmuzacyjnych istotng
rolg przypisuje si¢ czynnikom genetycznym, czy srodowiskowym, jednak istotna w
rozwoju wielu chordb jest réwniez reakcja krzyzowa bakteria-gospodarz [46]. Zwiazek
pomigdzy mimikra molekularng a rozwojem choroby autoimmunizacyjnej odkryto na
poczatku lat osiemdziesigtych XX wieku [123]. Bakteryjne biatka Hsp homologiczne z
sekwencja aminokwasowa ludzkich biatek szoku termicznego moga by¢ zrodlem wielu
immunologicznych reakcji krzyzowych sprzyjajacych chorobom o poditozu autoimmuni-
zacyjnym [58, 167, 313, 329, 419, 420]. Wiele prac naukowych wskazuje na zwiazek
pomiedzy niektorymi chorobami a pewnymi bakteryjnymi zakazeniami. W przebiegu
infekcji bakteryjnej, powstajace przeciwciala anty-Hsp oraz limfocyty T uczulone na
bakteryjne biatko Hsp, moga zwroci¢ si¢ przeciwko autologicznemu biatku szoku ter-
micznego gospodarza.

W odpornosci na zakazenia biorg rowniez udziat dwa typy ,,nieswoistych” limfocy-
tow T najprawdopodobniej pochodzenia pozagrasiczego — T Y8 i podwdjnie negatywne
(CD4 , CD8 ) limfocyty T o™ [125, 314]. Limfocyty te zwiazane sa glownie ze §lu-
zowkami i1 na okreslonej §luzoéwce reprezentuja jeden lub ograniczong ilos¢ typow recep-
tora. Wérod rozpoznawanych przez nie antygenow sa biatka Hsp, zarowno zakazonych
komoérek §luzowki, jak i bakterii. W przypadku Hsp najprawdopodobniej istniejg natu-
ralne komorki pamigci, tak ze odpowiedz jest bardzo szybka. Wykazanie ewentualnej
homologii bakteryjnego bialka Hsp60 Salmonella Enteritidis oraz ludzkiego biatka
Hsp60 wydaje si¢ by¢ waznym celem poznawczym. Badania przeprowadzone z zasto-
sowaniem siedmiu syntetycznych fragmentéw ludzkiego biatka Hsp60 mialy na celu
okreslenie podobienstwa immunologicznego i ewentualnych rejonow podobienstwa
molekularnego pomigdzy tymi biatkami. Uzyskane wyniki, przedstawione w ramach
niniejszej pracy, stanowig wazny wklad w badania nad bialkami szoku termicznego.
Generuja takze warta zainteresowania hipotez¢ istnienia mozliwosci wystapienia immu-
nologicznych reakcji krzyzowych pomiedzy biatkiem Hsp60 S. Enteritidis a jego ludz-
kim homologiem, indukowanych w przebiegu zakazenia pateczkami S. Enteritidis, ktore
mogltyby stanowi¢ réwniez istotng komponente w procesach patogenetycznych innych
chorob.
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2. CELE PRACY

Zatozenia pracy

Pierwszym zadaniem programu zapobiegania chorobom zakaznym oraz ich zwal-
czania jest stworzenie sprawnie dziatajacego systemu informacji dotyczacej rozmiesz-
czenia tych chordb, czestosci ich wystgpowania oraz dynamiki zmian epidemiologicz-
nych w poszczegdlnych krajach, regionach i w skali $wiatowej. Dla wypetnienia tego
zadania stworzono system informacji epidemiologicznej, zwany epidemiologicznym
nadzorem. W Polsce, w ramach ochrony zdrowia oraz zwalczania choréb zakaznych,
obowigzkiem monitorowania obj¢ta jest rdwniez salmoneloza i jej czynniki chorobo-
tworcze. Liczby rejestrowanych przypadkow zakazen Salmonella przedstawia si¢ zwy-
kle w postaci pewnych statych wspotczynnikdéw, czesto ogdlnie dostepnych w rdéznych
bazach danych, pozwalajacych oszacowac faktyczna sytuacje¢ epidemiologiczng. Zatoze-
niem niniejszej pracy byta ch¢é przedstawienia zakazen Salmonella w Polsce w sposob
mniej konwencjonalny (pozwalajacy na uzyskanie unikalnych danych epidemiologicz-
nych), poprzez prezentacj¢ wszystkich typow serologicznych pateczek Salmonella (w
tym nowo pojawiajacych si¢ w kraju), ze szczegdlnym uwzglednieniem Salmonella
Enteritidis. Serowar ten, stanowigcy ze wzgledu na pandemiczny charakter ekspansji
swoistego rodzaju fenomen na skal¢ §wiatowa, zostanie zaprezentowany poprzez liczbe
zakazen, typy bakteriofagowe oraz jeden z jego czynnikdw chorobotworczych, jakim w
wyniku podjetych badan naukowych (niezbgdnych dla nalezytego postepu we wszyst-
kich dziedzinach ochrony zdrowia), okazato si¢ by¢ biatko szoku termicznego Hsp60.
Przy formutowaniu celow pracy wzigto rowniez pod uwage fakt obowiazku monitoro-
wania salmonelozy na kazdym szczeblu nadzoru, prowadzonego rowniez przez Krajowy
Osrodek Salmonella, co stanowito podstawe przeprowadzonych badan. Nadzor epide-
miologiczny oparty na wynikach rutynowych badan prowadzonych w réznych laborato-
riach (laboratory-based surveillance) dostarcza informacji pozwalajacych na ocene
aktualnej sytuacji epidemiologicznej, informacji niezbednych do podejmowania odpo-
wiednich akcji przeciwepidemicznych oraz dla planowania zapobieganiu chorobom i ich
zwalczanie. Obowigzek monitorowania obejmuje takze zbieranie, przechowywanie,
analizowanie, opracowywanie i rozpowszechnianie danych dotyczacych wystepowania
salmonelozy i jej czynnikow chorobotwoérczych, w szeroko pojetym zakresie takich
dziatan, ktorych wynikiem, mi¢dzy innymi, jest rOwniez niniejsza praca.

Celem pracy byto:
1. Opracowanie i zestawienie danych epidemiologicznych dotyczacych wystepo-
wania pateczek Salmonella, na podstawie badan prowadzonych w Krajowym
Osrodku Salmonella w latach 1995 —2007.
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Przedstawienie nowych serowardw Salmonella, ktére pojawity si¢ w Polsce po
raz pierwszy w latach 1995 —2007.

Przedstawienie wynikow badan prowadzonych w Krajowym Osrodku Salmo-
nella na tle sytuacji epidemiologicznej Salmonella w Polsce, 1995 — 2007.
Opracowanie sytuacji epidemiologicznej wystgpowania serowaréw Salmonella
w Polsce latach 1957 — 2007, ze szczegblnym uwzglednieniem pateczek Sal-
monella Enteritidis.

Okreslenie podobienstwa immunologicznego i ewentualnych rejondéw podo-
bienstwa molekularnego pomigdzy biatkiem szoku termicznego Hsp60 bakterii
Salmonella Enteritidis (bedacym czynnikiem wirulencji tych bakterii) 1 ludzkim
biatkiem Hsp60 oraz ocena wynikajacych z tego konsekwencji.
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3. MATERIAL I METODY
3.1. TYPOWANIE BIOCHEMICZNE I SEROLOGICZNE

3.1.1. Szczepy bakteryjne

Przedmiotem badan byto 2038 szczepdw Salmonella wyizolowanych w Polsce w la-
tach 1995 — 2007, trudnych do identyfikacji, otrzymywanych przez Krajowy Osrodek
Salmonella w ramach prowadzonych badan referencyjnych. Szczepy pochodzity z terenu
calego kraju; nadestane przez stacje sanitarno-epidemiologiczne, zaktady higieny wete-
rynaryjnej, laboratoria przyszpitalne, prywatne laboratoria stuzby zdrowia i weterynaryj-
ne i inne. Dziewigéset siedemdziesigt dwa sposrod nich wyizolowano od ludzi; 254
szczepy pochodzity z zywnosci; 678 szczepow wyizolowano od zwierzat, z pasz i z
innych zrodet; 134 szczepy — z materialow nieznanego pochodzenia. Badania prowadzo-
no sukcesywnie, w miar¢ naptywania szczepow Salmonella, ktére do momentu przepro-
wadzenia badan, przechowywano na podtozu agarowym, w szczelnie zamknigtych pro-
bowkach, w temperaturze pokojowej i bez dostepu $§wiatta (zgodnie z zaleceniem WHO
Collaborating Centre for Reference and Research on Salmonella odno$nie przechowy-
wania szczepow Salmonella w klimacie umiarkowanym). Badanie referencyjne szcze-
pow Salmonella prowadzono w oparciu o standardowe metody identyfikacji bioche-
micznej i serologicznej [105].

3.1.2. Hodowla szczepow

Wszystkie badania biochemiczne i serologiczne prowadzono w oparciu o ,,czyste”,
24-godzinne hodowle na podtozu agarowym. Material do badania cech biochemicznych
oraz okreslania antygenéw somatycznych stanowity hodowle na statym podtozu agaro-
wym (1,5% agar odzywczy zawierajacy ekstrakt migsny, pepton, chlorek sodu oraz
agar). Antygeny rz¢skowe oznaczano w oparciu o hodowle rosnace na podlozu Garda
(0,75% agar odzywczy, tzw. agar migkki); badaniu serologicznemu poddawano obwo-
dowe obszary hodowli uzyskiwanych na plytkach w wyniku dokonywanego uprzednio
punktowego posiewu materiatu bakteryjnego odpowiednio w centrum kazdej ptytki. W
celu wzbudzenia bardziej efektywnej produkcji rzgsek u szczepdw nieznacznie urzgsio-
nych (sprawiajacych trudnos$ci w identyfikacji antygenow H) i uzyskania lepiej rozwi-
nigtego elementu rzgskowego, bakterie posiewano na podtoze Edwards Motility Medium
(EMM) — polptynne, 0,3% podloze agarowe z zelatyng (ekstrakt migsny, pepton, zelaty-
na, agar), z ktérego po 24-godzinnej inkubacji w 37°C dokonywano przesiewu na podto-
ze Garda w celu przeprowadzenia ponownej analizy antygenowej. Dodajac do podtoza
Garda surowicg skierowana przeciw elementowi rz¢gskowemu jednej fazy, mozna badany
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szczep przeprowadzi¢ w faze druga (phase inversion). W przypadku szczepow dwufa-
zowych, prezentujagcych w chwili badania antygeny rzeskowe tylko jednej z faz (pierw-
szej lub drugiej), brakujaca faz¢ indukowano przez zahamowanie fazy dominujacej po-
przez hodowlg szczepu jednofazowego na podtozu Garda z domieszka surowicy zawie-
rajacej przeciwciala skierowane przeciwko antygenowi fazy dominujace;.

3.1.3. Testy biochemiczne

Wiasciwosci biochemiczne potwierdzajace przynalezno$¢ badanych bakterii do ro-
dzaju Salmonella oraz pozwalajace na okreslenie przynaleznosci odpowiednio do gatun-
ku lub podgatunku, sprawdzano przy pomocy testow biochemicznych (tzw. szeregow
izolacyjnych i réznicujacych), przygotowywanych we wlasnym zakresie, wedtug recep-
tur i technik opracowanych przez PZH [413]. Réznicowanie biochemiczne wykonywano
tylko w odniesieniu do rzeczywiscie ,,czystych” hodowli bakteryjnych. W przypadku
podejrzenia o zanieczyszczenie, hodowle rozsiewano na odpowiednim podtozu wybior-
czo-ro6znicujacym i dokonywano ponownej izolacji. W podlozach ptynnych zawieraja-
cych odpowiedni substrat (cukier lub alkohol), badano migdzy innymi zdolno$¢ do roz-
ktadania (z wytworzeniem gazu lub bezgazowo) laktozy, glukozy, sacharozy, mannitolu
i maltozy oraz fermentacj¢ salicyny, arabinozy, dulcytolu, inozytolu, ramnozy, trehalozy
i ksylozy. Zdolnos¢ do fermentacji glukozy, laktozy i wytwarzania H,S testowano na
podtozu Kliglera. Na podtozu cytrynianowo-amonowym wedtug Simmonsa badano
mozliwo$¢ wykorzystywania cytrynianu sodu i fosforanu amonu, odpowiednio jako
jedynego zrodla wegla i azotu. Istotng cechg biochemicznej identyfikacji byla takze
zdolno$¢ badanych bakterii do wytwarzania indolu, degradacji mocznika, zuzycia malo-
nianu, mucynianu i d-winianu sodowo-potasowego, zdolnos¢ do dekarboksylacji lizyny,
rozrzedzania zelatyny, wytwarzania (-galaktozydazy oraz wrazliwo$¢ na dziatanie faga
O1. Zachowanie si¢ badanych szczepdw po posianiu na szeregi biochemiczne oceniano
po 18 — 24h inkubacji w temperaturze 37°C, z wyjatkiem cech, ktorych ujawnienie si¢
wymagato inkubacji przedluzonej w czasie i/lub w innej temperaturze. Rozszerzonego
zakresu badan biochemicznych wymagat szczep prezentujacy zupeknie nowy typ serolo-
giczny, nie wystepujacy do tej pory na §wiecie, ktoérego ostatecznej identyfikacji doko-
nano we wspotpracy z WHO Collaborating Centre for Reference and Research on Sal-
monella (Instytut Pasteur, Paryz, Francja), Centers for Disease Control and Prevention
(Atlanta, USA) i Institut fiir Hygiene und Umwelt (Hamburg, Niemcy). W wyniku
wspolnych badan przeprowadzonych we wszystkich laboratoriach uczestniczacych w
jego identyfikacji, oprécz wyzej wymienionych cech biochemicznych, dodatkowo prze-
testowano jego zdolno$¢ do metabolizmu adonitolu, sorbitolu, sorbozy, rafinozy, man-
nozy, celobiozy, melobiozy i glicerolu, zdolnos$¢ rozktadania galakturonianu oraz zdol-
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nos¢ wytwarzania dekarboksylazy ornityny, dezaminazy tryptofanu, dihydrolazy argini-
ny, nitratazy, y-glutamyltransferazy i B-glukuronidazy.

3.1.4. Surowice diagnostyczne do identyfikacji serologicznej bakterii
Salmonella

Serologiczna identyfikacj¢ szczepow przeprowadzano za pomoca odczynu aglutyna-
cji szkietkowej, przy uzyciu poliwalentnych i monowalentnych, surowic diagnostycz-
nych Salmonella anty-O i anty-H (kroliczych surowic odpornosciowych), wytwarzanych
w Krajowym Osrodku Salmonella (1995 — 1999), a takze surowic komercyjnych (2000 —
2007) produkcji Zaktadu Badawczo-Wdrozeniowego ,IMMUNOLAB” Sp. z o. o.
(Gdynia, Polska) oraz Statens Serum Institut (Kopenhaga, Dania). Typy serologiczne
okreslano w oparciu o zmodyfikowany schemat Kauffmanna-White’a (obecnie zwany
schematem White’a-Kauffmanna-Le Minora) [308, 309, 149].

3.1.5. Aglutynacja szkielkowa

Aglutynacja szkietkowa jest to szybki test, w ktorym wynik, obserwowany gotym
okiem lub przy pomocy lupy, odczytuje si¢ po uptywie 30 sekund. Odczyn aglutynacji
szkietkowej wykonywano w nastgpujacy sposob. Na czystym szkietku podstawowym
umieszczano niewielka krople 0,85% roztworu NaCl lub odpowiedniej surowicy rozpo-
znawczej. Eza nabierano mata ilo$¢ badanej hodowli 1 przenoszono na szkietko podsta-
wowe, pozostawiajac tuz przy kazdej kropli niewielkg ilo§¢ masy bakteryjnej. Nastepnie,
za kazdym razem opalajac ezg, rozcierano kolejno w kazdej kropli mas¢ bakteryjna az
do uzyskania jednolitej zawiesiny. Przed odczytaniem wyniku, poruszano szkietkiem w
sposob umozliwiajacy krazenie ptynu w poszczegolnych kroplach. Wszystkie krople
obserwowano przy pomocy lupy (6x), na ciemnym tle, przy dodatkowym o$wietleniu.
Przy odczytywaniu wyniku zwracano uwage na wystapienie ktaczkow wzglednie ziarni-
stosci 1 na mniejsza lub wigksza przejrzystos¢ ptynu. W wyniku uwzgledniano inten-
sywno$¢ odczynu oceniajac go przy pomocy znaku + lub jego wielokrotnosci (+, ++,
+++). Odczyn aglutynacji szkietkowej o intensywnosci ++ i +++ przyjmowano za wynik
dodatni.
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3.1.6. Schemat typowania serologicznego szczepow Salmonella

Oznaczanie serologiczne badanych szczepow Salmonella pozwalajace na ostateczne
rozpoznanie serowarow przeprowadzano wedtug schematu przedstawionego na rycinie 14.

Badany szezep

szezep szorstki R

( 24-h hodowla na stalym podlozu agarowym)

aglutynacija z 0,85% NaCl (lub z 3% NaCl)

(wykluczenie szezepéw zdolnyceh do autoaglutynacji)

+) 3
szezep w formie gladkiej .8
(do dalszego badania)

(zdolny do autoaglutyacji -
nie nadaje si¢ do dalszego badania;
proba . ,wygladzenia™ szezepu)

|

aglutynacja z surowica HM

|

(t)

(=)
gdy prawidlowy biochemizm -
sprawdzi¢ ponownie z podloza Garda
(szezep do dalszego badania)
okreslanie antygenéw somatyeznych [i antygenu Vi]
(aglutynacja z surowicami grupowym AQ, BO, CO.
DO i EO oraz w zaleznosei od potrzeby, # surowicami
anty-0: 4; 6,7; 7; 8: 20; 9; 46: 10: 15; 19 i surowica Vi)

)
ujawnienie antygendw rzgskowych
(urzgsianie™ szczepu) - hodowla
na podiozu Edwards Motility Medium
(EMM); hodowla w U-rurce;

przesiac na podloze Garda
37°C/24h

nownie okreslanie antygendw rzeskowych
1 i 2 fazv (aglutynacja z surowicami anty-H)

/N

(+)
szczep
nicurzgsiony

2

aglutynacja z pozostalymi +)
surowicami anty-O

przesia¢ na podioze Garda
37°C24h

v

okreSlanie antygenow rzeskowych 1i2 faz
(aglutynacja z surowicami anty-H)

et

ostateczne rozpoznanic serowaru
(ewentualne dodatkowe roznicowanie biochemiczne)

ostateczne rozpoznanie serowaru
{ewentualne dodatkowe réznicowanic biochemiczne)

Ryc. 14. Schemat typowania serologicznego szczepow bakteryjnych podejrzanych o przynalez-

nos$¢ do rodzaju Salmonella

Fig. 14. Scheme of serological identification of bacterial strains suspected to be members of genus

Salmonella
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3.2. TYPOWANIE BAKTERIOFAGOWE

3.2.1. Szczepy bakteryjne

Typowaniu bakteriofagowemu poddano 750 szczepoéw Salmonella Enteritidis wy-
izolowanych w laboratoriach catego kraju w latach 1996 — 2007. Czterysta dziewigc-
dziesiat osiem szczepow wyhodowano od 0sob (chorych, ozdrowiencow, zdrowych, ze
stycznos$ci) z ognisk zatru¢ pokarmowych i sporadycznych przypadkéw zakazen, 236
szczepow wyosobniono od zwierzat, z zywnoSci, pasz, otoczenia i z innych zrédet. Po-
chodzenie 16 szczepdw byto nieznane. Sprawdzono ,,czysto$¢” otrzymanych szczepow
oraz okreslono ich wiasciwosci biochemiczne i serologiczne. Szczepy Salmonella, do
momentu przeprowadzenia badan, przechowywano na podtozu agarowym, w szczelnie
zamknigtych probowkach, w temperaturze pokojowej i bez dostgpu Swiatla.

3.2.2. Podloza do typowania bakteriofagowego

Do typowania bakteriofagowego uzywano podtozy Difco Laboratories (Detroit,
USA). Kazdy szczep poddawany typowaniu namnazano najpierw w 5 ml plynnego pod-
loza namnazajacego (2% Difco Nutrient Broth w wodzie destylowanej z dodatkiem
0,85% NaCl) do momentu otrzymania wyraznego zmetnienia (37°C/2-2,5 h), uzyskujac
miano ~5x10° jtk/ml. Nastepnie hodowle szczepu kontynuowano na phytkach Petri’ego
ze stalym podlozem agarowym (ptynne podtoze namnazajace z dodatkiem 1,5% Difco
Bacto Agar). Zamknigte plytki, ze §wiezo wylanym podlozem agarowym (30ml na ptyt-
ke o $rednicy 9 cm), pozostawiano w temperaturze 37°C przez 2 — 4 h, w celu wysusze-
nia podtoza, a nastgpnie tuz przed uzyciem dosuszano, pozostawiajac otwarte ptytki w
temperaturze 37°C przez 1,5 h.

3.2.3. Zestaw bakteriofagow typujacych

Stosowany w Polsce zestaw preparatow stuzacych do typowania fagowego paleczek
Salmonella Enteritidis sktada si¢ z 8 bakteriofagéw. Fagi te sa namnazane w Krajowym
Osrodku Salmonella zgodnie z metodg Adamsa [1]. Przechowywane sg w postaci stezo-
nych preparatow, z ktorych nastgpnie przygotowuje si¢ odpowiednie rozcienczenia
(RTD, routine test dilution) stuzace bezposrednio do typowania. Rozcienczenie RTD
oznacza najwyzsze rozcienczenie preparatu fagowego pozwalajace uzyskac¢ catkowita
lub prawie catkowita lize ze szczepem homologicznym.
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3.2.4. Metoda typowania bakteriofagowego

Szczepy Salmonella Enteritidis poddawano typowaniu bakteriofagowemu (sukce-
sywnie, w miar¢ naplywania szczepow) wedtug metody i techniki Craigie i wsp. [71, 72,
73], powszechnie stosowanej w migdzynarodowych i krajowych osrodkach typowania
bakteriofagowego, opisanej doktadnie w pracy Gtosnickiej i Dera-Tomaszewskiej [136].
Technicznie typowanie bakteriofagowe wykonywano w nastgpujacy sposob. Plynna
hodowle szczepu poddawanego typowaniu wylewano na ptytke ze staltym podtozem
agarowym. Po doktadnym rozprowadzeniu po powierzchni podtoza, nadmiar hodowli
zbierano pipeta, pozostawiajac wieczko plytki lekko uchylone, umozliwiajac jej szybkie
wyschnigcie. Tak przygotowana hodowla na podtozu staltym pozwala na otrzymanie
jednolitej murawy bakteryjnej na powierzchni ptytki po okresie inkubacji. Nastepnie, na
powierzchni¢ podtoza z hodowla nanoszono w postaci kropli odpowiednio rozcienczone
(RTD) preparaty bakteriofagowe przy pomocy wykalibrowanej (~0,01 ml) ezy platyno-
wej. Po wyschnigciu wszystkich kropli, ptytki zamykano i inkubowano w pozycji od-
wroconej (37°C/24 h). Efekt lizy obserwowano po okresie inkubacji ogladajac ptytki (od
spodu, po uprzednim zdj¢ciu wieczka) przy pomocy lupy (10x), z wykorzystaniem do-
datkowego o$wietlenia. Stopien lizy oznaczano za pomocg symboli uzywanych w Inter-
national Reference Laboratory for Enteric Phage Typing (Londyn), stosowanych row-
niez w polskim schemacie typowania Sa/monella Enteritidis (CL = calkowita liza, <CL
= mniej niz catkowita liza, SCL = prawie catkowita liza, <SCL = mniej niz prawie cat-
kowita liza, OL = me¢tna liza, +, +, ++, +++ = wzrastajgca liczba tysinek, — = brak lizy).
Typy bakteriofagowe badanych szczepdw Salmonella Enteritidis okre$lano zgodnie ze
stosowanym w Polsce schematem Lalko i1 wsp. [222].

3.3. DANE EPIDEMIOLOGICZNE O ZAKAZENIACH SALMONELLA W POLSCE

Dane epidemiologiczne stuzace do opracowan prezentowanych w niniejszej pracy
pochodzity z roznych zrodel. Szczegotowy ich wykaz przedstawiono w tabeli 14. Zgro-
madzone dane epidemiologiczne, uzupelione wynikami badan przeprowadzonych w
ramach niniejszej pracy, zostang przedstawione w postaci opracowan (tabel, wykresow,
schematow, diagramow) ilustrujacych:
1. materialy diagnostyczne pochodzace od ludzi i z innych zrédet, z ktérych izo-
lowano pateczki Salmonella, Polska 1995 — 2007

2. szczegblowa charakterystyke i analiz¢ epidemiologiczng szczepow Salmonella
prezentujacych 52 serowary wyizolowane po raz pierwszy w Polsce w latach
1995 — 2007
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liczbe 0so6b ogdtem oraz oséb chorych i zdrowych, u ktérych wykryto zakaze-
nia Salmonella, z uwzglednieniem najczesciej izolowanych serowarow, Polska,
1995 — 2007
typy bakteriofagowe S. Enteritidis (wg schematu Lalko i wsp.) wystepujace w
Polsce, 1970 — 2007
liczbe zakazen S. Enteritidis u ludzi w Polsce (i zakazen pozostalymi serowa-
rami) na tle ogodlnej liczby zakazen Salmonella, 1946 — 2007
dystrybucje dominujgcych serowardéw Salmonella izolowanych od ludzi w Pol-
sce w kolejnych latach od 1957 do 2007 roku (ze szczeg6lnym uwzglednieniem
pozycji zajmowanej przez pateczki S. Enteritidis)
serowary Salmonella wyizolowane w Polsce od ludzi i z innych Zrodet, okre-
Slone w Krajowym Os$rodku Salmonella w latach 1957 — 2007, z uwzglednie-
niem:

a. grup serologicznych i liczby serowarow w obrebie kazdej grupy

b. procentowego udzialu serowaréw z poszczegdlnych grup serologicz-

nych

wzory antygenowe wszystkich wariantow serologicznych Salmonella rozpo-
znanych do tej pory w Polsce (1957 — 2007), okre§lonych w Krajowym Os$rod-
ku Salmonella, opracowane na podstawie najnowszej edycji schematu White’a-
Kauffmanna-Le Minora.
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Tabela 14. Zestawienie zrodet danych epidemiologicznych wykorzystanych w pracy
Table 14. Origin of epidemiological data presented in the paper

Przedmiot danych Rok Zrodto danych
Subject of data Year Source of data
zrédlo izolacji szczepow; rodzaj 1995 — 2007 informacje towarzyszace otrzymywanym do
materiatu diagnostycznego; badania szczepom pochodzace ze stacji sanitarno-
wywiady epidemiologiczne epidemiologicznych, laboratoriow weterynaryj-
(szczegoblnie doktadne w przy- nych, laboratoriow przyszpitanych i innych labo-
padku okreslenia serowarow ratoriow stuzby zdrowia, laboratoriow zakladow
niezwykle rzadko lub po raz produkcyjnych i innych; archiwa terenowych
pierwszy wystepujacych w Pol- laboratoridow 1 niektorych szpitali (mozliwo$¢
sce) uzyskania szczegolowych informacji uzupetniaja-
cych dane KOS)
liczba zakazen S. Enteritidis (i 1946 — 1956 materiaty archiwalne KOS; opublikowane dane
innymi serowarami) u ludzi w KOS [43, 44]
Polsce na tle ogodlnej liczby 1957 - 1966 materiaty archiwalne KOS; niepublikowane
zakazen Salmonella dane KOS; opublikowane dane KOS [306]
oraz 1967 - 1978 opublikowane dane opracowane w KOS [83,
dystrybucja serowarow Salmo- 84]
nella dominujacych wsrod zaka- 1982 — 1985 Raporty PZH (na podstawie sprawozdan
zen u ludzi w kolejnych latach WSSE); WHO Salmonella Surveillance Repor-
ts [404]
1986 — 1998 Biuletyny roczne PZH i MZiOS: Choroby
zakazne i zatrucia w Polsce [289, 290, 291]
1999 — 2007 Biuletyny roczne PZH i GIS, NIZP-PZH i GIS:
Choroby zakazne i zatrucia w Polsce [274, 292,
293]
typy bakteriofagowe S. Enteriti- 1970 - 1975 materiaty archiwalne KOS; opublikowane dane
dis (wg schematu Lalko i wsp.) KOS [221, 222]
wystepujace w Polsce 1981 - 1990 materiaty archiwalne KOS; opublikowane dane
KOS [132]
1986 — 1995 materiaty archiwalne KOS; opublikowane dane
KOS [88, 135]
liczba osob, u ktorych wykryto 1995 -1998 Biuletyny roczne PZH i MZiOS: Choroby
zakazenia Salmonella, z zakazne i zatrucia w Polsce [291]
uwzglednieniem serowarow 1999 — 2007 Biuletyny roczne PZH i GIS, NIZP-PZH i GIS:
najczesciej izolowanych od ludzi Choroby zakazne i zatrucia w Polsce [274, 292,
w Polsce 293]
oraz
liczba 0sob chorych i zdrowych
zakazonych pateczkami Salmo-
nella z uwzglednieniem 15
serowar6w dominujgcych w
poszczegolnych latach
serowary Salmonella wyizolo- 1946 — 1994 materialy archiwalne i niepublikowane dane

wane w Polsce, okre$lone w
KOS

KOS; wyniki badan prowadzonych we wspot-
pracy z WHO Collaborating Centre for Refe-

rence and Research on Sa/monella; opubliko-

wane dane KOS [43, 44, 84, 133, 306]
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3.4. ANALIZA STATYSTYCZNA EPIDEMIOLOGICZNYCH WSKAZNIKOW
ZAKAZEN SALMONELLA U LUDZI W POLSCE W LATACH 1995 —2007

Dane o zakazeniach pateczkami Salmonella u ludzi w Polsce w okresie od 1995 do
2007 roku, przedstawione w postaci wspotczynnikow wyrazajacych stosunek liczby
wszystkich potwierdzonych przypadkow zakazen Salmonella (ogoétem oraz zakazen
spowodowanych przez kilka wybranych serowaréw) do liczby ludnos$ci w danym roku,
w przeliczeniu na 100 tysigcy mieszkancow, poddano analizie statystycznej przy zasto-
sowaniu trzech réznych testow: testu chi-kwadrat dla trendu [65], testu t-Studenta dla
trendu liniowego [19] i regresji Poissona [122, 275]. W kazdym tescie weryfikowano
nastepujacy zestaw hipotez:

H().'ﬁ=0

gdzie f oznacza wspotczynnik regresji (badz trendu) w odpowiedniej dla danego testu
funkcji regres;ji.

Hipoteza zerowa mowi o tym, ze wspdlczynnik ten nie jest istotnie r6zny od zera, a
zatem, ze nie wystepuje statystycznie istotny trend wzrostowy badz spadkowy. W hipo-
tezie alternatywnej natomiast stwierdza si¢, ze wspotczynnik jest statystycznie istotnie
roézny od zera, a zatem wystegpuje statystycznie istotny trend spadkowy (przy wspolczyn-
niku yjemnym) lub wzrostowy (przy wspdtczynniku dodatnim). Dla kazdego testu przy-
jeto poziom istotnosci a = 0,05. Poziom istotno$ci oznacza prawdopodobienstwo popet-
nienia bledu pierwszego rodzaju, polegajacego na odrzuceniu hipotezy zerowej gdy jest
ona prawdziwa. Tendencja zwyzkowa/spadkowa zostanie uznana za znamienng jezeli
wykaze cechy istotno$ci statystycznej dla wszystkich trzech testow (p < a). Wszystkie
obliczenia wykonano z wykorzystaniem programu Excel (test chi-kwadrat dla trendu;
trend liniowy) i programu Gretl (regresja Poissona). Gretl jest otwartym programem
ekonometrycznym udostgpnianym na warunkach Powszechnej Licencji Publicznej GNU
(GNU General Public License) [139].

Dane dotyczace liczb potwierdzonych przypadkow zakazen Salmonella (ogotem i dla
wybranych serowar6w) w kolejnych latach pochodzity z biuletynéw rocznych ,,Choroby
zakazne 1 zatrucia w Polsce”, wydanych przez PZH i MZiOS (1995 — 1998) oraz PZH i GIS
(1999 — 2007) [274, 291, 292, 293]. Wybrano dane uwzgledniajace zardbwno serowary pate-
czek Salmonella najczesciej izolowane u ludzi w Polsce, jak i liczbe 0sob u ktorych wykryto
zakazenia (dane Zakladu Bakteriologii NIZP-PZH opracowane na podstawie zestawien
obejmujacych szczepy pateczek Salmonella izolowane w laboratoriach stacji sanitarno-
epidemiologicznych oraz nadestane do WSSE z innych laboratoriéw w celu identyfika-
cji).Sa one rowniez zamieszczane w ogolnie dostgpnych, $wiatowych bazach danych
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(np.: WHO Global Salm-Surv Country Databank) i traktowane przez ich uzytkownikow
jako reprezentatywne dla Polski. Dane na temat wielko$ci populacji w poszczegdlnych
latach (ludno$¢ wg faktycznego miejsca zamieszkania w danym roku — stan w dniu
30.VI. kazdego roku) pochodzity z opracowan statystycznych wydawanych przez Giow-
ny Urzad Statystyczny (GUS) [138].

3.5. OKRESLANIE PODOBIENSTWA IMMUNOLOGICZNEGO
I MOLEKULARNEGO POMIEDZY BIALKIEM HSP60 BAKTERII
S. ENTERITIDIS I LUDZKIM BIALKIEM HSP60

3.5.1. Otrzymywanie endogennego biatka Hsp60 Salmonella Enteritidis

Metodg izolacji i oczyszczania endogennego biatka Hsp60 bakterii Salmonella Ente-
ritidis, przedstawiong po raz pierwszy na Miedzynarodowej Konferencji ,Infectious
Immunity & Vaccines” w 2000 roku [409], opisano doktadnie w publikacji Dera-
Tomaszewskiej i wsp. [90]. Technicznie izolacj¢ i oczyszczanie biatka wykonywano w
nastepujacy sposob:

3.5.1.1. Szczep bakteryjny

Do uzyskania endogennego biatka Hsp60 wybrano szczep KOS 1663 Salmonella
Enteritidis nalezacy do Kolekcji Krajowego Osrodka Salmonella. Szczep pochodzit z
ogniska zatrucia pokarmowego i prezentowat typ bakteriofagowy 1 (wedlug schematu
Lalko). Wyizolowany z produktu spozywczego (zupa ,,Niespodzianka) uznanego za
bezposrednia przyczyne zakazenia.

3.5.1.2. Hodowla bakterii

Bulionowa hodowle Salmonella Enteritidis posiano na ptytki z 1,5% podtozem aga-
rowym (Difco Bacto Nurient Agar). Po 24 godzinnej inkubacji w temperaturze 37°C
bakterie zmyto 0,85% roztworem NaCl i poddano dziataniu podwyzszonej temperatury
(stworzenie warunkow szoku termicznego) w tazni wodnej z wytrzasaniem
(50°C/30min) w celu uzyskania wzmozonej produkcji biatka Hsp60.
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3.5.1.3. Liza komérek bakteryjnych

Po okresie inkubacji w temperaturze 50°C hodowl¢ bakteryjna odwirowano
(3000%xg/30 min/4°C). Otrzymany osad bakteryjny zawieszono w buforze lizujagcym
Laemmli [0,0625 M Tris-HCI1 (pH 6,8), 3% siarczan 1-dodecylosodowy (SDS), 10%
gliceryna, 5% 2-merkaptoetanol] w celu zniszczenia oston komoérkowych oraz poddano
sonifikacji. Nastgpnie lizat bakteryjny odwirowano (8000%g/10 min/4°C). Otrzymany
supernatant poddano dializie wzgledem wody destylowane;.

3.5.14. Precypitacja bialek bakteryjnych

Wydializowany supernatant poddano wysalaniu nasyconym roztworem siarczanu (VI)
amonu [(NH,),SO,] o kofnicowym stopniu nasycenia 20% i odwirowano (11000xg/1 h/4°C).
Supernatant ponownie poddano wysoleniu o koncowym stopniu nasycenia 35% i odwi-
rowano (11000xg/1 h/4°C). Otrzymany osad zawieszono w buforze (0,05 M Tris-HCI,
pH 8,0) i poddano dalszym etapom oczyszczania.

3.5.1.5. Oczyszczanie bialka z zastosowaniem zloza Sepharose 4B

Dalsze oczyszczanie biatka wymagato wstepnego przygotowania ztoza Sepharose
4B (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Szwecja) wedlug zalecen producenta. Ztoze
upakowano do kolumny i przeptukano buforem (0,05 M Tris-HCI, pH 8,0). Po 5-
krotnym przepuszczeniu oddializowanej i odwirowanej frakeji lizatu przez kolumng
przeprowadzono elucje¢ (gradient liniowy 0 — 0,1 M NaCl w 0,05 M Tris-HCI o pH 8,0).
Zebrane frakcje przeanalizowano pod wzgledem zawartosci biatka Hsp60 Salmonella
Enteritidis metoda elektroforezy w 10% zelu poliakrylamidowym (PAGE, polyacrilami-
de gel electrophoresis) w obecnosci SDS (SDS-PAGE). Frakcje, w ktorych stwierdzono
obecnos¢ biatka 1 najmniej ,,zanieczyszczen” poshuzyly do otrzymywania czystego
Hsp60 S. Enteritidis metoda elucji preparatywnej wedtug Szewczyka i Summers’a [359].

3.5.1.6. Elucja preparatywna bialka Hsp60 S. Enteritidis

W tym celu dokonano rozdziatu wybranej frakcji w 10% zelu poliakrylamidowym z
SDS w obecnosci wzorcoéw masowych (High Molecular Weight Range MW 36 — 205 kDa,
Sigma-Aldrich, USA) i wzorcowego biatka GroEL E. coli (SPP-610, Sressgen, Kanada).
Nastepnie przeprowadzono elektrotransfer z zelu poliakrylamidowego na blong PVDF
(pobyvinylidene difluoride membrane) o nazwie handlowej Immobilon-P (Millipore Corpo-
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ration, Bedford, MA, USA). Btona ta ma zdolno$¢ do trwatego, niespecyficznego wigzania
biatek, innego niz na nitrocelulozie. Jesli replika Zelu poliakrylamidowego zostanie wyko-
nana na Immobilonie, to warunki elucji biatek sg znacznie tagodniejsze. Przed uzyciem,
btone PVDF aktywowano przez zanurzenie w 100% metanolu (1min), a nastgpnie w bufo-
rze do transferu. Elektrotransfer prowadzono przy 18 V przez noc w buforze do transferu
Tris-glicyna (25 mM Tris, 192 mM glicyna, pH 8,3). Po transferze, membran¢ barwiono
roztworem do barwienia biatek [0,5% Ponceau S (Sigm-Aldrich) w 1% kwasie octowym]
przez 30 minut. Nadmiar barwnika usunieto przez ptukanie membrany w wodzie destylo-
wanej (3x). Wyciety prazek, ktory zawieral biatko Hsp60 S. Enteritidis umieszczono w
probowce Eppendorfa z buforem do elucji biatka (1% Triton X-100 w 50 mM Tris-HCI,
pH 9,5) w objetosci 0,5 ml eluentu/cm” Immobilonu. Eluent wraz z Immobilonem wytrza-
sano przez 2 godziny w temperaturze pokojowej, nastepnie odwirowano (500xg/10 — 20
min) i zebrano supernatant. Proces rozdziatu i elucji przeprowadzono wielokrotnie. Elucja
z tej membrany jest prawie niezalezna od masy czasteczkowej biatka i pozwala odzyskaé
70 — 90% biatka naniesionego na zel. Eluat zawierajacy bialko moze by¢ bezposrednio
uzyty do szczepienia zwierzat.

3.5.2. Okreslanie czystosci, masy czasteczkowej i swoistosci biatka Hsp60
S. Enteritidis

W celu oszacowania stopnia czystosci, masy czasteczkowej i swoistosci wyeluowanego
biatka Hsp60 wykonano elektroforez¢ i immunobloting. Elektroforeza w potaczeniu z tech-
nikg Western-blot jest obecnie powszechnie stosowana w identyfikacji biatek. Elektroforeze
przeprowadzono w 10% zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych (SDS-
PAGE). Proby (wzorce masowe, biatko GroEL E. coli, badane biatko) naktadano w trzech
powtorzeniach. Jedna trzecia czgs¢ zelu wybarwiono [0,125% Coomassie Brillant Blue R-
250 (Sigma-Aldrich), 50% metanol, 10% kwas octowy] w celu sprawdzenia stopnia czysto-
$ci badanego antygenu i oszacowania masy czasteczkowej, dla pozostalej czesci wykonano
elektrotransfer na membrang nitrocelulozowa (NC 45, Serva, Boehringer Ingelheim Biopro-
ducts Partnership, Heidelberg) przy 18 V przez noc, by przy pomocy specyficznych przeciw-
cial potwierdzi¢ tozsamos$¢ otrzymanego biatka. Po transferze, nitrocelulozg podzielono na
2 czesei, ptukano w buforze TBS (50 mM Tris-HCL, pH 7,5; 0,5 M NaCl) przez okolo
5 minut, a nastgpnie inkubowano w roztworze 3% mleka odtluszczonego w TBS przez
1 godzing, w celu zablokowania miejsc wigzacych biatko i uniemozliwienia niespecyficzne-
2o faczenia si¢ przeciwcial z membrang. Tak przygotowane repliki nitrocelulozowe, zawiera-
jace obraz rozdzialu identyczny z uzyskanym na zelu, poddano inkubacji z roztworem odpo-
wiednich przeciwciat w celu wykazania obecnosci antygenu. Jedng czes¢ nitrocelulozy prze-
niesiono do roztworu 3% mleka odthuszczonego w TBS zawierajacego surowice krolicza
anty-Hsp60 S. Enteritidis (1:500), a drugg do roztworu 3% mleka odtluszczonego w TBS



114 Bozena Dera-Tomaszewska

zawierajacego przeciwciata monoklonalne anty-GroEL E. coli (SPS 870, Stressgen, Kanada)
rozcienczone w stosunku 1:500. Inkubacj¢ prowadzono w temperaturze pokojowej przez |
godzing z wytrzasaniem. Po inkubacji, nitrocelulozg¢ przemywano w roztworze 3% mleka w
TBS (3x10 min), a nastgpnie umieszczono w roztworze 3% mleka w TBS zawierajacego
przeciwciala anty-IgG sprz¢zone z peroksydaza chrzanowa (DAKO, Dania), odpowiednio
kozie skierowane przeciwko immunoglobulinom kréliczym (1:2000) oraz kozie przeciwko
immunoglobulinom mysim (1:1000). Inkubowano przez 1 godzing z wytrzasaniem. Po tym
czasie nitroceluloze przemywano (3x10 min) w 3% mleku odtluszczonym w TBS (1x) i w
samym buforze TBS (2x). Tak przygotowana nitroceluloz¢ umieszczono w roztworze odpo-
wiedniego substratu (uktad H,O, i 4-chloro-1-naftol) i inkubowano przez okoto 30 minut w
celu uwidocznienia kompleksu antygen-przeciwciato, nastgpnie plukano woda redestylowana
(2x10 min) w celu zahamowania reakcji barwnej i suszono na powietrzu. Pojawienie si¢
prazkoéw wybarwionych na kolor ciemnoniebieski, stanowigcych nierozpuszczalny produkt
osadzajacy si¢ na membranie, $wiadczy¢ bedzie o swoistosci badanego antygenu.

W warunkach SDS-PAGE ruchliwos$¢ elektroforetyczna (droga migracji) fancuchow po-
lipeptydowych w zelu zalezy liniowo od logarytmu ich masy. Mase¢ czgsteczkowg otrzyma-
nego biatka wyznaczono poprzez porownanie jego ruchliwosci elektroforetycznej z ruchli-
woscig wzorcOw masy czasteczkowej w oparciu o krzywa wzorcowa wzajemnej zaleznosci
log;o masy biatek wzorcowych i odleglosci na ktora nastapita ich migracja w zelu.

3.5.3. Oznaczanie stezenia bialka Hsp60 S. Enteritidis

Przed przystapieniem do oznaczania st¢zenia biatka Hsp60 Salmonella Enteritidis
proby otrzymanego biatka dodatkowo oczyszczono, wydializowano wzgledem buforu
umozliwiajacego bezpieczne przechowywanie biatka (50 mM Tris-HCI, pH 7,5; 1 mM
EDTA; 50 mM NaCl) i zaggszczono. W tym celu odwirowywano otrzymany eluat
(4000xg/8 min x 5) stosujac specjalne probdéwki (Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter
Devices, Millipore, USA) z filtrem o okreslonej przepuszczalnosci (30000 Nominal
Molecular Weight Limit). Dodajac po kazdym kolejnym wirowaniu 15 ml buforu
(50 mM Tris-HCI, pH 7,5; 1 mM EDTA; 50 mM NacCl), dokonywano swoistej dializy
poprzez sukcesywne ,,przenoszenie” biatka z roztworu uzytego do elucji do buforu po-
zwalajacego je przechowywac, jednoczesnie zageszczajac probg. Oznaczenie stgzenia
biatka Hsp60 S. Enteritidis wykonano metodg barwienia czernig amidowa. Po naniesie-
niu odpowiedniej ilosci prob biatka badanego i wzorcowego (Bovine Serum Albumin —
BSA, stezenie wyj$ciowe 1 mg/ml) na krazki nitrocelulozowe, przeniesiono je do roz-
tworu czerni amidowej (0,1% czern amidowa, 50% metanol, 10% kwas octowy). Po
odbarwieniu tta (20% metanol, 10% kwas octowy), nitrocelulozg przeniesiono do roz-
tworu 80% kwasu mrowkowego i inkubowano przez 10 minut. Po tym czasie zmierzono
ekstynkcje eluatu dla proby biatka badanego oraz dla wszystkich préb wzorcowego
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biatka przy dhugosci fali 630 nm. Stgzenie biatka badanego wyznaczono na podstawie
krzywej wzorcowej otrzymanej dla BSA.

3.5.4. Otrzymywanie surowic kroéliczych anty-Hsp60 Salmonella Enteritidis

Otrzymane droga elucji preparatywnej biatko Hsp60 S. Enteritidis wykorzystano ja-
ko antygen do szczepienia krolika w celu uzyskania specyficznych przeciwcial (zgoda
Lokalnej Komisji Etycznej ds. Do§wiadczen na Zwierzetach na wykorzystanie zwierzat
do badan w ramach realizowanego projektu — Opinia nr 14 z dnia 17.04.2001 r.). Bada-
nia kontrolne, wykonane przed rozpoczeciem szczepien, nie wykazaty obecnosci prze-
ciwciat anty-Hsp60 w surowicy krélika wybranego do immunizacji. Antygen do szcze-
pien wyjatawiano stosujac odpowiednie filtry bakteriologiczne (Millipore). Antygen (20
— 30 pg czystego biatka) w emulsji (1:1) z adjuwantem Freunda (kompletnym — pierw-
sze szczepienie, niekompletnym — pozostate szczepienia) podawano krolikowi w 4 in-
iekcjach podskérnych wedhug ogélnie przyjetego schematu szczepien [160]. Do celow
kontrolnych, niewielkie objetosci krwi pobierano z zyty brzeznej ucha krolika po 2,314
szczepieniu. Krew inkubowano w temperaturze 37°C przez 30 min, a nastepnie, po
uprzednim schlodzeniu (4°C/24 h), wirowano (2000xg/15 min). Po zakonczeniu szcze-
pien, w wyniku catkowitego skrwawienia krdlika przez punkcje serca, uzyskano dodat-
kowa objetos¢ surowicy. Lacznie otrzymano ponad 160 ml surowicy odpornosciowej
zawierajacej przeciwciata anty-Hsp60 Salmonella Enteritidis. Surowice przechowywano
w temp. — 20°C do momentu wykorzystania w testach.

3.5.5. Syntetyczne fragmenty ludzkiego biatka Hsp60

Do badan wykorzystano 7 zsyntetyzowanych chemicznie fragmentow ludzkiego
biatka Hsp60 o réznej dtugosci i sekwencji aminokwasowej (tab. 15). Synteze peptydo-
wych fragmentéw ludzkiego biatka Hsp60 przeprowadzono na Wydziale Chemii Uni-
wersytetu Gdanskiego (Katedra Syntezy Organicznej, Zaktad Chemii Polipeptydow). Na
podstawie znanej z pisSmiennictwa sekwencji nukleotydowej ludzkiego biatka Hsp60
[383] i komputerowej analizy [301] profili hydrofilowosci i akrofilowosci, wytypowano
potencjalnie immunogenne fragmenty, a nastepnie zsyntetyzowano metodg Merrifielda z
zastosowaniem procedury Fmoc/Bu'. Opis wszystkich zastosowanych metod i przebiegu
samej syntezy peptydéw przedstawiono szczegdtowo w pracy Karawajczyk [192].
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Tabela 15. Syntetyczne peptydy ludzkiego biatka Hsp60
Table 15. Synthetic peptides of human Hsp60 protein

Peptyd Sekwencja aminokwasowa'

Peptide Amino acid sequences’

Hsp60 (25 - 36) Ala-Tyr-Ala-Lys-Asp-Val-Lys-Phe-Gly-Ala-Asp-Ala
Hsp60 (83 —95) Ser-Ile-Asp-Leu-Lys-Asp-Lys-Tyr-Lys-Asn-1le-Gly-Ala

Hsp60 (119 —-131)  Leu-Ala-Arg-Ser-Ile-Ala-Lys-Glu-Gly-Phe-Glu-Lys-Ile

Hsp60 (238 —251)  Glu-Phe-Gln-Asp-Ala-Tyr-Val-Leu-Leu-Ser-Glu-Lys-Lys-Ile

Hsp60 (301 —314)  Lys-Ala-Pro-Gly-Phe-Gly-Asp-Asn-Arg-Lys-Asn-Gln-Leu-Lys

Hsp60 (357 —-371)  Leu-Leu-Lys-Gly-Lys-Gly-Asp-Lys-Ala-Gln-Ile-Glu-Lys-Arg-Ile
Hsp60 (409 —424)  Thr-Ser-Asp-Val-Glu-Val-Asn-Glu-Lys-Lys-Asp-Arg-Val-Thr-Asp-Ala

! Dla utatwienia zapisu wzoréw peptydow i bialek wprowadzono migdzynarodowe kody amino-
kwsow: kody trojliterowe i jednoliterowe (jednoliterowe tylko dla aminokwasow kodowanych)
[179]. W niniejszej pracy poszczegdlne aminokwasy w syntetycznych oligopeptydach nazywano
stosujac kod trojliterowy. Zgodnie z rekomendacja IUPAC-IUB jednoliterowy system polecany
jest w przypadku poréwnan dhugich sekwencji prezentowanych na przyktad w tabelach lub w
postaci ré6znego rodzaju list i w innych przypadkach, gdzie skrocona forma zapisu jest uzasadniona
" The one-letter and three-letter codes for amino acids are adopted by the Commission on Bio-
chemical Nomenclature of the IUPAC-IUB [179]. In this paper three-letter cod was used to name
amino acids. The one-letter system is recommended for comparison of long sequences in tables
and lists, and in other special uses where brevity is important

3.5.6. Poréwnywanie reakeji serologicznych biatka Hsp60 S. Enteritidis,
ludzkiego bialka Hsp60 i jego syntetycznych fragmentow metoda
ELISA

3.5.6.1. Antygeny

Do optaszczania plytek mikrotitracyjnych zastosowano nast¢pujace antygeny: biatko
szoku termicznego Hsp60 bakterii Salmonella Enteritidis, rekombinowane ludzkie biat-
ko szoku termicznego z rodziny biatek 60 kDa (Recombinant Human Hsp60, SPP-740,
Sressgen, Kanada) oraz 7 syntetycznych peptydow stanowigcych fragmenty ludzkiego
biatka Hsp60 (Wydziat Chemii, Uniwersytet Gdanski).

3.5.6.2. Test ELISA

Polistyrenowe, ptaskodenne ptytki mikrotitracyjne (Maxisorp, Nunc, Dania) optasz-
czano odpowiednio antygenami (syntetyczne peptydy — 10 ug/ml, biatko Hsp60 S. Ente-
ritidis — 0,1 pg/ml, rekombinowane biatko ludzkie Hsp60 — 0,1 pg/ml) rozpuszczonymi
w buforze weglanowym (0,05M buforujacy uktad weglanowy H,CO;/NaHCO;) o
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pH 9,6 (100 pl/ dotek). Ptytke inkubowano 16 godzin, w komorze wilgotnej, w tempera-
turze 4°C, nastgpnie przemywano trzykrotnie PBS (fizjologiczny rotwor soli buforowa-
ny fosforanami) o pH 7,4 z dodatkiem 0,05% Tween 20 (PBS-Tween 20). Wolne miej-
sca na powierzchni ptytki, nie zwigzane z antygenem, blokowano 2,5% roztworem kaze-
iny (Sigma — Aldrich) o pH 7,0 (150 pl/ dotek) w ciagu 3 godzin w temperaturze 37°C.
Ponownie przemywano ptytke trzykrotnie PBS-Tween 20, a nast¢pnie nanoszono po 100
ul surowicy kroliczej anty-Hsp60 S. Enteritidis rozcienczonej w roztworze blokujacym
w stosunku 1:1000, z wyjatkiem dotkéw stanowigcych kontrole ujemne antygenow. Tak
przygotowane ptytki inkubowano 16 godzin, w temperaturze 4°C, w komorze wilgotne;j.
Po inkubacji plytki przemywano trzykrotnie PBS-Tween 20, po czym do kazdego dotka
dodawano po 100 ul znakowanych peroksydaza chrzanowa przeciwciat kozich przeciw-
ko immunoglobulinom kroliczym (Dako, Dania) rozpuszczonych w roztworze blokuja-
cym (1:500). Ptytki inkubowano przez 1,5 godziny w temperaturze pokojowej, przemy-
wano trzykrotnie PBS-Tween 20 i do kazdego dotka dodawano po 200 pl substratu dla
peroksydazy — dichlorowodorku o-fenylenodiaminy (Sigma Fast OPD, Sigma — Ald-
rich). Po okoto 30 minutach wywotywania reakcji barwnej (bez dostgpu §wiatta), doda-
wano po 50 pl 3 M kwasu siarkowego do kazdego dotka i mierzono absorbancj¢ za po-
mocg czytnika testow ELISA (microELISA Reader Expert Plus, ASYS Hitach GmbH,
Austria) przy dlugosci fali 492 nm. Wyniki przedstawiono jako $rednie wartosci otrzy-
mane z 6 pomiarow OD uzyskanych dla kazdego antygenu w dwoch niezaleznych do-
$wiadczeniach, pomniejszone o tzw. warto$¢ cut-off, czyli srednig wartos¢ OD kontroli
uyjemnych antygenow z uwzglednieniem trzykrotnej wartos$ci odchylenia standardowego.

3.5.6.3. Zahamowanie reakcji immunoenzymatycznej w tescie ELISA

W celu zahamowania reakcji immunoenzymatycznej w tescie ELISA, surowice kro-
licza anty-Hsp60 S. Enteritidis (1:1000), przed naniesieniem na plytke, inkubowano
(37°C/3 h) z nadmiarem odpowiedniego biatka (5 ug/ml) lub syntetycznego peptydu
(10 ug/ml). Pozostate warunki testu jak w punkcie 3.5.6.2. Wyniki, podobnie jak dla
testu opisanego powyzej, przedstawiono jako srednie wszystkich wartosci OD otrzyma-
nych dla poszczegodlnych antygendéw (w reakcjach z surowicg any-Hsp60 S. Enteritidis
testowang odpowiednio przed i po absorpcji odpowiednim biatkiem lub syntetycznym
peptydem) w dwoch niezaleznych do§wiadczeniach dla kazdego wariantu, pomniejszone
o $rednig warto$¢ OD kontroli ujemnych i trzykrotne odchylenie standardowe.
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3.5.6.4. Standaryzacja metody

Standaryzacj¢ metody ELISA wykonano poprzez dobor wlasciwego miana surowicy
odpornosciowej anty-Hsp60 S. Enteritidis, optymalnego stgzenia antygendéw oraz koniu-
gatu przy zastosowaniu wstepnych warunkéw ELISA. Optymalne st¢zenie antygenow
do optaszczania plytek polistyrenowych, wyznaczono poprzez analiz¢ odczytéw absor-
bancji przy zastosowaniu réznych rozcienczen antygenow i przy zmiennych rozciencze-

niach koniugatu.
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4. WYNIKI

4.1. BADANIA SEROLOGICZNE I EPIDEMIOLOGICZNE — WYNIKI BADAN
WLASNYCH I OPRACOWAN DOKONANYCH NA PODSTAWIE
OPUBLIKOWANYCH DANYCH EPIDEMIOLOGICZNYCH DOTYCZACYCH
SEROWAROW SALMONELLA WYSTEPUJACYCH U LUDZI W POLSCE

W ramach niniejszej pracy, typowaniu serologicznemu poddano tacznie 2 038
szczepow, wyizolowanych z r6znych materialow diagnostycznych w latach 1995 — 2007.
Materialy pochodzace zarowno od ludzi, jak i z innych Zrédet, z ktorych izolowano
szczepy Salmonella bedace przedmiotem badan przedstawiono w tabeli 16. Sposrod
wszystkich przebadanych szczepow, znakomita wigkszos$¢ nalezata do gatunku Salmo-
nella enterica subsp. enterica. Dla okolo 87% szczepow, udato si¢ okresli¢ wszystkie
antygeny somatyczne i rzgskowe, rozpoznajac w sumie 145 réznych typow serologicz-
nych (tab. 17). Pozostale szczepy reprezentowaly warianty jednofazowe i nieurzgsione
pateczek Salmonella oraz formy szorstkie (R). Dominujacym byt serowar S. Enteritidis,
reprezentowany przez 191 szczepow. Na drugim miejscu zarejestrowano serowar
S. Mbandaka, okreslony dla 146 szczepow. Sto trzydziesci jeden szczepow reprezento-
wato typ serologiczny S. Hadar, ktory znalazl si¢ na trzecim miejscu pod wzglgdem
czestosci wystegpowania w badanym materiale. Serowar S. Thompson okreslono w przy-
padku 128 szczepow, co sprawilo, ze znalazt si¢ on na czwartym miejscu. Kolejne miej-
sce zajat wariant serologiczny S. Typhimurium (104 szczepy), a nastgpnie odpowiednio
S. Infantis, S. Virchow, S. Agona, S. Derby, S. Anatum, S. Saintpaul, S. Senftenberg,
S. Albany, S. Livingstone, S. Bredeney i inne.

Uwzglednienie rodzaju materiatu, z ktdrego wyizolowano badane szczepy, zmienia nie-
znacznie dystrybucje rozpoznanych typoéw serologicznych. W okresie od 1995 do 2007 roku
przebadano 972 szczepy wyizolowane z materiatéw klinicznych pochodzacych od ludzi,
takich jak krew, kat pobrany od 0s6b zdrowych i pacjentdow z biegunka, mocz, ptyn z optuc-
nej oraz réznego rodzaju wymazy (z ran pooperacyjnych, powtok brzusznych, ropni i z odby-
tu), okreslajac 92 rozne warianty serologiczne. Najczesciej reprezentowanymi serowarami
byty: S. Thompson, S. Mbandaka, S. Enteritidis i S. Hadar (odpowiednio 90, 88, 87 i 86
szczepdw). Nastepnie kolejno S. Virchow, S. Infantis, S. Typhimurium, S. Albany, S. Typhi,
S. Indiana, S. Saintpaul, S. Anatum, S. Choleraesuis, S. Newport, S. Derby, S. Livingstone,
S. Paratyphi B, S. Agona, S. Senftenberg, S. Kottbus, S. Tennessee, S. Worthington, S. Bre-
deney, S. Heidelberg, S. Cubana i inne.
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Tabela 16. Materialy diagnostyczne pochodzace od ludzi i z innych Zrdédet, z ktorych izolowano
pateczki Salmonella, Polska, 1995 — 2007
Table 16. Human and non-human samples the Salmonella had been isolated from, Poland, 1995 —

2007

Pochodzenie materiatu / Origin of sample

od ludzi
humans

z innych zrodet / non-human

zwierzeta / animals

zywno$¢ / food

pasze i inne
feed and others

kal; mocz; z61¢;

migso, kat, narzady

rozne gatunki wedlin; rézne

rozne rodzaje pasz i mie-

pecherzyk z6t- wewnetrzne oraz rodzaje migs (wolowe, szanek paszowych (pro-
ciowy; krew; wymazy z katu, odby-  drobiowe, wieprzowe) i dukecji krajowej 1 imp.:
plwocina; ptyn tu i kloaki, pochodzace  podroby, w tym migsa mie- Niemcy, Dania, Brazylia,
mozgowo- od: pisklat kurzych, lone oraz przedzotadki Holandia, Anglia), w tym
rdzeniowy; ptyn z  indyczych, ggsich , wotowe, surowe (imp. USA);  suszona karma dla psow
jamy optucnej; kaczych oraz doro- pizza; makaron (produkcji (uszy wieprzowe, gofry
wymazy: z katu, z  stych ptakow, w tym krajowej i imp.: Wtochy, migsne) i pasza dla pstra-
odbytu, z po- kur niosek (pochodze-  Grecja); mleko pelne w gow; komponenty paszo-
chwy, z ran nia krajowego i imp.: proszku; odzywka dla dzieci ~ we: maczka zwierzgcea,
pooperacyjnych, USA, Czechy Niemcy, ,.Bebiko”; produkty mleczne;  maczka migsno-kostna,

z powtok brzusz- Anglia, Kanada, jaja kurze; proszek jajeczny maczka miesna, maczka
nych, z ropni Francja, Holandia), (imp. Holandia); wyroby krwista, maczka rybna,

golebi, psa, oposow,
niebieskich lisow, ryb,
dzika, nutrii, prosiat,
$win, cielat, krow,
70twi, weza boa, zmii
gabonskiej 1 sykliwej,
papug, kameleona,
strusia australijskiego
(imp. RPA)

garmazeryjne (garmaz dro-
biowy; pasta jajeczna; pyzy z
migsem; kotlet panierowa-
ny); wyroby cukiernicze;
czekolada; papryka swieza;
maka pszenna i ryzowa; zupy
w proszku; sosy w proszku
(imp. Belgia); herbata czar-
na; pieprz zielony (imp.
Chiny); pieprz czarny (imp.
Brazylia, Wietnam); chili w
proszku; kminek mielony
(imp. Pakistan); papryka
mielona ostra i stodka (imp.
Francja, Hiszpania); przy-
prawa do produkcji wedlin
(imp. Niemcy); 1i$¢ senesu;
bazylia suszona (imp. Au-
stria); gatka muszkatotowa
(imp. Indonezja); susz cebu-
lowy (imp. Indie); mieszanki
przyprawowe; grzyby suszo-
ne; kakao; miazga kakaowa;
figi (imp. Iran); ziarno seza-
mowe (imp. Indie, Indone-
zja); wiorki kokosowe;
krewetki (imp. Tajlandia)

$ruta sojowa, §ruta rzepa-
kowa, $ruta stonecznikowa,
makuchy i wyttoki rzepa-
kowe; bielmo ostropestu;
woda morska; woda je-
ziorna; woda z rzeki Wkra
i San; skratki ' z oczysz-
czalni $ciekow; piasek z
piaskownika z oczyszczal-
ni $ciekow; osad Sciekowy
ze zbiornika retencyjnego
oczyszczalni Sciekow;
zmiotki z linii produkcyj-
nej wytworni pasz; woda z
poidet dla drobiu; wymazy
z sali klujnikowej kurczat i
z powierzchni tzw. linii
wybierania kurczat; wyma-
zy podeszwowe z kurni-
kow, z ptyty gnojowej w
obejsciu kurnikow, z
paszociagu; $mieci z
odkurzacza; zmiotki z
podtogi i ze stotu produk-
cyjnego w kuchni

! Najwicksze zanieczyszczenia mechaniczne znajdujace sic w $ciekach ptynace lub wleczone po
dnie kanatu, ktore jako pierwsze sa usuwane w oczyszczalni Sciekow; nazwa ich pochodzi od krat,
na ktorych sa zatrzymywane / Waste found flowing in sewage being caught by grating and firstly
removed in a sewage treatment plant
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Biorac pod uwage pozostate materiaty diagnostyczne — pochodzace od zwierzat, a takze
zywnos$¢ (w tym pochodzenia zwierzecego), pasze oraz tzw. proby srodowiskowe, z ktorych
wyizolowano tacznie 932 szczepy Salmonella stanowigce przedmiot niniejszych badan,
wykazano iz zdecydowanie dominujagcym i najliczniej reprezentowanym byl serowar
S. Enteritidis (95 szczepow). Drugie miejsce zajat typ serologiczny S. Typhimurium (51
szczepow), trzecie S. Mbandaka (46 szczepdw), kolejne — S. Hadar (41 szczepow), S. Agona
(41 szczepow), a nastgpnie S. Infantis, S. Derby, S. Thompson, S. Anatum, S. Bredeney,
S. Senftenberg, S. Saintpaul, S. Virchow, S. Heidelberg, S. Livingstone i inne. Szczepy te
pochodzity gtéwnie w laboratoriow weterynaryjnych. Wyizolowano je w wyniku rutynowo
prowadzonej przez nie dzialalnosci z zakresu ochrony zdrowia zwierzat i profilaktyki chorob
zwierzegcych, higieny i toksykologii zywnosci pochodzenia zwierzgcego i srodkow zywienia
zwierzat oraz ochrony srodowiska.

Tabela 17. Serowary Salmonella wystepujace w Polsce, okreslone w Krajowym Osrodku Salmo-
nella w latach 1995 — 2007
Table 17. Salmonella serovars identified by the National Salmonella Centre, Poland, 1995 — 2007

Liczba szczepdéw wyizolowanych

Serowar Number of strains isolated from Ogodtem
Serovar z innych zrédet Total
od ludzi other sources
humans ~ zywno§¢  zwierzeta, pasze i nieznane
food inne / animals, unknown
feed and others
1. S. Enteritidis 87 27 68 9 191
2. S. Mbandaka 88 12 34 12 146
3. S. Hadar 86 21 20 4 131
4. S. Thompson 90 5 26 7 128
S. S. Typhimurium 41 17 34 12 104
6. S. Infantis 52 10 27 4 93
7. S. Virchow 65 4 12 8 89
8. S. Agona 8 5 36 - 49
9. S. Derby 11 5 27 5 48
10. S. Anatum 13 2 29 1 45
11. S. Saintpaul 15 2 18 1 36
12. S. Senftenberg 5 - 23 5 33
13. S. Albany 26 4 1 2 33
14. S. Livingstone 11 3 12 6 32
15. S. Bredeney 3 1 23 2 29
16. S. Indiana 16 2 7 3 28
17. S. Choleraesuis 12 2 8 4 26
18. S. Newport 12 1 7 4 24
19. S. Typhi 23 - - - 23
20. S. Worthington 4 1 11 4 20
21. S. Heidelberg 2 - 16 2 20
22. S. Kottbus 5 2 9 - 16
23. §. Tennessee 5 1 10 - 16
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Liczba szczepow wyizolowanych

Serowar Number of strains isolated from Ogotem
Serovar z innych zrodet Total
od ludzi other sources
humans ~ zywno$¢  zwierzgta, paszei  nieznane
food inne / animals, unknown
feed and others
24. S. Cubana 2 3 11 - 16
25. S. Paratyphi B 11 1 1 1 14
Pozostate serowary' / 141 81 137 18 377
Other serovars
Inne’ / Others 138 42 71 20 271
Ogotem / Total 972 254 678 13 2038

L's. Abony, S. Adelaide, S. Agama, S. Agbeni, S. Alachua, S. Alger, S. Altona, S. Amsterdam,
S. Bardo, S. Bareilly, S. Bergen, S. Berlin, S. Bispebierg, S. Blockley, S. Bovismorbificans,
S. Bracknell, S. Braenderup, S. Brandenburg, S. Cannstatt, S. Cerro, S. Chester, S. Corvallis,
S. Cubana, S. Dessau, S. Dublin, S. Eastbourne, S. Falkensee, S. Finkenwerder, S. Fischerkietz,
S. Galiema, S. Gallinarum, S. Gaminara, S. Give, S. Goldcoast, S. Grumpensis, S. Haifa, S. Halle,
S. Havana, S. Hindmarsh, S. Hull, S. Hvittingfoss, S. Ibadan, S. Idikan, S. Inverness, S. Isangi,
S. Isaszeg, S. Istanbul, S. Javiana, S. Jerusalem, S. Kapemba, S. Kedougou, S. Kentucky,
S. Kiambu, S. Kibusi, S. Kisangani, S. Lexington, S. Lille, S. Lindern, S. Litchfield, S. Liverpool,
S. Llandoff, S. London, S. Manhattan, S. Meleagridis, S. Miami, S. Minnesota, S. Mississippi,
S. Molade, S. Montevideo, S. Morehead, S. Muenchen, S. Muenster, S. Nyborg, S. Ohio,
S. Oranienburg, S. Orion, S. Oslo, S. Othmarschen, S. Ouakam, S. Panama, S. Paratyphi A,
S. Plymouth, S. Pomona, S. Poona, S. Potsdam, S. Rissen, S. Salford, S. Sandiego, S. Schleissheim,
S. Schwarzengrund, S. Stanley, S. Stanleyville, S. Stockholm, S. Suelldorf, S. Taksony,
S. Telelkebir, S. Telhashomer, S. Tilene, S. Uganda, S. Urbana, S. Uzaramo, S. Weltevreden,
S.Yoruba, S. Zanzibar, S.II (1,9,12:bie,n,x), SII  (13,22:259:1,5), S.II  (41:z:1,5),
S.II (42:bie,n,x,z;5), ST (42:g,t:-), S.II (47:a:1,5), S.II (48:d:z4), S.I1Ib (35:i:z35), S.IIb (38:1:2),
S.IIb (48:](:253), S.111b (48:](:257), S.1I11b (58:Z52:Z35), S.IIb (60:2522253), S.IIb (6]:](:1,5,7),
SV (11:24,253:-), S.VI (45:a:e,n,x)

% Szczepy jednofazowe z grup / monophasic strains from groups: O:4; 0:7; 0:9; 0:3,10; O:11;
0:13; O:16; 0:47; szczepy niurzesione z grup / nonflagellated strains from groups: O:7; O:8; O:9;
0:3,10; 0:1,3,19; O:53; 0:65; szczepy szorstkie ,,R” / rough strains “R’’; szczepy nie nalezace do
rodzaju Salmonella / strains that are not members of the genus Salmonella

Niezaleznie od rodzaju i zrodla pochodzenia badanego materiatu, szczegélng uwage
nalezy zwrdci¢ na coraz liczniej pojawiajgce si¢ serowary Salmonella, ktore dotychczas
nie wystgpowaly w Polsce. Rozpoznanie kazdej pierwszej izolacji takiego serowaru
potwierdzano w WHO Collaborating Centre for Reference and Research on Salmonella
w Paryzu. Izolowano je zarowno od ludzi, jak i z innych zrodet. Niektore z nich zostaty
zaimportowane z innych rejondw §wiata w wyniku prowadzenia ozywionego handlu i
transportu migdzynarodowego oraz rozwoju masowej turystyki. W okresie od 1995 do
2007 roku, w wyniku badan biochemicznych i serologicznych przeprowadzonych w
ramach niniejszej pracy, rozpoznano w sumie 52 takie serowary. Jeden z nich jest zupet-
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nie nowym, nie znanym jeszcze na §wiecie wariantem serologicznym, prezentujacym
formute antygenows, ktora do tej pory nie wystepowata w schemacie White’a-
Kauffmanna-Le Minora. Charakterystyke epidemiologiczng (uwzgledniajaca wszystkie
dostepne dane) 52 serowarow Salmonella pierwszy raz okreslonych w Polsce w oma-
wianym przedziale czasu zaprezentowano w tabeli 18.

Tabela 18. Charakterystyka i analiza epidemiologiczna szczepow Salmonella prezentujacych
serowary, ktore okre§lono w Polsce po raz pierwszy w okresie od 1995 do 2007 roku

Table 18. Epidemiological description of Salmonella serovars first occurring in Poland between
1995 and 2007

Serowar Rodzaj materiatu Krotka charakterystyka
Serovar Sample Brief description
1. S. Agbeni kat (dziecko; osoba dorosta)  pojedynczy szczep wyizolowano po raz

pierwszy od chorego dziecka w 1996 r.
(Opole); kolejny przypadek izolacji tego
serowaru od dorostego pacjenta zareje-
strowano w 2006 r. (Warszawa)

2. S. Alger kat (zotw) po raz pierwszy wyizolowano w 1997 r.
(Poznan); do 2007 r. izolowano tylko raz
w kraju

3. S. Bardo watroba (dzik) wyizolowano po raz pierwszy w 1998 r.
(Warszawa); izolowano tylko raz w
Polsce

4. S. Bergen kat (osoba dorosta) pojedynczy szczep wyizolowano w 2002 r.
(Torun) od pacjentki w zaawansowanej
cigzy z objawami biegunki; nie byla hospi-
talizowana; pierwszy i jedyny przypadek
wyizolowania tego serowaru w Polsce do
2007 r.

S. S. Berlin henna zarejestrowano po raz pierwszy w 1998 r.
(Skierniewice); pierwszy i jedyny przy-
padek izolacji tego serowaru w okresie

1995 — 2007
6. S. Bracknell wytloki rzepakowe pierwszy i jedyny szczep wyizolowany w
2001 r. (Chetmno-Osnowo)
7. S. Cannstatt maczka migsno-kostna; izolowano w Polsce dwukrotnie: z macz-
papryka (imp. Hiszpania) ki migsno-kostnej (Zielona Gora, 1997 r.)

i z importowanej, czerwonej, stodkiej
papryki (Kalisz, 1998 r1.); z tej samej
probki papryki wyhodowano réwniez S.
Miami (serowar izolowany juz wczesniej

w Polsce)

8. S. Finkenwerder woda wyizolowano 2 szczepy w 2002 r. (War-
szawa)

9. S. Fischerkietz piskleta indycze (imp. wyizolowano po raz pierwszy i jedyny w

Anglia) 2000 r. (Lod?)




124

Bozena Dera-Tomaszewska

Serowar
Serovar

Rodzaj materiatu
Sample

Krotka charakterystyka
Brief description

10.

S. Galiema

S. Grumpensis

S. Halle

S. Hvittingfoss

S. Hull

S. Idican

S. Invernes

S. Isaszeg

S. Istanbul

S. Javiana

S. Kiambu

wymaz z odbytu (dziecko;
osoba dorosta)

76t¢ (osoba dorosta)

z6tw ladowy

kat (osoba dorosta); suszone
grzyby (uszak gestowlosy —
Auricularia polytricha,
grzyby jadalne, uprawiane w
Azji; w Polsce znane jako
grzyby Mun); ziarno seza-
mowe

kat (osoba dorosta)

maczka zwierzeca

kat

woda (z jeziora); kat (osoba
dorosta)

gesi zarodowe

czarny pieprz

pasza

pierwszej, pojedynczej izolacji serowaru
dokonano w 1998 r. od 11-miesi¢gcznego,
chorego dziecka, hospitalizowanego z
powodu goraczki, wymiotéw i biegunki
(Skierniewice); szczep rozkladat inozytol
— szczepy prezentujace ten serowar sa
zwykle inozytolo-ujemne [198]; kolejny
raz, pojedynczy szczep (inozytol +)
wyizolowano od 41-letniego pacjenta z
objawami niezytu zoladkowo-jelitowego
w 2005 r. (Ptock)

wyizolowano po raz pierwszy w 1995 r.
(Bielsko-Biata) od osoby chorej; obec-
nos¢ patogenu w zolci sugeruje salmone-
lozg o przebiegu durowym; w omawia-
nym przedziale czasu serowar ten izolo-
wano w Polsce tylko jeden raz
pojedyncza i jedyna izolacja — 2002 r.
(Torun)

po raz pierwszy wyizolowano z kalu
osoby chorej w kwietniu 1998 r. (Pifa); w
tym samym roku, w maju, dokonano
trzech kolejnych izolacji z suszonych
grzybow (Warszawa); w 2002 r. — poje-
dynczy szczep wyizolowano z ziarna
sezamowego (Warszawa)

po raz pierwszy i jedyny wyizolowano w
2005 r. (Gniezno) od osoby zdrowej
(me¢zezyzna, 17 lat) w wyniku badan
niezbednych do wystawienia $wiadectwa
zdrowia (praktyczna nauka zawodu)
wyizolowano po raz pierwszy w 1998 r.
(Poznan); pojedynczej izolacji dokonano
rowniez w 2000 r. z maczki importowa-
nej z Belgii (Szczecin); 7 kolejnych
szczepéw wyizolowano w 2001 r. (Po-
znan); to jedyne izolacje tego serowaru
zarejestrowane do 2007 r.

3 szczepy wyizolowane od 3 oséb z
rodzinnego ogniska zatrucia pokarmowe-
g0 — 2004 r. (Opole)

pierwszej izolacji dokonano w 2003 r.
(Otwock) z wody z jeziorka Osieck przy
osrodku  konferencyjno-rekreacyjnym;
kolejny raz, w tym samym roku, od
pacjentki (Warszawa)

pojedyncza i jedyna izolacja — 1997 r.
(Poznan)

serowar ten izolowano w Polsce dwu-
krotnie: w 1996 i w 1999 roku (Warsza-
wa)

pojedynczej i jedynej izolacji dokonano
w 1996 r. (Putawy)
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Serowar
Serovar

Rodzaj materiatu
Sample

Krotka charakterystyka
Brief description

21.

22.

23.

24.

25.

26.

S. Kibusi

S. Lindern

S. Liverpool

S. Llandoff

S. Mississippi

S. Nyborg

papryka w proszku

kat (chore dziecko); ziarno
sezamowe

ziarno sezamowe; pasza dla
pstragow

maczka zwierzeca; maczka
rybna

kat (osoba dorosta); miazga
kakaowa

suszona bazylia (imp.
Austria)

pojedyncza izolacja w 2000 r. (Poznan);
sproszkowana, stodka papryka pochodzi-
ta z Francji; to jedyny przypadek wyizo-
lowania tego serowaru w latach 1995 —
2007

pojedynczy szczep wyizolowany w
2003 r. (Lublin) od 4-miesigcznego
dziecka plci zenskiej; choroba o cigzkim
przebiegu; leczenie réznymi antybioty-
kami; w momencie pobierania proby do
badania dziecko przebywato w Dziecig-
cym Szpitalu Klinicznym (Klinika Pato-
logii Niemowlat); wywiad epidemiolo-
giczny z matka dziecka — w domu 2
ladowe zotwie przywiezione z Grecji
(z0tw stepowy — Testudo horsfieldii)
przebywajace poza terrarium i pies;
mozliwy posredni kontakt ze zwierzetami
Iub ich odchodami poprzez starszego
brata (8 lat); w 2004 r. (Gdansk) wyizo-
lowano 2 kolejne szczepy z ziarna seza-
mu tuszczonego (imp. Indonezja)

po raz pierwszy wyizolowano w 1999 r.
(Warszawa) — ziarno sezamowe pocho-
dzito z Indii; pojedynczy szczep wyho-
dowano réwniez w 2000 r. (Gdansk) z
paszy importowanej z Danii

po raz pierwszy wyizolowano w 2000 r.
(Poznan); szczep posiadat zdolnos¢
rozktadania inozytolu — szczepy prezen-
tujace ten serowar sa zwykle inozytolo-
ujemne [198]; pojedynczy szczep (inozy-
tol —) wyhodowano réwniez w 2003r
(Szczecin) z importowanej maczki rybnej
— szczep ten posiadat tzw. R-faze antyge-
nu rzgskowego: [z37]

pojedynczy szczep wyizolowano w
1997 r. (Gdynia) od pacjenta, ktory
powrdcit z Nigerii (pobyt stuzbowy);
pacjent skarzyt si¢ na bole brzucha i bole
glowy; podczas pobytu w Nigerii byt
hospitalizowany 4 dni z powodu biegun-
ki; szczep inozytolo-dodatni (szczepy
prezentujace ten serowar sa zwykle
inozytolo-ujemne [198]); pojedynczej
izolacji dokonano réwniez w 2001 r.
(Poznan) — z miazgi kakaowej
pojedynczy szczep wyizolowano po raz
pierwszy w 1996 r. (Warszawa) podczas
rutynowej kontroli, jakiej poddawane sa
importowane przyprawy przed dopusz-
czeniem do obrotu; trzy kolejne szczepy
wyhodowano poézniej, w tym samym
roku; z jednej z prob, obok S. Nyborg,
wyizolowano rowniez S. Cerro (serowar
ten juz wezesniej wystgpowat w kraju)
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Serowar
Serovar

Rodzaj materiatu
Sample

Krotka charakterystyka
Brief description

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

S. Oukam

S. Plymouth

S. Salford

S. Schleissheim

S. Stockholm

S. Suelldorf

S. Telelkebir

S. Telhashomer

S. Tilene

S. Uzaramo
S. Yoruba

S.11(1,9,12:b:e,n,x)

maczka migsna

kat (osoba dorosta)

kat (dziecko)

woda (z rzeki)

miazga kakaowa

ziarno sezamowe

mieszanka paszowa

mieszanka paszowa

nie opisany doktadnie
material kliniczny

kat (osoba dorosta)

czekolada

papryka

po raz pierwszy i jedyny wyizolowano w
1996 r. (Szczecin); z jednej proby obok
S. Oukam wyizolowano réwniez .
Rissen (serowar juz wczesniej wystepu-
jacy w Polsce) — izolacja wigcej niz
jednego serowaru z tej samej proby jest
zjawiskiem dosy¢ czesto obserwowanym
zwlaszcza w przypadku pasz
wyizolowano tylko raz w 1996 r. (Gdy-
nia) od 40-letniego pacjenta podczas
badan kontrolnych po powrocie z Nigerii;
w czasie pobytu w Afryce pacjent skarzyt
si¢ na bole w gérnych drogach oddecho-
wych; brak objawow $wiadczacych o
zakazeniu  przewodu  pokarmowego;
szczep nie posiadat zdolnosci rozktadania
inozytolu

pojedyncza izolacja w 1996 r. — noworo-
dek ptci meskiej urodzony w jednym z
polskich szpitali (Warszawa); pierwszy i
jedyny przypadek wyizolowania tego
serowaru w Polsce do 2007 r.
wyizolowano tylko raz w 2003 r. (War-
szawa) z probki wody pobranej z kapieli-
ska na rzece Wkra

pojedynczej izolacji dokonano w 2001 r.
(Poznan) — pierwszy i jedyny raz do
2007 r.

po raz pierwszy i jedyny wyizolowano w
2001 r. (Warszawa)

izolowano tylko raz, 1998r (Poznan) —
mieszanka paszowa R 208 (peloporcjo-
wa dla kur migsnych)

pojedynczy szczep wyhodowano po raz
pierwszy w 2000 r. (Poznan)
wyhodowano tylko jeden raz z materiatu
klinicznego od pacjenta, 2007 r. (War-
szawa)

pojedynczej izolacji dokonano w 2005 r.
(Tarnéw) od osoby zdrowej

wyizolowano tylko raz w 2006 r. (War-
szawa)

tylko jedna izolacja, 1998 r. (Kalisz) —
czerwona papryka ostra ,,Astra”, imp.
Hiszpania
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Serowar
Serovar

Rodzaj materiatu
Sample

Krotka charakterystyka
Brief description

39, S.I(1322:2591,5)

40.  S.11(41:z:1,5)
41.  S. 11 (42:b:e,n,x,zi5)

42, S II42:gt:-)

43, S.1I(48:d:zo)

44,  S.TIb (35:i:z35)

45. S 1IIb (38:r:2)

46.  S.1IIb (48:k:zs3)

47.  S.1IIb (48:k:zs7)

48. S. b (581252!Z35)

49. S.1IIb (60:2522Z53)

kat (dziecko; osoba doro-
sta); wymaz z odbytu
(dziecko)

makaron (imp. Wtochy)
figi (imp. Iran)

henna

odchody (zotw)

narzady (zmija)

kat (dziecko)

kat (dziecko)

woda (z rzeki)

narzady wewnetrzne (zmija
sykliwa — Bitis arietans);
wymaz z katu (bobr kana-
dyjski — Castor canadensis)
narzady wewnetrzne (zmija)

od 1995 r. do 2007 r. wyizolowano 4
szczepy; pierwszej izolacji dokonano w
pazdzierniku 2002 r. (Szczecin) z katu
chorego, 8-miesigcznego chlopca; w
styczniu 2003 r. wyhodowano ponownie
z wymazu z odbytu od tego samego
dziecka (chory; wiek — 11 miesigcy); w
tym samym roku (styczen) wyizolowano
rowniez szczep z kalu od chorego, 40-
letniego me¢zczyzny (Szczecin); kolejnej
izolacji dokonano w 2005 r. (Czgstocho-
wa) z kalu chorego, rocznego dziecka
plci zenskiej

pojedyncza izolacja szczepu w 2001 r.
(Lublin)

wyizolowano tylko raz w 2003 r. (Biata
Podlaska)

wyizolowano w 1998r (Skierniewice);
szczep posiadat zdolno§¢ wytwarzania
indolu i rozktadania salicyny

pojedyncza izolacja w 1996 r. (Gorzow
Wielkopolski); pierwszy i jedyny przy-
padek wyizolowania tego serowaru w
Polsce do 2007 r.

wyizolowano tylko raz, 1998 r. (Putawy);
szczep fermentowat laktoze, glukoze,
mannitol 1 maltozg bez wytwarzania gazu
pojedynczej izolacji szczepu dokonano w
1995 r. od 13-miesigcznej dziewczynki z
objawami biegunki, wymiotéw i z go-
raczka; laktoza+

wyizolowano tylko raz w 2007 r. (Czg-
stochowa) z katu chorej, rocznej dziew-
czynki, hospitalizowanej z objawami
biegunki, odwodnienia i ogdlnego osta-
bienia; zroédto zakazenia — nieustalone;
dziecko ostatnie 2 tygodnie przed zacho-
rowaniem przebywalo w miejscu za-
mieszkania; kontakt tylko z najblizsza
rodzing (rodzice + dziadkowie); ujemny
wynik badania 0sob z otoczenia chorego
dziecka; laktoza+

pojedynczej izolacji szczepu dokonano w
2007 r. (Myslenice) z probki wody pobranej
z rzeki Raba (dzikie kapielisko); zupehie
nowy wariant serologiczny o nie znanej do
tej pory formule antygenowej; zostanie
uwzgledniony w nowej edycji schematu
White’a-Kauffmanna-Le Minora; laktoza—;
ONPG+ (2 h)

rozpoznano w Polsce dwukrotnie; pierw-
szy raz w 1998 r. — zmija (Pulawy);
kolejny raz w tym samym roku (bobr);
laktoza+

po raz pierwszy i jedyny wyizolowano w
1998 r. (Putawy); laktoza+
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Serowar
Serovar

Rodzaj materiatu
Sample

Krotka charakterystyka
Brief description

50.  S.IIIb (61:k:1,5,7)

51. S 1V (1 1224,2232 —)

52. 8. VI(45:ae,n,x)

plyn mozgowo-rdzeniowy
(osoba dorosta)

jelito (kameleon); narzady
wewngtrzne (zmija gabon-
ska — Bitis gabonica); kat
(osoba dorosta)

ziarno sezamowe

wyizolowano po raz pierwszy i jedyny w
2007 r. (Gniezno) od chorego, 22-
letniego mezczyzny z ropnym zapale-
niem  opon  moézgowo-rdzeniowych;
glowne objawy chorobowe: goraczka i
bole gtowy; przyjety do szpitala w stanie
ogblnym cigzkim z powodu drgawek i
niewydolnosci oddechowej; po zastoso-
waniu leczenia (biotoksym, wankomycy-
na, metronidazol, biseptol) stan pacjenta
ulegt poprawie; czas hospitalizacji —
miesigc; obok pateczek  Salmonella
(laktoza+) wyhodowano roéwniez Strep-
tococcus pneumoniae

po raz pierwszy wyizolowano w 1997 r.
— kameleon (Putawy); kolejny raz w
1998 r. — Zmija (Pulawy); nastgpnych
dwoch izolacji dokonano odpowiednio w
2004 r. (Warszawa) i w 2005 r. (Szcze-
cin) z katu 0séb chorych

pojedynczej izolacji dokonano w 2002 r.
(Warszawa); to jedyny przypadek wyizolo-
wania tego serowaru w Polsce do 2007 r.

Wszystkie serowary Salmonella wyizolowane po raz pierwszy w Polsce w latach

1995 — 2007 nalezaty do gatunku Salmonella enterica. Trzydziesci siedem sposrod nich

wykazato przynalezno$¢ do podgatunku enterica (I), sze$¢ — do podgatunku salamae

(II), siedem (w tym wspomiany wyzej nowy serowar, wyizolowany z wody) — do podga-

tunku diarizonae (I11b) oraz pojedyncze serowary odpowiednio do podgatunkéw houte-

nae (IV) 1 indica (V). Trzynascie sposrod nich wyizolowano wyltacznie od ludzi, 34 z

innych zrodet, a w przypadku pigciu serowardw izolacji dokonano zaréwno z katu od

pacjentow, jak i z probek pochodzacych z pozostatych zrédel. Szczegotowy wykaz tych

serowarow, z uwzglednieniem ich statusu taksonomicznego oraz zrddta izolacji przed-

stawiono w tabeli 19.
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Zmiany w taksonomii rodzaju Salmonella oraz zmiany reorganizacyjne w obrgbie
samego schematu White’a-Kauffmanna-Le Minora spowodowaly wyeliminowanie nie-
ktorych serowarow ze schematu. Uwzgledniajac te zmiany, zgodnie z prowadzong przez
Krajowy Osrodek Salmonella ewidencja wszystkich wystepujacych w Polsce serowardow
Salmonella, do 1994 roku zarejestrowano ich tacznie 158. Wyniki badan bedacych mig-
dzy innymi celem niniejszej pracy, pozwolity na uzupetnienie tej listy o kolejne 52 i
sporzadzenie aktualnego wykazu typow serologicznych pateczek Salmonella wyizolo-
wanych w Polsce w ciggu ostatnich 50 lat. W latach 1957 — 2007, w ramach badan pro-
wadzonych w Krajowym Osrodku Salmonella, okreslono ogétem 210 serowarow Sal-
monella (tab. 20).

Tabela 20. Serowary Salmonella wyizolowane w Polsce od ludzi i z innych zZrodel, okreslone w
Krajowym Osrodku Salmonella w latach 1957 — 2007"2

Table 20. Salmonella serovars isolated in Poland from human and non-human sources, identified
by the National Salmonella Centre during the period from 1957 to 2007”2

Grupa Serowar(y) Liczba
Group Serovar(s) serowarow
Number of
serovars
0:2 Paratyphi A 1
0:4 Kisangani, Bispebierg, Paratyphi B, Abony (S. abortusovis obecnie pota- 33

czona z S. Abony), 1I (1,4,12,27:b:e,n,x), Schleissheim, Stanley, Schwa-
rzengrund, Disburg, Saintpaul, Reading, Chester, Sandiego, Derby, Agona,
Essen, Hato, California, Kingston, Banana, Typhimurium, Agama, Ljublia-
na, Bredeney, Brandenburg, Kunduchi, Heidelberg, Coeln, Kiambu, India-
na, Stanleyville, Haifa, Abortusequi
0:7 Oslo, Coleypark, Brazzaville, Ohio (oraz war. 14+), Paratyphi C, Cholera- 28
esuis, Isangi (S. mission obecnie potaczony z S. Isangi), Livingstone, Nor-
wich, Braenderup, Rissen, Montevideo, Oranienburg, Galiema, Thompson,
Singapore, Concord, Potsdam, Gdansk, Virchow, Infantis, Bareilly, Hart-
ford, Oakland, Mbandaka, Jerusalem, Tennessee, Lille (oraz war. 14")
0:8 Tado, Virginia, Muenchen, Manhattan, Bardo, Newport, Kottbus, Tshion- 30
gwe, Emek, Yokoe, Takoradi, Bonariensis, Kentucky, Blockley, Haardt,
Lichfield, Manchester, Breukelen, Hindmarsh, Bovismorbificans, Goldco-
ast, Altona, Inchpark, Chailey, Corvallis, Albany, Istanbul, Hadar, Glo-
strup, Molade
0:9 Miami, Saarbruecken, II (1,9,12:b:e.n.x), Durban, Typhi, Eastbourne, 16
Berta, Enteritidis, Blegdam, Dublin, Kapemba, Javiana, Gallinarum (oraz
biowar Pullorum)

0:9,46 Plymouth, India, Qukam, Fresno 4
0:3,10 Oxford, Butantan (oraz war. 15), Onireke, Vejle, Muenster (oraz war. 15), 22

Anatum (oraz war. 15"), Nyborg, Newlands, Meleagridis (oraz war. 15%),
Amsterdam (oraz war. 15"), Westhampton (oraz war. 15"), Falkensee,
Zanzibar, Nchanga, London (oraz war. 157), Give (oraz war. 15), Uganda
(oraz war. 15"), Elizabethville, Weltevreden, Orion (oraz war. 15" i war.
15",34"), Stockholm, Lexington
0:1,3,19 Liverpool, Senftenberg, Cannstatt, Taksony, Westerstede, Krefeld, 8
Llandoff, Dessau
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Grupa Serowar(y) Liczba
Group Serovar(s) serowarow
Number of
serovars
0:11 Adamstua, Stendal, Rubislaw, IV _(11:24,253:-), Telhashomer 5
0:13 Ibadan, Mississippi, Bracknell, Grumpensis, Telelkebir, Havana, 13
Agbeni, Idican, Kedougou, Poona, Worthington, II (13,22:7,9:1,5), Cubana
0:6,14 Heves, Finkenwerder, Lindern, Fischerkietz, Uzaramo 5
0:16 Brazil, Hull, Hvittingfoss, Yoruba, Gaminara, Salford 6
0:17 Berlin 1
0:18 Cerro 1
0:21 Minnesota 1
0:28 Halle, Kibusi, Pomona 3
0:30 Urbana, Morehead 2
0:35 Adelaide, Anecho, IIIb (35:i:z35), Alachua 4
0:38 Thiaroye, Inverness, Alger, IIIb (38:r:z) 4
0:40 Johannensburg, Tilene 2
0:41 11 (41:2:1,5), Waycross, Lodz 3
0:42 II (42:b:e.n,X,7;5), I (42:g.t:-) 2
0:43 1V (43:24,203:-) 1
0:45 VI (45:a:e,n.x), Suelldorf 2
0:47 11 (47:a:1,5), Bergen, Alexanderplatz 3
0:48 11 (48:d:7¢), I1Ib (48:k:zs3), I11b (48:k:z57), I1Ib (48:r:e,n,X,215), 6
IV (48: z4,255:-), Isaszeg
0:50 1Ib (50:k:zs3)

0:58 IIIb !58:Z52:Z§5!
0:60 IIIb !60:Z52:Z53!

—_—— o —

0:61 IIIb (61:k:1.5.7)
Ogotem 30 grup serologicznych / 30 serological groups 210
Total

Kolejnosé grup serologicznych i serowaréw w grupach — zgodnie ze zmodyfikowanym schema-
tem White’a-Kauffmanna-Le Minora; war. = wariant. > Serowary wyizolowane w Polsce po raz
pierwszy w latach 1995-2007, zidentyfikowane w wyniku badan prowadzonych w ramach niniej-
szej pracy, zostalty wyszczegdlnione poprzez pogrubienie czcionki i podkreslenie (nowy serowar
wyrdzniono czerwong czcionka; zostanie on uwzgledniony w kolejnej edycji schematu White’a-
Kauffmanna-Le Minora)

" The order of groups and serovars within the groups — according to the listing in the modified
White-Kauffmann-Le Minor scheme; war. = variant. > Serovars isolated for the first time in Po-
land between 1995 and 2007 (and identified as a result of this work) are underlined and written in
bold (new serovar is written in red, it will be described in the next issue of the White-Kauffmann-
Le Minor scheme)

Najliczniej, pod wzgledem liczby serowarow, prezentowane byly grupy — O:4 (33
serowary), O:8 (30 serowarow), O:7 (28 serowarow), 0:3,10 (22 serowary), O:9 (16
serowarow) i O:13 (13 serowaréw). Nalezato do nich prawie 70% wszystkich wyizolo-
wanych serowarow (ryc. 15). Pozostale 24 grupy serologiczne reprezentowane byty
odpowiednio kazda przez niewielkg liczbg (od 1 do 8) serowarow. Szczegdtowy wykaz
serowarow Salmonella wystgpujacych w Polsce, okreslonych w Krajowym Osrodku
Salmonella w latach 1957 — 2007, przygotowany w oparciu o najnowszg edycj¢ zmody-
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fikowanego schematu, nazywanego obecnie schematem White’a-Kauffmanna-Le Mino-
ra, przedstawiono w postaci Aneksu do niniejszej pracy.Ten skrocony schemat,
uwzgledniajacy wzory antygenowe wszystkich wariantow serologicznych rozpoznanych
do tej pory w kraju, potwierdzonych przez uprawnione do tego instytucje miedzynaro-
dowe, jest dokumentem referencyjnym przeznaczonym do celéw identyfikacyjnych.
Moze stanowi¢ istotng (wrecz rekomendowang) pomoc w pracy dla wszystkich laborato-
riow zajmujacych si¢ diagnostyka serologiczna pateczek Salmonella w Polsce.
Uwzgledniono w nim réwniez, w przypisach umieszczonych pod odpowiednimi grupami
serologicznymi, informacje o tych serowarach Salmonella, ktore dawniej wystgpowaty
w Polsce, a ktéorych nazwy zostaly usuniete ze zmodyfikowanego schematu White’a-
Kauffmanna-Le Minora, z jednoczesnym podaniem ich aktualnych odpowiednikow.
Opublikowanie tego wykazu utatwi dostep zainteresowanym laboratoriom do zawartych
w nim informacji. Stanowi on roéwniez cenne zrodto danych prowadzacych do poglebie-
nia wiedzy w zakresie epidemiologii pateczek z rodzaju Salmonella izolowanych w
Polsce w ciagu ostatniego potwiecza.

Inne

=~ 07
“113%

6% 03,10 G4 14%
10% 81

Ryc.15. Serowary Salmonella wystepujace w Polsce, okreslone w Krajowym Osrodku Salmonella
w okresie od 1957 do 2007 roku — procentowy udziat serowarow z poszczegdlnych grup serolo-
gicznych

Fig. 15. Salmonella serovars isolated in Poland, identified by the National Salmonella Centre
during the period from 1957 to 2007 — the percentage share of serovars belonging to the particu-
lar O-groups

Do celow poréwnawczych dla wynikéw badan otrzymanych w ramach niniejszej
pracy i dla uzyskania mozliwos$ci pelnego oszacowania sytuacji epidemiologicznej Sal-
monella w Polsce obserwowanej w ciagu ostatnich lat, opracowano na podstawie do-
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stepnych danych epidemiologicznych (zrédto danych — tab. 14, Materialy i metody,
punkt 3.3.) zestawienia przedstawiajace serowary Salmonella najczesciej izolowane od
ludzi w kraju w latach 1995 — 2007 oraz liczbg osob, u ktorych wykryto zakazenia —
ogblem (tab. 21) i z wyszczegolnieniem oséb chorych i zdrowych w poszczegdlnych
latach (tab. 22). W okresie od 1995 do 2007 roku zakazeniu pateczkami Salmonella
uleglo w Polsce okoto 380 tysiecy os6b. Dominujgcym serowarem, najczesciej wykry-
wanym u ludzi, byty pateczki Salmonella Enteritidis. W omawianym okresie czasu pa-
leczki te spowodowaly zakazenie u ponad 320 tysigcy osob (ok. 86% wszystkich bakte-
riologicznie potwierdzonych przypadkow zakazen Salmonella), szczgsliwie z obserwo-
wang w kolejnych latach wyrazng tendencja spadkows. Kolejne miejsca zajety odpo-
wiednio: S. Typhimurium (ok. 5% wszystkich zakazen Salmonella), a nastgpnie S. Ha-
dar, S. Infantis, S. Virchow, S. Newport i S. Mbandaka. W poszczeg6lnych latach (od
1995 do 2007 roku) zajmowaty one naprzemiennie miejsca od 2 do 7 na liscie serowa-
row najczesciej wykrywanych u ludzi w Polsce. Uwage zwraca rowniez S. Agona, z
0g0lna liczba 1 183 zarejestrowanych przypadkow, a takze serowary S. Kottbus, S. Ora-
nienburg, S. Thompson, S. Derby, S. Indiana, S. Senftenberg i S. Anatum, z ktérych
kazdy stanowit przyczyng znacznej liczby zakazen u ludzi (od ok. 400 do ponad 800
0sO6b) w omawianym przedziale czasu.

Salmonella Enteritidis to wyjatkowy serowar i zaluguje na szczegélng uwage. W
Polsce, juz od dawna, serowar ten jest wsrod pateczek Salmonella epidemicznym ,,nu-
merem jeden” (tab. 23). W ciagu ostatnich 25 lat (1983 — 2007) zajmowat niezmiennie
pierwsze miejsce wsrdd serowaréw najczesciej izolowanych od ludzi w Polsce, przy
zmieniajacej si¢ dystrybucji pozostatych serowarow. Dane przedstawione na rycinie 16
pozwola przesledzi¢ jak ksztaltowala si¢ liczba zakazen u ludzi w naszym kraju spowo-
dowanych bakteriami S. Enteritidis (i innymi serowarami) na tle ogolnej liczby zakazen
Salmonella w ciggu ostatnich 50 lat.
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4.2. ANALIZA EPIDEMIOLOGICZNYCH WSKAZNIKOW ZAKAZEN SALMONELLA
(OGOLEM 1 DLA WYBRANYCH SEROWAROW) U LUDZI W POLSCE W
LATACH 1995 —-2007

Liczba osob, ktore ulegly zakazeniu pateczkami Salmonella w Polsce w okresie od
1995 do 2007 roku, sukcesywnie zmniejszata sie, z okoto 46 tys. w roku 1995, do nieco
ponad 14 tys. w roku 2007 (tab. 20). Zmniejszajaca si¢ w kolejnych latach ogélna liczba
zakazen Salmonella pozostaje w bezposredniej korelacji z malejaca liczbg zakazen wy-
wotanych przez pateczki S. Enteritidis. Sytuacj¢ epidemiologiczng salmoneloz u ludzi w
Polsce w kolejnych latach, zilustrowano szczegdétowo przy pomocy wspdtczynnikow
wyrazajacych liczbe potwierdzonych przypadkow zakazen Salmonella (ogétem i dla
wybranych serowardw) w przeliczeniu na 100 tys. mieszkancéw. Nastgpnie przeprowa-
dzono analizg statystyczng zaobserwowanych zmian w poziomie zakazen pateczkami
Salmonella w Polsce w latach 1995 — 2007. W szczegdlnosci starano si¢ zbada¢, czy
obserwowany ogoélny spadek zakazen mozna uzna¢ za istotny w sensie statystycznym
oraz czy zmiany w zakazeniach najcze$ciej wystepujacymi serowarami na przestrzeni
badanego okresu maja charakter wyraznej tendencji, tj. czy mozna mowi¢ o statym
spadku lub wzro$cie tych zakazen.

4.2.1. Rozklad wspélezynnikow zakazen Salmonella w czasie

Coraz mniejsza liczba osob zakazonych bakteriami Salmonella napawa optymizmem,
jednak przy rownoczesnie malejacej w kolejnych latach liczebnosci populacji, moze nie
wystarczajaco doktadnie ilustrowac prawdziwa dynamike zjawiska. Powyzsza sytuacj¢ moz-
na zobrazowac bardziej precyzyjnie, przy pomocy pewnych wielkosci wzglednych, dla kto-
rych istnieje mozliwo$¢ statystycznego przebadania zmian ich wartosci w czasie. Najlepiej
przedstawiag to wspotczynniki wyrazajace stosunek liczby potwierdzonych przypadkow za-
kazen pateczkami Salmonella (Salmonella ogdtem i dla wybranych serowarow) do liczby
ludno$ci w danym roku w przeliczeniu na 100 tys. mieszkancow (ryc. 17). Wartosci tych
wspotczynnikow dla zakazen Salmonella ogbtem wyraznie zmniejszaja si¢ ze 119,1 (liczba
przypadkoéw/100 tys.) w roku 1995 do 37,2 w roku 2007. Podobny spadek obserwuje sie dla
wspotczynnikow zakazen spowodowanych przez pateczki S. Enteritidis (od 104,5 do
29,2/100 tys., odpowiednio w 1995 1 2007 roku). Wspotczynniki dla pozostatych, wybranych
serowarow (z ktorych kazdy w okresie od 1995 do 2007 roku spowodowat ponad tysiac i
wigcej zakazen) ksztattowaty si¢ w omawianym przedziale czasu w zakresie bardzo niskich
wartosci: S. Typhimurium (2,2 — 3,9/100 tys.), S. Hadar (0,8 — 3,7/100 tys.), S. Infantis (1,1 —
2,5/100 tys.), S. Virchow (0,8 — 2,4/100 tys.), S. Newport (0,2 — 1,8/100 tys.), S. Mbandaka
(0,2 —0,8/100 tys.) i S. Agona (0,1 — 0,5/100 tys.). W przypadku tych serowarow tendencje
zmian w czasie nie s3 wyraznie widoczne.
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Ryc. 17. Liczba potwierdzonych przypadkow zakazen pateczkami Salmonella u ludzi w Polsce w
przeliczeniu na 100 tys. mieszkancow, 1995 — 2007

Fig. 17. Salomonellosis notification rates in humans (confirmed cases per 100,000 population) in
Poland, 1995 — 2007

4.2.2. Analiza statystyczna trendu wspolczynnikéw zakazen Salmonella

Powyzsze wspotczynniki (ryc. 17) poddano analizie statystycznej przy zastosowaniu
trzech testow: chi-kwadrat dla trendu, t-Studenta dla trendu liniowego i testu regresji
Poissona (Material i metody, punkt 3.4). Dla kazdego testu zatozono poziom istotnosci o
= 0,05. Wyniki wszystkich zastosowanych testow potraktowane tacznie w odniesieniu
do poszczegblnych grup wspdtczynnikow zakazen Salmonella (tj. zakazen Salmonella
ogotem i zakazen spowodowanych odpowiednio przez kazdy z osmiu wybranych sero-
warow), stanowily podstawe do wnioskowania o wystapieniu okreslonej tendencji epi-
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demiologicznej. Tendencje zwyzkowa/spadkowa ocenianych wspotczynnikéw uznano
za znamienng jezeli wykazala ona cechy istotnos$ci statystycznej dla wszystkich trzech
testow rownoczesnie, tzn. jezeli poziom istotnosci p byt mniejszy od wartosci zalozonej
(p <o) w kazdym z nich.

4.2.2.1. Test chi-kwadrat dla trendu

Rozpatrywana jest tablica kontyngencji o wymiarach kx2, w ktorej kolumny repre-
zentujg odpowiednio liczbe jednostek wyrdznionych oraz liczbe jednostek nie wyrdz-
nionych w rozpatrywanej zbiorowosci, wiersze za$ przedstawiaja kolejne okresy obser-
wacji. W niniejszym badaniu liczb¢ jednostek wyrdznionych stanowita liczba potwier-
dzonych przypadkow zakazen w przeliczeniu na 100 tys. mieszkancow. Weryfikowane
byto przypuszczenie, ze frakcja jednostek wyrdéznionych w kolejnych latach rozktada si¢
zgodnie z pewnym trendem.

Test chi-kwadrat dla trendu (badz regresji) jest wzmocnieniem zwyklego testu nie-
zaleznosci chi-kwadrat dla przypadku, gdy warianty czynnika (wiersze tablicy kontyn-
gencji) mozna przedstawi¢ na skali porzadkowej, tak jak w przypadku szeregu czasowe-
go. Testowanie polega na weryfikacji hipotezy zerowej, mowiacej o nieistotnosci wspot-
czynnika wazonej regresji frakcji elementow wyrdznionych wzgledem czasu (reprezen-
towanego przez sztuczng zmienng z). Brak podstaw do odrzucenia hipotezy zerowej
oznacza¢ bedzie zatem, ze rozklad badanej frakcji w czasie nie cechuje istotna staty-
stycznie tendencja zmian (wzrostowa badz spadkowa).

Posta¢ statystyki testowej jest nastepujgca:

2
) Num
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Zai

= 7=1-p
p zni q p

a; — liczba jednostek wyrdznionych,
n,; — liczebno$¢ proby (w kazdym przypadku 100 000)

Z, — zmienna reprezentujgca czas (1,2,...,N)

Statystyka ta, przy prawdziwosci hipotezy zerowej, ma rozktad chi-kwadrat z 1 stopniem
swobody. Wyniki testu chi-kwadrat na istotno$¢ trendu zawarto w tabeli 24.

Jezeli krytyczny poziom istotno$ci (warto$¢ p) jest mniejsza od przyjetego poziomu
istotnosci o = 0,05 oznacza to, ze statystyka testowa y” znalazla si¢ w obszarze krytycz-
nym, a wiec nalezy odrzuci¢ hipotezg zerowa na rzecz hipotezy alternatywnej. Sytuacja
taka ma miejsce w przypadku liczby wyrazajacej zakazenia Salmonella ogdtem oraz
liczby zakazen spowodowanych pateczkami S. Enteritidis (tab. 24). Oznacza to, ze tylko
w tych dwoch przypadkach test chi-kwadrat wskazuje na statystycznie istotny trend
spadkowy. W przypadku pozostatych serowaréw poddanych analizie zaobserwowana
tendencja (wzrostowa dla S. Hadar oraz spadkowa dla pozostatych serowaréw) nie jest
istotna statystycznie.

Tabela 24. Wyniki testu chi-kwadrat na istotnos¢ trendu wspotczynnikéw zakazen pateczkami
Salmonella (liczba potwierdzonych przypadkéw na 100 tys. mieszkancow) u ludzi w Polsce, 1995
—2007

Table 24. Chi-square test results of significance of trend in salmonellosis notification rates in
humans (confirmed cases per 100,000 population) in Poland, 1995 — 2007

~ 2

Num Den p X p
Salmonella ogdtem -1 137,50 18 200 000 0,000754 94,37 2,62E-22"
S. Enteritidis -1 076,00 18 200 000 0,000648 98,28 3,63E-23"
S. Typhimurium -9,72 18 200 000 0,000031 0,17 0,6805
S. Hadar 4,44 18 200 000 0,000017 0,06 0,8011
S. Infantis -8,97 18 200 000 0,000015 0,29 0,5884
S. Virchow -14,76 18 200 000 0,000014 0,85 0,3573
S. Newport -2,91 18 200 000 0,000003 0,15 0,6942
S. Mbandaka -3,17 18 200 000 0,000003 0,19 0,6647
S. Agona -3,45 18 200 000 0,000002 0,28 0,5994

! p =2,62E-22 = 0,000000000000000000000262
2 p = 3,63E-23 = 0,0000000000000000000000363
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4.2.2.2. Trend liniowy
Rozpatrywana jest liniowa funkcja trendu postaci:

v, =a+bt
gdzie:

)A/t — teoretyczna liczba 0so6b zakazonych na 100 tys. mieszkancow w okresie t,

t — zmienna czasowa (1,2,3,...N)

Model szacowany jest zgodnie z Klasyczng Metoda Najmniejszych Kwadratoéw, a
wigc wspolczynniki obliczane sg zgodnie z ponizszymi wzorami:

RIRRY
ny t*=| >t
2y—bYt

t

b

a=
n

Jezeli badany wskaznik wykazuje statystycznie istotna tendencj¢ spadkowa badz
zwyzkowa, wspotczynnik katowy prostej (b) powinien by¢ statystycznie istotnie rdzny
od zera.

Do testowania tej hipotezy wykorzystuje si¢ test t-Studenta, w ktérym postac staty-
styki testowej jest nastgpujaca:

gdzie:

b — wspolczynnik katowy proste;j,

S, — odchylenie standardowe sktadnika resztowego funkcji trendu,

t — $rednia warto$¢ zmiennej czasowe;.

Powyzsza statystyka, przy prawdziwosci hipotezy zerowej, ma rozklad t-Studenta z
N-2 stopniami swobody. Wyniki testu t-Studenta na istotno$¢ wspoétczynnika katowego
prostej (b) dla trendu liniowego przedtawiono w tabeli 25.
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Tabela 25. Wyniki testu t-Studenta na istotno$¢ wspotczynnika katowego prostej (b) dla trendu
liniowego wspotczynnikoéw zakazen pateczkami Salmonella (liczba potwierdzonych przypadkow
na 100 tys. mieszkancow) u ludzi w Polsce, 1995 — 2007

Table 25. T-Student test results of significance of linear trend cefficient (b) in salmonellosis notifi-
cation rates in humans (confirmed cases per 100,000 population) in Poland, 1995 — 2007

b a R’ Se t* p
Salmonella ogétem  -6,2500 119,1430 0,9640 4,9160 -17,1516  2,76E-09"
S. Enteritidis -5,8892 105,8542 0,9667 4,4468 17,8665  2,05E-09°
S. Typhimurium -0,0534 3,4345 0,2171 0,4125 -1,7466 0,1085
S. Hadar 0,0244 1,5370 0,0127 0,8770 0,3754 0,7145
S. Infantis -0,0493 1,8562 0,2364 0,3605 -1,8453 0,0921
S. Virchow -0,0811 1,9796 0,4695 0,3506 -3,1199 0,0098
S. Newport -0,0160 0,4136 0,3673 0,0854 -2,5273 0,0281
S. Mbandaka -0,0174 0,4164 0,1735 0,1548 -1,5197 0,1568
S. Agona -0,0189 0,3692 0,4966 0,0775 -3,2943 0,0071

' p =2,76E-09 = 0,00000000276
2 p=2,05E-09 = 0,00000000205

W przypadku liczby zakazen Salmonella ogoétem oraz dla 4 poszczegdlnych serowa-
row, to jest: S. Enteritidis, S. Virchow, S. Newport i S. Agona, warto$¢ p jest mniejsza od
0,05, co oznacza, ze nalezy odrzuci¢ hipotez¢ zerowa na rzecz hipotezy alternatywnej,
moéwigcej o tym, ze wspdlczynnik katowy prostej (b) jest statystycznie istotnie rozny od
zera, a wigc wystepuje statystycznie istotny trend.

Wyniki powyzszej analizy nalezy jednak traktowaé z rezerwa z tego wzgledu, ze w
wigkszosci przypadkow oszacowana funkcja trendu w niewielkim stopniu wyjasnia

zmiennos$¢ badanej cechy w czasie. Pokazuje to wspotczynnik determinacji R’ zawarty
w tabeli 25. Wspodtczynnik ten przyjmuje warto$ci z przedzialu <0,1>. Im wartos¢
wspotczynnika wyzsza, tym lepsze dopasowanie funkcji trendu do danych empirycz-
nych. O akceptowalnym poziomi wspdiczynnika mozna mowi¢ jedynie w przypadku
zakazen Salmonella ogotem oraz zakazen wywolanych przez pateczki S. Enteritidis. W
pozostalych przypadkach wystepuje zbyt duza zmienno$¢ aby uznaé¢ dany proces za
liniowy, co pokazuja ponizsze wykresy warto§ci empirycznych i teoretycznych (ryc.18).
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Ryc. 18. Wspodlczynniki wyrazajace liczbg potwierdzonych przypadkow zakazen Salmonella u
ludzi w przeliczeniu na 100 tys. mieszkancéw w kolejnych latach wraz z oszacowanymi warto-

Sciami teoretycznymi trendu liniowego, Polska, 1995 —

2007

Fig. 18. Salmonellosis notification rates in humans (confirmed cases per 100,000 population) with
fitted linear regression lines, Poland, 1995 — 2007 (® — empirical values, == — trend line)

4.2.2.3. Regresja Poissona

Regresja Poissona nalezy do grupy uogoélnionych modeli liniowych. Jest szczegdlnie

przydatna przy modelowaniu danych dyskretnych, takich jak rozpatrywana liczba zaka-
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zonych w kolejnych latach. W modelu tym zaktada si¢, ze zmienna zalezna ma rozktad
Poissona, natomiast funkcja wigzaca wptyw predyktordw na zmienng zalezng jest funk-
cja logarytmiczna. Ogo6lna posta¢ modelu przedstawi¢ mozna nastgpujaco:

In(y,)=a+bt

Przy modelowaniu wskaznika, tzn. liczby zakazen na 100 tys. mieszkancow,
uwzgledniana jest rowniez zmienna: liczba ludno$ci, ktéra wchodzi do modelu w postaci
logarytmu naturalnego z ustalonym wspotczynnikiem rownym 1. Parametry modelu
szacowane s3 Metodg Najwiekszej Wiarygodnosci, z wykorzystaniem iteracyjnej meto-
dy Newtona-Raphsona. Istotno§¢ wspotczynnikow zbadana zostata za pomoca testu t-
Studenta (tab. 26).

Tabela 26. Wyniki testu t-Studenta na istotno$¢ wspotczynnika regresji Poissona (b) wspotczynni-
kow zakazen pateczkami Salmonella (liczba potwierdzonych przypadkow na 100 tys. mieszkan-
coéw) u ludzi w Polsce, 1995 — 2007

Table 26. T-Student test results of significance of Poison regression coefficient (b) in salmonellosis
notification rates in humans (confirmed cases per 100,000 population) in Poland, 1995 — 2007

b R? t* P
Salmonella ogbtem -0,0845 0,9447 -188,20 0
S. Enteritidis -0,0933 0,9401 -191,10 0
S. Typhimurium -0,0175 0,1463 -8,08 6,52E-16'
S. Hadar 0,0145 0,0115 5,00 5,72E-07
S. Infantis -0,0328 0,1966 -10,60 2,83E-26
S. Virchow -0,0581 0,4268 -17,97 3,55E-72
S. Newport -0,0537 0,2362 -7,69 1,47E-14
S. Mbandaka -0,0598 0,1611 -8,44 3,15E-17
S. Agona -0,0816 0,3812 -10,20 1,96E-24

"np.: p = 6,52E-16 = 0,000000000000000652

Wynik testu istotnosci dla wspotczynnika b w kazdym przypadku daje podstawy do
odrzucenia hipotezy zerowej i przyjecia hipotezy alternatywnej, mowiacej o tym, ze
wystepuje statystycznie istotny trend (wzrostowy dla S. Hadar, spadkowy dla pozosta-
tych).

Jednak podobnie jak w przypadku trendu liniowego, powyzsze wyniki nalezy trak-

towac¢ z rezerwa, ze wzgledu na niskie poziomy wspotczynnika determinacji (Rz).
Jedynie dla szeregow przedstawiajacych liczbe zakazen Salmonella ogdtem oraz zaka-
zen wywotanych przez S. Enteritidis mozna mowi¢ o dobrym dopasowaniu modelu do
danych empirycznych, a wigc tylko w tych przypadkach wnioskowanie o istotno$ci
wspoétczynnika b jest w pelni uzasadnione. Istotng statystycznie tendencje (spadkowa)



Wyniki 153

wykazano dla zakazen Salmonella ogotem i dla zakazen spowodowanych przez pateczki
S. Enteritidis (ryc. 19).
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Ryc. 19. Wspoélczynniki wyrazajace liczbg potwierdzonych przypadkow zakazen Salmonella u
ludzi w przeliczeniu na 100 tys. mieszkancéw w kolejnych latach wraz z oszacowanymi warto-
Sciami teoretycznymi regresji Poissona, Polska, 1995 — 2007

Fig. 19. Salmonellosis notification rates in humans (confirmed cases per 100,000 population) with
fitted Poisson regression lines, Poland, 1995 — 2007 (% — empirical values; == — Poisson regres-
sion line)



154 Bozena Dera-Tomaszewska

Podsumowujac wyniki powyzszych analiz mozna stwierdzi¢, ze jedynie wartoSci
wspotczynnikoOw wyrazajacych zakazenia Salmonella ogbtem i zakazenia spowodowane
przez pateczki S. Enteritidis charakteryzuja si¢ statystycznie istotng tendencja spadkowa
(p<0,05 we wszystkich trzech testach). W przypadku pozostatych serowardw nie mozna
jednoznacznie swierdzi¢, ze nie cechujg si¢ one jaka$ tendencja w czasie, jednak w ba-
danym okresie sg one na tyle nieistotne badz ich rozktady na tyle nieregularne, ze nie ma
podstaw do przypisywania im okreslonego trendu. Rozktady w czasie wigkszosci tych
wspotczynnikoOw wykazuja raczej cechy procesu btadzenia losowego.

4.3. TYPOWANIE BAKTERIOFAGOWE PALECZEK S. ENTERITIDIS — WYNIKI
BADAN WEASNYCH I OPRACOWAN DOKONANYCH NA PODSTAWIE
OPUBLIKOWANYCH DANYCH EPIDEMIOLOGICZNYCH DOTYCZACYCH
TYPOW BAKTERIOFAGOWYCH WYSTEPUJACYCH W POLSCE

W okresie od 1996 do 2007 roku typowaniu bakteriofagowemu poddano 750 szcze-
pow Salmonella Enteritidis. Szczepy izolowano z ognisk zatru¢ pokarmowych, spora-
dycznych przypadkow zakazen u ludzi, od zwierzat, z zywnosci, pasz i z innych zrodet.
W przypadku 16 szczepow nieznane bylo zrodto ich pochodzenia. Wyniki typowania
bakteriofagowego szczepow S. Enteritidis wedtug schematu Lalko i wsp. w kolejnych
latach przedstawiono w tabeli 27. Typ fagowy okreslono dla 97,0% (727/750) badanych
szczepdw, 16 szczepow reagowato nietypowo z fagami typujacymi, 7 sposrod nich byto
niewrazliwych na dzialanie fagow. Rozpoznano 9 typow bakteriofagowych zgodnie ze
schematem (typ 1, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 16, 20) i 4 nowe typy (typ 24, 25, 26, 27), ktérych
okreslenie stato si¢ mozliwe na skutek rozszerzenia schematu o kolejnych 7 typow bak-
teriofagowych w wyniku badan prowadzonych w Krajowym Os$rodku Salmonella. Do-
minujacymi okazaty si¢ typy: 1, 6 i 7. Najliczniej reprezentowany byl typ fagowy 7
(31,6% wszystkich szczepoéw). Typ bakteriofagowy 1 izolowano prawie w takich sa-
mych ilosciach jak typ fagowy 6 (odpowiednio 195 szczepow — 26,0%; 192 szczepy —
25,6%). W przypadku 73 szczepow S. Enteritidis (9,7%) rozpoznano 3 typ bakteriofa-
gowy. Pozostale typy reprezentowane byly przez niewielka liczbe szczepow (od 1 do
10).

Po raz pierwszy typowaniu bakteriofagowemu zgodnie ze schematem Lalko i wsp.
poddano szczepy S. Enteritidis wyizolowane w Polsce w latach 1970 — 1975. W wyniku
sukcesywnie prowadzonych badan w nastepnych latach uzyskiwano kolejne dane, ktore
pozwolity przesledzi¢ wystgpowanie typow bakteriofagowych pateczek S. Enteritidis
rejestrowanych w naszym kraju (oraz wykry¢ pojawianie si¢ nowych typoéw fagowych) i
zaobserwowaé zmiany zachodzacych w ich dystrybucji. Badania przeprowadzone w
ramach niniejszej pracy stanowia istotny wktad w te dziatania. Dokonano analizy po-



Wyniki 155

roéwnawczej wystgpowania typow fagowych S. Enteritidis w Polsce w oparciu o zbioro-
we opracowania obejmujace lata 1970 — 1975, 1981 — 1990, 1986 — 1995 (zr6dté danych
— tab. 14, Materialy i metody, punkt 3.3.) oraz dane biezace (1996 — 2007), stanowiace
kontynuacje poprzednich opracowan, otrzymane w wyniku realizacji tej pracy. Uzyska-
ne wyniki, przedstawione w tabeli 28, pozwola pelniej oszacowac sytuacje epidemiolo-
giczng zwigzang z wystepowaniem tego patogenu w naszym kraju.
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4.4. OKRESLENIE PODOBIENSTWA IMMUNOLOGICZNEGO I
PRAWDOPODOBNYCH REJONOW PODOBIENSTWA MOLEKULARNEGO
POMIEDZY BIALKIEM HSP60 BAKTERII.S. ENTERITIDIS I LUDZKIM
BIALKIEM HSP60

Bialka szoku termicznego juz od wielu lat stanowig temat badan wielu naukowcow.
Jedno z nich, biatko bakterii Salmonella Enteritidis nalezace do rodziny biatek 60kDa
(Hsp60), byto przedmiotem badan naukowych prowadzonych w ramach niniejszej pracy.

4.4.1. Otrzymanie endogennego bialka Hsp60 S. Enteritidis

W celu uzyskania wzmozonej produkcji endogennego biatka Hsp60, bakterie S. En-
teritidis (szczep KOS 1663) poddano dziataniu podwyzszonej temperatury. Szczep ten,
pochodzacy z Kolekceji Krajowego Osrodka Salmonella, zostat wyizolowany z ogniska
zatrucia pokarmowego i prezentowat typ bakteriofagowy 1 (wg schematu Lalko i wsp.),
jeden z najczeSciej wystepujacych typow fagowych w Polsce, izolowany zaréwno od
ludzi, jak i z innych zrodet.

Biatko otrzymane i oczyszczone wedtug procedur opisanych w rozdziale Materiaty i
metody, punkt 3.4.1.2. — 3.4.1.6., zostalo rozdzielone metoda denaturujacej elektroforezy
poliakrylamidowej z SDS w 10% zelu, w obecnosci wzorcOw masy czasteczkowej i
komercyjnego biatka GroEL E. coli, w celu sprawdzenia czystosci i przeprowadzenia
immunologicznej identyfikacji (Materialy i metody, punkt 3.4.2). Wybarwienie zelu
barwnikiem Coomassie Brilliant Blue R-250, pozwolito na uwidocznienie w zelu wy-
raznych, pojedynczych prazkéow (ryc. 20A, Sciezka 3 i 4) $wiadczacych o obecnosci w
badanych eluatach biatka Hsp60 S. Enteritidis oczyszczonego do stanu homogennosci.
Stosujac metode Western-blotingu przeprowadzono identyfikacje otrzymanego biatka za
pomoca swoistych przeciwcial, wykorzystujac biatko GroEL E. coli do celow porow-
nawczych. Wyeluowane proby rozdzielone w 10% zelu poliakrylamidowym metoda
denaturujacej elektroforezy, przeniesiono na membrang nitrocelulozowa, po czym wy-
konano immunobloting przy pomocy przeciwcial monoklonalnych anty-GroEL E. coli
(ryc. 20B, $ciezka 3 i 4) oraz surowicy poliklonalnej anty-Hsp60 S. Enteritidis (ryc. 20C,
Sciezka 3 14).

Przeprowadzone badania wykazaty, ze wyeluowane proby zawieraty czyste biatko o ma-
sie czasteczkowej 58,88 kDa rozpoznawane przez przeciwciata monoklonalne anty-GroEL
E. coli oraz przeciwciala poliklonalne anty-Hsp60 S. Enteritidis zawarte w odpornosciowej
surowicy kroliczej. Mase czasteczkowa otrzymanego biatka oszacowano poréwnujac jego
ruchliwo$¢ elektroforetyczng z ruchliwo$cia wzorcow masy czasteczkowej (205, 116, 97, 84,
66, 55, 45 1 36 kDa) w oparciu o krzywag wzorcowg liniowej zaleznosci log;, masy biatek
wzorcowych 1 odlegtoscei, na ktora nastapita ich migracja w zelu.
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Ryec. 20. Wyniki izolacji i oczyszczania biatka Hsp60 S. Enteritidis i jego immunologicznej identy-
fikacji

A. Obraz rozdziatu biatka Hsp60 S. Enteritidis metoda denaturujacej elektroforezy poliakrylami-
dowej z SDS w 10% zelu w obecnosci markerow masy czasteczkowej i wzorcowego biatka Gro-
EL: $ciezka 1 — biatka o znanej masie czasteczkowej 205, 116, 97, 84, 66, 55, 45, 36 kDa (wzorce
masowe, Sigma — Aldrich), $ciezka 2 — biatko GroEL E. coli (Stressgen), Sciezka 3 i 4 — proby
wyeluowanego biatka Hsp60 S. Enteritidis. W celu uwidocznienia biatek zel poddano dziataniu
barwnika Coomassie Brillant Blue R-250. B, C. Obraz immunodetekcji biatka Hsp60 S. Enteritidis
metoda Western blot — reakcja z przeciwciatami monoklonalnymi anty-GroEL E. coli (Stressgen)
(B) i z krolicza surowicg odpornosciowa anty-Hsp60 S. Enteritidis (C): $ciezka 1 — wzorce maso-
we (80, 66, 41 kDa), Sciezka 2 — biatko GroEL E. coli, $ciezka 3 i 4 — proby wyeluowanego biatka
Hsp60 S. Enteritidis

Fig. 20. Results of'S. Enteritidis Hsp60 isolation and purification, and its immunological identifi-
cation

A. Picture of electrophoresis pattern of S. Enteritidis Hsp60 on Coomassie Brilliant Blue R-250
stained 10% SDS polyacrilamide gel along with molecular markers and GroEL standard: lane 1 —
proteins of known sizes 205, 116, 97, 84, 66, 55, 45, 36 kDa (MW, Sigma-Aldrich), lane 2 — E. coli
GroEL (Stressgen), lanes 3 and 4 — isolated and purified Hsp60 of S. Enteritidis. B, C. Picture of
S. Enteritidis Hsp60 immunodetection by Western blot — immunoreactivity with anti-GroEL mono-
clonal antibodies (Stressgen) (B) and with anti-S. Enteritidis Hsp60 policlonal antibodies (C):
lane 1 — molecular markers (80, 66, 41kDa), lane 2 — E. coli GroEL, lanes 3 and 4 — S. Enteritidis
Hsp60

4.4.2. Poréwnanie reakcji serologicznych bialka Hsp60 S. Enteritidis,
ludzkiego bialka Hsp60 i jego syntetycznych fragmentow w testach
ELISA

Surowica krolicza anty-Hsp60 S. Enteritidis (Materiat i metody, punkt 3.4.4) reago-
wata w teScie ELISA (Materiat i metody, punkt 3.4.6.2) z homologicznym biatkiem
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Hsp60, z ludzkim biatkiem Hsp60 i z jednym jego syntetycznym fragmentem. Sposrod
siedmiu przebadanych fragmentow ludzkiego biatka Hsp60 (Materiat i metody, punkt
3.4.5), reakcj¢ dodatnig otrzymano dla peptydu Hsp60 (409 — 424) o sekwencji amino-
kwasowej:Thr-Ser-Asp-Val-Glu-Val-Asn-Glu-Lys-Lys-Asp-Arg-Val-Thr-Asp-Ala.

Wyniki badania aktywnosci kréliczej surowicy odpornosciowej anty-Hsp60 S. Ente-
ritidis wobec wymienionych powyzej antygenow przedstawiono na rycinie 21. Prezen-
towane wyniki stanowia $rednie warto$ci otrzymane z 6 pomiarow OD uzyskanych dla
kazdego antygenu w dwodch niezaleznych dos$wiadczeniach pomniejszone o $rednig
warto$¢ OD kontroli ujemnych antygenow i trzykrotne odchylenie standardowe.

OO0 492nm

T
Hsp60 S. Hsp&0 (409-424) Bialko ludzkie
Enteritidis Hs p&o

Ryc. 21. Aktywnos$¢ surowicy anty-Hsp60 S. Enteritidis (1:1000) w reakcji z biatkiem Hsp60
S. Enteritidis, z syntetycznym peptydem Hsp60 (409 — 424) i ludzkim biatkiem Hsp60, badana w

tescie ELISA
Fig. 21. Reactivity of anti-S.Enteritidis Hsp60 serum (1:1000) to Hsp60 of S. Enteritidis, human
Hsp60 (409 — 424) synthetic peptide and human Hsp60 detected by ELISA

Zahamowanie reakcji immunoenzymatycznej (Material i metody, punkt 3.4.6.3) po-
przez absorpcj¢ surowicy anty-Hsp60 S. Enteritidis odpowiednio biatkiem Hsp60
S. Enteritidis, peptydem Hsp60 (409 — 424) i ludzkim biatkiem Hsp60 pozwolito na
wykazanie swoistosci reakcji wigzania ludzkiego biatka Hsp60 i jego syntetycznego
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fragmentu (409 — 424) przez przeciwciata anty-Hsp60 S. Enteritidis zawarte w surowicy
kroliczej.

Rycina 22 prezentuje wyniki badania aktywnos$ci surowicy anty-Hsp60 S. Enteriti-
dis, odpowiednio przed absorpcja i po wyabsorbowaniu biatkiem Hsp60 S. Enteritidis,
kolejno wzgledem wszystkich trzech antygenoéw. Wartosci OD prezentowane dla anty-
gendéw reagujacych odpowiednio z surowicg nieabsorbowang i absorbowang, stanowia
$rednig arytmetyczng 6 pomiaréw OD uzyskanych dla kazdego antygenu w dwoch nie-
zaleznych do$wiadczeniach, pomniejszong o $rednig wartos¢ OD kontroli ujemnych
antygenow i trzykrotne odchylenie standardowe. Zaobserwowano znaczaca utrate ak-
tywnosci absorbowanej surowicy w stosunku do biatka Hsp60 pateczek S. Enteritidis i
catkowity jej brak w przypadku pozostatych dwoch antygenow.

%

5

08
06
04

] e &

o - . ;
Hspb0 S. Hsp60 (409- Bialk o
Enteritidis 424) ludzkie Hspbl

RS,

B z surowicy anty HspBlO 5. Enteritidis,
O z surowicg anty- HspBO absorbowang biatkiern HspB0 S, Enteritidis

Ryc. 22. Zestawienie wynikow badania w tescie ELISA aktywnosci surowicy anty-Hsp60 S. Ente-
ritidis (przed absorpcja i po absorpcji biatkiem Hsp60 S. Enteritidis) wzglgdem antygenéw odpo-
wiednio: biatka Hsp60 S. Enteritidis, syntetycznego peptydu Hsp60 (409 — 424) i ludzkiego biatka
Hsp60

Fig. 22. ELISA results of reactivity of anti-S.Enteritidis Hsp60 serum before (orange colour) and
after (dark yellow colour) absorption with homologous Hsp60 to the three following antigens:
S. Enteritidis Hsp60, human Hsp60 (409 — 424) synthetic peptide and human Hsp60

Na rycinie 23 przedstawiono wyniki badania aktywnosci nieabsorbowanej surowicy
anty-Hsp60 S. Enteritidis oraz surowicy wyabsorbowanej odpowiednio syntetycznym
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fragmentem ludzkiego biatka Hsp60 (409 — 424) i rekombinowanym ludzkim biatkiem
Hsp60 wobec tego samego antygenu — biatka Hsp60 paleczek S. Enteritidis. Wartosci
absorbancji uzyskane dla biatka Hsp60 S. Enteritidis w wyniku reakcji: 1 — z surowica
kroliczg anty-Hsp60 S. Enteritidis (1:1000), 2 — z surowicg kréliczg anty Hsp60 S. Ente-
ritidis inkubowang z nadmiarem peptydu Hsp60 (409 — 424) (10pg/ml), 3 — z surowica
krolicza anty-Hsp60 S. Enteritidis inkubowana z nadmiarem rekombinowanego ludzkie-
go biatka Hsp60 (Spg/ml) stanowig $rednig arytmetyczng odpowiednio 6 pomiarow OD
pomniejszong o $rednig warto§¢ OD kontroli ujemnej antygenu i trzykrotne odchylenie
standardowe. Zaobserwowano zdecydowany spadek aktywnos$ci (mierzonej warto$cia
OD) surowicy anty-Hsp60 S. Enteritidis wzgledem homologicznego biatka, w wyniku
wyabsorbowania zawartych w niej przeciwciat poliklonalnych odpowiednio syntetycz-
nym fragmentem ludzkiego Hsp60 (ponad pigciokrotny, ryc. 23, 2) i ludzkim biatkiem
Hsp60 (ponad trzykrotny, ryc. 23, 3).

129

0,54

054

CHE 492 nim

BTERRTRN

044

0,21

Ryc. 23. Zestawienie wynikow badania w teScie ELISA aktywnosci nieabsorbowanej surowicy
anty-Hsp60 S. Enteritidis (1) i surowicy po absorpcji odpowiednio syntetycznym peptydem Hsp60
(409 — 424) (2) oraz rekombinowanym ludzkim biatkiem Hsp60 (3), wzgledem biatka Hsp60
S. Enteritidis

Fig. 23. ELISA results of reactivity of no-absorbed anti-S.Enteritidis Hsp60 serum (1) and serum
after absorption with human Hsp60 (409 — 424) synthetic peptide (2) and human Hsp60 (3) to
Hsp60 of S. Enteritidis
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Stosujac metod¢ ELISA wykazano, ze przeciwciata poliklonalne anty-Hsp60 S. En-
teritidis rozpoznaja ludzkie biatko Hsp60 i jeden z jego syntetycznych fragmentow, co
wskazuje na istnienie podobienstwa immunologicznego i molekularnego pomiedzy biat-
kiem Hsp60 S. Enteritidis i jego ludzkim homologiem.
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5. DYSKUSJA

Pateczki z rodzaju Salmonella stanowiag powazny problem zdrowotny i ekonomicz-
ny w wielu krajach. Salmonelozy — choroby wywotane przez pateczki Salmonella tzw.
zwierzgcego pochodzenia, nalezg do najbardziej rozpowszechnionych choréb na §wiecie.
W roku 2006, wspotczynnik zarejestrowanych przypadkoéw salmonelozy w panstwach
Unii Europejskiej wynosit 34,6 na 100 ty$. mieszkancow [112]. Paleczki S. Enteritidis i
S. Typhimurium ponosza odpowiedzialno$¢ za znakomita wigkszos¢ przypadkow sal-
monelozy w Europie (70 — 80% zakazen Salmonella o rozpoznanym typie serologicz-
nym). Mimo obserwowanej w ostatnim dziesi¢cioleciu poprawie sytuacji epidemiolo-
gicznej zwigzanej z wystepowaniem pateczek Salmonella, sa one w wielu krajach [98,
109, 146, 345, 380], w tym rowniez w Polsce [26, 27, 75, 339], w dalszym ciagu jedng z
glownych przyczyn zakazen i zatru¢ pokarmowych pochodzenia bakteryjnego. Izolacje
pateczek Salmonella od ludzi i zwierzat, z zywnosci i pasz, a takze z otoczenia s3 w
niektorych krajach tak czgste, ze moga stanowi¢ swego rodzaju wskaznik ich stanu sani-
tarnego.

W wyniku badan przeprowadzonych w Krajowym Osrodku Sal/monella (KOS) w la-
tach 1995 — 2007 rozpoznano ogdtem 145 réznych typow serologicznych Salmonella.
Znakomita wigkszo§¢ nalezata do Salmonella enterica subsp. enterica. Zrodta izolacji
tych bakterii byty réznorodne. Stanowity je materiaty kliniczne pochodzace od ludzi
(prawie potowa wszystkich szczepow przebadanych w KOS w tym okresie), a takze
zwierzeta, produkty spozywcze, pasze i inne oraz materiaty, ktorych pochodzenie byto
nieznane. Dominujacym byl serowar S. Enteritidis. Reprezentowalo go okoto 10%
wszystkich szczepoéw przystanych do KOS, celem identyfikacji lub potwierdzenia roz-
poznania. Dalej, kolejno najliczniej prezentowane byly serowary: S. Mbandaka, S. Ha-
dar, S. Thompson, S. Typhimurium, S. Infantis, S. Virchow, S. Agona, S. Derby i
S. Anatum.

Jak dotad opisano prawie 2 580 roznych typow serologicznych Salmonella, ktore
powoduja zakazenia zwierzat [149]. Znakomita wigkszo$¢ z nich moze réwniez powo-
dowa¢ salmoneloze¢ u ludzi. Ze wzgledu na udziat zwierzat jako zrodta zakazenia pa-
leczkami Salmonella oraz pasz, jako zrodta pokarmu dla nich, istotnym jest ciagle moni-
torowanie obecnosci tych bakterii rowniez i w tym $rodowisku. Na wystgpowanie sal-
moneloz u drobiu najwigkszy wptyw ma jakos¢ mikrobiologiczna pasz oraz warunki
higieniczno-sanitarne w fermach i zakladach wylegowych, a od tych czynnikow z kolei
zalezy, tak wazna dla ludzi, jako$¢ zywnos$ci pochodzenia zwierzgcego. Wsrdd materia-
tow bedacych przedmiotem badan niniejszej pracy, do ktorych w znacznej mierze nale-
zaly pasze oraz rozne komponenty paszowe, a takze materiaty majace zwigzek z byto-
waniem zwierzat, okreslono 82 rézne serowary Salmonella, w tym S. Enteritids, S. Ago-
na, S. Typhimurium, S. Mbandaka, S. Anatum, S. Derby, S. Infantis, S. Thompson,
S. Senftenberg, S. Bredeney i inne. Liczebnie dominowat serowar S. Enteritidis. Czg$¢
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serowarow Salmonella rozpoznanych jako czynnik etiologiczny salmonelozy zwierzat,
zwlaszcza zwierzat importowanych, wystepuje w Polsce rzadko lub, tak jak w przypad-
ku S. Alger, S. Bardo, S. Fischerkietz, S. Halle, S. Istanbul, S. 11 (48:d:z), S.I1Ib (35:1:7),
S.IIb (58:255:735), S.I1Ib (60:257:253), S.IV (11:24,253:—), wreez wystapita po raz pierwszy
i chociaz jest reprezentowana przez pojedyncze egzemplarze szczepow, stanowi jednak
potencjalne zagrozenie dla zdrowia ludzi zwlaszcza, Ze nieznana jest nam ich epidemio-
logia i mozliwo$ci chorobotwoércze. Szczegdlnie pateczki Salmonella wystepujace u
gadow cechuje duza inwazyjno$¢ [180, 282]. Bakterie Salmonella sa czgstym sktadni-
kiem flory jelitowej tych zwierzat. Nosicielstwo ich utrzymuje si¢ przez dlugi okres
zycia zwierzat i dotyczy zardwno osobnikow dziko zyjacych, jak i utrzymywanych w
niewoli [128, 150, 183, 238, 300, 347]. Badania prowadzone przez Peconek [303], doty-
czace nosicielstwa pateczek Salmonella u zo6twi spotykanych w Polsce (ogrody zoolo-
giczne, sklepy zoologiczne, prywatni wiasciciele), wykazaty obecno$¢ tych bakterii u
ponad 30% objetych badaniami osobnikoéw, a wyizolowane szczepy prezentowaty 12
typow serologicznych, w tym S. Paratyphi B. Wsrod pateczek Salmonella wyizolowa-
nych od gadow (zotwie, zmije, waz boa, kameleon), w wyniku badan prowadzonych w
ramach niniejszej pracy, okreslono migdzy innymi az 6 serowardow, ktore wczesniej nie
wystepowaly w Polsce. Na istnienie takiego zrédta izolacji ,,nowych” serowarow Sal-
monella w Polsce wskazywata juz wczesniej Dera-Tomaszewska [84]. Serowary
S. Adamstua, S. Pomona, S. Stendal, S. II (1,4,[5],12,[27]:b:[e,n,x]) (dawniej S. I sofia)
wyizolowano w latach 1967 — 1978 od z6twi, S. Oslo — z padtej jaszczurki. Pateczkami
Salmonella pochodzacymi od gadow zakazaja si¢ gtownie dzieci, w tym czg¢sto niemow-
leta [51, 52, 54, 60, 171, 180, 257, 282, 343, 394]. W Stanach Zjednoczonych, w wyniku
kontaktu z tymi zwierzgtami rejestruje si¢ 74 tysiace przypadkoéw rocznie, co stanowi
6% og6tu sporadycznych przypadkoéw zakazen Salmonella w tym kraju, szacowanych na
okoto 1,2 miliona w skali roku [257]. Do zakazenia dochodzi na skutek bezposredniego
kontaktu z zainfekowanymi gadami lub tez na drodze po$redniej. W zwigzku z duza
inwazyjno$cia czynnika patogennego wiele dzieci po zachorowaniu musi by¢ hospitali-
zowanych z powodu cigzkiego przebiegu choroby (krwawa biegunka, bakteriemia) [51,
52, 53, 54, 60, 282]. By¢ moze takim przyktadem, jest opisany w niniejszej pracy przy-
padek zakazenia 4-miesigcznego dziecka pateczkami S. Lindern. Serowar ten pojawit si¢
w Polsce po raz pierwszy w 2003 roku. W toku dochodzenia epidemiologicznego, nie
wykazano wprawdzie zrodta zakazenia, ale jak wynikato z wywiadu przeprowadzonego
z matka dziecka, w domu byty obecne dwa zdétwie, przebywajace poza terrarium i pies.
Nierzadko, w wyniku kontaktu z gadami, wystepujg rowniez formy pozajelitowe salmo-
nelozy, takie jak zapalenie opon mézgowych, stawow, a nawet ucha srodkowego. Nie-
kiedy w wyniku infekcji dochodzi do zgonu pacjenta. W zwigzku z rosngcym w Polsce
zainteresowaniem hodowla zwierzat egzotycznych powinno si¢ dazy¢ do upowszechnia-
nia informacji o mozliwo$ci zakazenia ludzi poprzez kontakt z trzymanymi w domu
gadami. Wprawdzie wyniki badan prowadzonych przez Pe¢conek i wsp. [303] zostaty
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opublikowane w kilku pracach, to jednak, jak twierdzg autorzy, nie wzbudzity one wigk-
szego zainteresowania w Srodowisku naukowym zwigzanym z medycyng i weterynaria,
jak rowniez wérod pozostalych cztonkow naszego spoteczenstwa. Nawet w najnow-
szych, polskich publikacjach naukowych, dotyczacych salmoneloz u zwierzat [372], nie
wspomina si¢ o gadach jako potencjalnym Zrodle bakterii Salmonella, a przecigtny oby-
watel nie zdaje sobie nawet sprawy z wystepujacych w tym zakresie zagrozen. Zwyczaj
trzymania zotwi w domach prywatnych, a takze w przedszkolach i szkotach rozpo-
wszechnit si¢ w Polsce. Staty si¢ one czgstymi domownikami, przebywajacymi w towa-
rzystwie psow, kotow, chomikéw i innych zwierzat domowych. Moga zatem pehi¢
rowniez wazng funkcje w przenoszeniu bakterii Salmonella na inne zwierzegta. Kazdy
potencjalny wiasciciel gada, kupujac weza, jaszczurke czy zotwia, powinien by¢ poin-
formowany o tym, ze wiele zwierzat jest zakazonych pateczkami Salmonella, ktdore mo-
ga wywota¢ salmoneloz¢ u ludzi. Szczegdlnie duzym ryzykiem zdrowotnym zwigzanym
z hodowaniem gadow obarczone sa rodziny z dzie¢mi ponizej 8 roku zycia, czy z 0so-
bami o ostabionym systemie obronnym organizmu.

Skazone w znacznym stopniu sg takze krajowe i importowane komponenty paszowe
i pasze, takie jak: maczka migsno-kostna, mieszanki paszowe czy $ruta sojowa. Jak wy-
kazano w niniejszej pracy, izolowano z nich S. Mbandaka, S. Infantis, S. Havana,
S. Muenster i inne serowary. Pasze i komponenty paszowe stanowity rowniez zrodto
izolacji 9 serowarow, ktorych wcze$niej nie rejestrowano w Polsce. Serowary S. Bra-
cknell, S. Cannstatt, S. Idican, S. Kiambu, S. Liverpool, S. Llandoff, S. Oukam, S. Telel-
kebir i S. Telhashomer pojawily si¢ w kraju po raz pierwszy w latach 1995 —2007. Bio-
rac pod uwagg skale produkcji i sposob zywienia zwierzat tatwo sobie wyobrazi¢ jak
wazne jest znaczenie pasz w rozprzestrzenianiu bakterii Salmonella. Dlatego tak istot-
nym byto, uwzglednienie regularnego badania pasz w kierunku obecnosci pateczek Sal-
monella w opracowanym przez PIWet-PIB Krajowym Planie Urzedowej Kontroli Srod-
kow Zywienia Zwierzat, wdrozonym w zycie przez Inspekcje Weterynaryjng w roku
2004 [174].

Jak wynika z danych epidemiologicznych opracowanych przez Przybylska [312], w
Polsce, w 1998 roku, okoto 77% toksykoinfekcji spowodowanych przez tzw. odzwierzg-
ce pateczki Salmonella w ogniskach zbiorowych zatru¢ i zakazen pokarmowych, bylo
nastgpstwem konsumpcji produktow spozywczych pochodzacych od drobiu. Przyczyne
zachorowan stanowity przede wszystkim potrawy zawierajace w swoim sktadzie jaja.
Ich udzial wynosit okoto 74%. Na pierwszoplanowa rolg jaj jako nosnika odzwierzgcych
pateczek Salmonella, a w szczegdlnosci S. Enteritidis wskazujg réwniez badania prowa-
dzone w innych krajach [70, 175, 356]. A zatem drob, ktory az w 60% moze by¢ zaka-
zony paleczkami Salmonella oraz jaja sg najczgstszym zrodlem zakazenia cztowieka
[112, 174]. Jak wynika z badan prowadzonych w ramach niniejszej pracy, w ciagu ostat-
nich lat sprowadzono do Polski duze ilo$ci drobiu do hodowli (kurczat, indykéw, gesi i
kaczek) z USA, Kanady, Holandii, Anglii, Czech i Niemiec. U tych ptakoéw stwierdzano
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zakazenia paleczkami S. Enteritidis, S. Hadar, S. Infantis, S. Virchow i S. Mbandaka.
Wszystkie te serowary powoduja zakazenia i zatrucia pokarmowe u ludzi w naszym
kraju. Dobrze poznanym zrodtem jest rowniez migso wieprzowe i wolowe, w tym migso
mielone i produkty je zawierajace [109, 112, 174, 345]. Badania przeprowadzone w
KOS w latach 1995 — 2007 réwniez to potwierdzaja. Szczepy Salmonella identyfikowa-
ne w KOS izolowano takze z jaj kurzych, proszku jajecznego (imp. Holandia), z wyro-
bow garmazeryjnych zawierajacych w swym sktadzie jaja. Izolowano je rowniez z roz-
nego rodzaju mig¢s mielonych (w tym mieszanych), z migsa wolowego, drobiowego
(indyki, kurczaki, filety z kurzych piersi), a takze z karkowki wieprzowej i réznych
wedlin. Rowniez wiele innych produktow spozywczych skazonych bakteriami Salmonel-
la, na przyktad takich jak czekolada, chipsy czy jadalne kietki roslin, stanowi¢ moze
zrodio zakazenia ludzi powodujac ogniska zatru¢ pokarmowych niejednokrotnie o zasie-
gu migdzynarodowym [130, 203, 381]. Na przyktad serowar S. Yoruba, zarejestrowany
w Polsce po raz pierwszy w 2006 roku, wyizolowano z czekolady. Paleczki z rodzaju
Salmonella izolowano takze z produktow mlecznych. Niepokoi fakt obecnosci tych
bakterii w mleku i przetworach mlecznych w proszku, w tym w odzywce dla dzieci
,Bebiko”. Srodki spozywcze pochodzenia roslinnego i zwierzecego stanowia pokarm dla
ludzi. Migso w zyciu cztowieka jest waznym sktadnikiem diety. Produkty mleczne sg
zrodtem biatka i wielu witamin. Szczeg6élna dbatos$¢ o ich jakos¢ mikrobiologiczng po-
winna by¢ absolutnie priorytetowa. W celu podniesienia waloréw smakowych spozywa-
nych przez nas produktow czesto stosuje si¢ réozne przyprawy, z ktorych znakomita
wiekszos¢ pochodzi z importu. Jak wykazaty badania przeprowadzone w ramach tej
pracy, pateczki Salmonella obecne byly w takich przyprawach jak susz cebulowy po-
chodzacy z Chin, chili, kminek mielony importowany z Pakistanu, bazylia $wieza i su-
szona, mieszanki przyprawowe do produkcji wedlin importowane z Niemiec, pieprz
czarny mielony, pieprz zielony importowany z Chin, papryka czerwona mielona czy
gatka muszkatotowa importowana z Indonezji. Bakterie Salmonella obecne byly takze
we wiorkach kokosowych, w herbacie, suszonych grzybach Mun, ziarnie sezamowym
importowanym z Indonezji i Indii, w figach pochodzacych z Iranu, a takze w mace
pszennej i ryzowej, rurkach sezamowych, zupach btyskawicznych i sosach w proszku
importowanych z Belgii. Wérdd szczepow Salmonella wyizolowanych z zywnosci, ba-
danych w ramach niniejszej pracy, okreslono facznie 60 réznych wariantow serologicz-
nych. Najliczniej reprezentowanym byt oczywiscie serowar S. Enteritidis (11% wszyst-
kich szczepow, pochodzacych z produktow spozywczych, ktore znalazly si¢ w badanym
materiale). Nastepnie kolejno S. Hadar, S. Typhimurium, S. Mbandaka, S. Falkensee,
S. Kedougou, S. Infantis i inne. Importowane przyprawy byly rowniez zrodlem izolacji
szczepdw Salmonella prezentujacych serowary, ktorych do tej pory nie rejestrowano w
Polsce: S. Hvittingffos, S. Javiana, S. Kibusi, S. Nyborg czy S.II (1,9,12:b:e,n,x). Obec-
no$¢ bakterii Salmonella w produktach spozywczych powoduje, iz ludzie najczesciej
ulegaja zakazeniu tymi drobnoustrojami. Stad zdarza si¢, ze serowary izolowane ze
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srodkow spozywczych znajduja odzwierciedlenie wsrod tych, ktore najczesciej wykry-
wane sg u ludzi, jak to zaobserwowano w tym przypadku dla S. Enteritidis, S. Typhimu-
rium, S. Mbandaka i S. Infantis. Kolejno$¢ ich wystgpowania jest wprawdzie nieco inna,
poniewaz zakazenia u ludzi determinowane sg takze przez serowary powodujace salmo-
nelozg zwierzat. Sposrdd pateczek Salmonella izolowanych od zwierzat, serowary takie
jak S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Mbandaka, S.Infantis, S. Hadar, S. Choleraesuis,
S. Agona, S. Anatum, S. Saintpaul, S. Virchow, S. Thompson, S. Indiana czy S. Derby,
okres$lono rowniez wéréd materialow pochodzacych od ludzi.

Ogolem, wsrod szczepow wyizolowanych z materiatdw pochodzacych z innych zro-
del (zywnos¢, zwierzeta, pasze, srodowisko), dominowaty paleczki S. Enteritidis odno-
szac znaczna, liczebna przewage nad S. Typhimurium. Pozostate, najczgsciej izolowane
serowary to: S. Mbandaka, S. Hadar, S. Agona, S. Infantis, S. Derby, S. Thompson,
S. Anatum, S. Bredeney, S. Senftenberg, S. Saintpaul, S. Virchow, S. Heidelberg,
S. Livingstone i inne. Taka sytuacj¢ epidemiologiczng dotyczaca dystrybucji serowardw
Salmonella izolowanych z tzw. ,onon-human sources” potwerdzaja réwniez badania
prowadzone w latach 2004 — 2007 przez Panstwowy Instytut Weterynaryjny Panstwowy
Instytut Badawczy (PIWetPIB) w Putawach, ktorych wyniki zamieszczono w jednej z
ogolnie dostepnych baz danych (WHO Global Salm-Surv. Country Databank) [405]. W
tym okresie, od zwierzat, z zywnosci, z pasz oraz prob srodowiskowych wyizolowano
Iacznie 11 635 szczepdw Salmonella. Niestety pelnemu badaniu serologicznemu, pozwa-
lajacemu na okreslenie typu serologicznego, poddano jedynie niewielki ich odsetek —
18,3% (2 132 szczepy). Dominujacym byt serowar S. Enteritidis. Na drugim miejscu
znalazly si¢ pateczki S. Typhimurium, poprzedzajac S. Infantis, S. Hadar, S. Saintpaul,
S. Mbandaka, S. Choleraesuis, S. Virchow, S. Agona, S. Newport, S. Derby, S. Anatum,
S. Senftenberg, S. Bredeney, S. Livingstone i inne. Zatem w Polsce, rowniez wérod tych
materiatdéw zdecydowanie dominujg pateczki S. Enteritidis, w przeciwienstwie do tren-
doéw obserwowanych globalnie. Na $wiecie, w tym §rodowisku, na pierwszym miejscu
znajduje si¢ S. Typhimurium (23%), wyprzedzajac znacznie pateczki S. Heidelberg
(9%), S. Enteritidis (8%), S. Infantis (5%), S. Anatum (4%), S. Derby (4%), S. Branden-
burg (3%), S. Agona (2%) i inne [405].

Wsrod szezepow okreslonych w KOS w latach 1995 — 2007, ktére wyhodowano od
ludzi (z réznego rodzaju materiatow klinicznych), serowary S. Thompson, S. Mbandaka,
S. Enteritidis i S. Hadar reprezentowane byly prawie w takich samych ilosciach. Nastep-
nie kolejno typ serologiczny S. Virchow, S. Infantis, S. Typhimurium, S. Albany,
S. Typhi, S. Indiana, S. Saintpaul, S. Anatum, S. Newport, S. Choleraesuis i 78 pozosta-
tych serowarow. Obecnos¢ S. Thompson i S. Albany tak wysoko na tej liscie (odpowied-
nio 1 i 8 miejsce) mozna wytlumaczy¢ trudno$ciami diagnostycznymi jakie sprawiac
moga te serowary przy ich identyfikacji. Na przyktad izolowane w Polsce szczepy
S. Thompson najczesciej prezentujg antygen rzgskowy w drugiej fazie (H:1,5) i niezwy-
kle trudno jest ujawni¢ fazg pierwsza. Indukcja pierwszej fazy antygenu rzg¢skowego
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(H:k) w przypadku tego serowaru, niezbednej do pelnej identyfikacji szczepu, wymaga
wielu pracochtonnych zabiegdw. Prawdopodobnie z tego wzgledu tak znaczna liczba
tych trudnych diagnostycznie szczepoéw znalazta si¢ w badanym materiale. Z kolei Sal-
monella Choleraesuis wystepuje czesto jako jednofazowy wariant (S. Choleraesuis war.
kunzendorf), co tacznie z jego nietypowymi cechami biochemicznymi sprawia szczegol-
ne trudno$ci w ostatecznym rozpoznaniu, dlatego czesto jest przesytany do KOS celem
identyfikacji lub potwierdzenia rozpoznania w sytuacjach wzbudzajacych watpliwosci.

Najczesciej wystepujace serowary Salmonella, tzw. epidemiczne, r6znig si¢ w po-
szczegolnych krajach, ale tez z biegiem lat zmienia si¢ rowniez ich dystrybucja w kaz-
dym kraju. Chociaz serowary Salmonella, okres§lone w KOS w latach 1995 — 2007 nie
odzwierciedlaja doktadnie wszystkich typow izolowanych w catej Polsce, moga jednak
by¢ pomocne w oszacowaniu sytuacji epidemiologicznej Salmonella w naszym kraju.
Szczepy bakteryjne przesytane do KOS, stanowia tylko niewielki utamek wszystkich
szczepdw okreslanych na terenie Polski. Pozwalajg jednak wstepnie zorientowaé si¢ w
sytuacji epidemiologicznej zwiazanej z wystgpowaniem pateczek Salmonella, $ledzi¢
pojawianie si¢ nowych serowaréw oraz odpowiedzie¢ na pytanie, ktére serowary Salmo-
nella sprawiaja najwigksze trudno$ci diagnostyczne krajowym laboratoriom.

Na podstawie danych bedacych wynikiem opracowan epidemiologicznych przepro-
wadzonych w ramach niniejszej pracy w oparciu o materiaty opublikowane przez Zaktad
Epidemiologii PZH i Departament Przeciwepidemiczny GIS [274, 291, 292, 293], moz-
na stwierdzi¢, ze dominujacym serowarem izolowanym od ludzi w Polsce w latach 1995
— 2007 byly pateczki S. Enteritidis. Wyizolowano je od ponad 320 tysigcy 0sob, z czego
przeszto 73% stanowity osoby chore. O poprawie sytuacji dotyczacej infekcji spowodo-
wanych tym serowarem $wiadczy¢ moze, zaobserwowana w tym czasie, tendencja
zmniejszania si¢ liczby zakazen, z ponad 40 tysigcy w roku 1995, do nieco ponad 11
tysiecy w roku 2007. Salmonella Typhimurium — drugi serowar pod wzgledem czestosci
wystepowania spowodowatl zakazenie u ponad 15 tysiecy osob. Kolejne miejsce zajat
wariant serologiczny S. Hadar, stanowiacy przyczyne zakazenia 8 521 osob. Szczegdlna
uwage nalezy zwroci¢ na fakt, iz w roku 2002 i 2003 pateczki S. Hadar izolowano w
ilosciach przekraczajacych liczbe zakazen spowodowanych przez pateczki S. Typhimu-
rium, ktére juz od wielu lat zajmowaty stale drugie miejsce na liScie serowarow najlicz-
niej izolowanych w Polsce [274, 291, 292, 293]. Nastgpne w kolejnosci to: S. Infantis,
S. Virchow, S. Newport i §. Mbandaka. Serowary te wraz z S. Typhimurium i S. Hadar
zajmowaty w poszczeg6lnych latach (1995 — 2007) naprzemiennie miejsca od 2 do 7
wsrod serowaréw Salmonella najczescie] wykrywanych u ludzi w naszym kraju. Taka
dystrybucja typow serologicznych reprezentacyjnych dla caltego kraju, znalazta réwniez
odzwierciedlenie w$rod serowarow wyizolowanych z materiatéw pochodzacych od
ludzi, bedacych przedmiotem badan prowadzonych w ramach niniejszej pracy. Reasu-
mujac — obecnie do najczestszych czynnikdéw etiologicznych salmonelozy u ludzi w
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Polsce naleza: S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Hadar, S. Infantis, S. Virchow, S. New-
port i S. Mbandaka.

W krajach Ameryki Péinocnej oraz Europy, poczawszy od potowy lat osiemdziesia-
tych, najwazniejsze znaczenie epidemiologiczne majg tzw. odzwierzgce serowary Sal-
monella wywotujace toksykoinfekcje pokarmowe u ludzi. Wedtug danych opublikowa-
nych przez Centers for Disease Control and Prevention (CDC), w USA, w latach 1993 —
1997 serowarem odpowiedzialnym za ponad potowg (55%) zachorowan na salmonelozy
byta S. Enteritidis. W Polsce w okresie 1990 — 1998, udziat S. Enteritidis w ogniskach
zbiorowych zatru¢ i zakazen pokarmowych, wynosit ponad 90%. Dalsze miejsca zaj-
mowaly: S. Typhimurium, S. Virchow, S. Indiana, S. Hadar i inne [338]. W Afryce, w
latach 2002 — 2004, najczgsciej izolowanym serowarem od ludzi byty pateczki S. Ty-
phimurium (31%). Drugie miejsce zajmowal serowar S. Enteritdis (19%). W Ameryce
Potnocnej, w latach 2002 — 2007 generalnie dominowat wariant serologiczny S. Typhi-
murium, jedynie w roku 2005 i 2006 ustgpit miejsca pateczkom S. Enteritidis. W Azji i
Europie najliczniej izoluje si¢ S. Enteritidis. Do krajow o wysokiej $redniej zachorowan
na salmonelozy w skali roku naleza: Czechy — §rednio okolo 18 tys. zachorowan rocznie,
Polska (2000 — 2007) — nieco ponad 14 tysigcy. Niska $rednia zachorown na salmonelo-
zy maja: Szwecja — okoto 4 tys. przypadkow rocznie, Niemcy — okoto 3 tys. oraz Finlan-
dia — okoto 2 tys. przypadkow zachorowan rocznie [274, 292, 293, 405].

W Polsce po II wojnie $§wiatowej rejestrowano rocznie od kilku do kilkunastu tysie-
cy zachorowan i kilka tysiecy zgondéw z powodu duru brzusznego [216]. Obecnie, dzigki
profilaktyce i poprawie warunkow sanitarno-higienicznych w naszym kraju zachorowa-
nia na dur brzuszny naleza do rzadkosci. Czg¢$¢ z nich to przypadki importowane. W
roku 1993 liczbe turystdw przekraczajacych granice wlasnego kraju oceniono na 500
milionow i szacuje sig, iz zwigksza si¢ ona co roku o okoto 13%. Stwierdzono, ze 0,03%
podrézujacych do Indii, Afryki Pétnocnej i Peru wraca zakazonych durem brzusznym.
W latach 1985 — 1999 zarejestrowano 155 przypadkow zachorowan na dur brzuszny w
Polsce, w tym 13 zaimportowanych z rejonéw endemicznych [188]. W okresie od 1995
do 2007, S. Typhi wyizolowano od 360 os6b (w tym 70 oséb chorych) [274, 291, 292,
293] i tylko dla 23 sposréd tych przypadkow rozpoznanie pateczek duru brzusznego
potwierdzono w KOS. Typowaniu bakteriofagowemu poddano 84 szczepy S. Typhi.

Ponadto w ciagu ostatnich kilku lat w Polsce obserwowany jest staty wzrost liczby
przypadkéw uogolnionych zakazen paleczkami Salmonella tzw. niedurowymi i palecz-
kami paradurowymi, z reguty wymagajacych leczenia antybiotykami [362]. Na przyktad
w 2004 roku zarejestrowano 140 zachorowan na salmonelozy pozajelitowe (zapadalnos¢
0,37 na 100 tys.) [76]. W 2005 roku liczba ta wynosita 191 (zapadalnos¢ 0,50 na 100
tys.) [77], a wiec o 51 przypadkéw wigcej niz w roku poprzednim. Jest to najwieksza
liczba zarejestrowanych zachorowan od czasu wprowadzenia obowiazku ich zglaszania,
to jest od 1994 roku. W kolejnym roku zarejestrowano 152 przypadki (zapadalno$¢ 0,40
na 100 tys.) tej postaci salmonelozy [78]. Niepokoi rowniez fakt, iz wérdd nich, jak
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wynika z badan prowadzonych w ramach niniejszej pracy, znalazly si¢ zakazenia, spo-
wodowane przez szczepy Salmonella prezentujace serowary, ktorych do tej pory nie
rejestrowano w Polsce. Wyizolowane z zolci pateczki S. Grumpensis byly odpowie-
dzialne za zakazenie o przebiegu durowym, serowar S.IIIb (61:k:1,5,7) izolowano wraz
ze Streptococcus pneumoniae z przypadku zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych.

Szczegolng uwage nalezy zwroci¢ na coraz liczniej pojawiajgce sie serowary Sal-
monella, ktore dotychczas nie wystgpowaty w naszym kraju. Olbrzymia mobilno$¢ ludzi
(rozwdj turystyki, migracje ludnosci) sprzyja szybkiemu rozprzestrzenianiu si¢ paleczek
Salmonella. W $redniowieczu przemieszczanie si¢ patogenéw z jednego kontynentu na
drugi zajmowato na og6t wiele lat. Dzi§ mikroorganizmy podrozujg z jednego kranca
$wiata na drugi czgsto w ciagu kilku godzin. W zwiazku z wstapieniem Polski do Unii
Europejskiej, otwarciem granic, mozliwosciami legalnej pracy w innych krajach, rozwo-
jem turystyki i handlu, serowary te mogty zosta¢ zaimportowane z réznych kontynen-
tow. Co roku w naszym kraju pojawiajg si¢ ,,nowe” serowary Salmonella [42, 83, 84, 85,
89, 92, 172, 173, 306]. W latach 1995 — 2007 w Krajowym Os$rodku Salmonella okre-
$lono tacznie 52 typy serologiczne, ktorych dotychczas nie izolowano w Polsce. Od
jednego do jedenastu w kolejnych latach. Srednio 4 nowo pojawiajace si¢ serowary
rocznie. Pochodzity one zaréwno od ludzi, jak i z innych zrédet. Wszystkie nalezaty do
gatunku Salmonella enterica. Do roku 1994 zarejestrowano w kraju facznie 158 serowa-
row Salmonella. Pojawienie si¢ kolejnych 52 pozwolito na aktualizacje tego wykazu. W
Polsce w ciggu ostatnich 50 lat (1957 — 2007) okreslono ogdétem 210 serowardow Salmo-
nella prezentujacych 30 grup serologicznych. W tym trzy serowary, ktére zostaty odkry-
te w Polsce: 1 — Salmonella Gdansk, 2 — rozpoznany w 1972 roku serowar o wzorze
antygenowym Salmonella (41:z,9:—), ktory w roku 1974 otrzymat nazwe Salmonella
Lodz, 3 — serowar Salmonella 111b (48:k:zs7), okreslony w 2007 roku, w wyniku badan
prowadzonych w ramach niniejszej pracy. Tozsamo$¢ ostatniego serowaru potwierdzily,
migdzy innymi w celu walidacji, badania przeprowadzone przez WHO Collaborating
Centre for Reference and Research on Salmonella (Institut Pasteur, Paryz, Francja) oraz
przez dwa inne o$rodki referencyjne: Institut fiir Hygiene und Umwelt (Hamburg, Niem-
cy) i Centers for Disease Control and Prevention (Atlanta, USA). Zgodnie z obowiazuja-
ca procedura, walidacji nowych serowarow Salmonella dokonuje WHO Collaborating
Centre for Reference and Research on Salmonella we wspotpracy z wyzej wymieniony-
mi osrodkami [149]. Zgodno$¢ wynikéw badan identyfikacyjnych przeprowadzonych w
tych trzech laboratoriach zatwierdza dany typ serologiczny jako nowy. Wyizolowany w
Polsce serowar Salmonella enterica subsp. diarizonae (48:k:zs7) uznano za nowy. Zosta-
nie on uwzgledniony w nowej, dziesiatej edycji schematu White’a-Kauffmanna-Le Mi-
nora.

Pojawienie si¢ ,,nowych” (zar6wno wyizolowanych po raz pierwszy w Polsce, jak i
zupehie nowych) typow serologicznych Salmonella stwarza zagrozenie przede wszyst-
kim dla ludzi, gdyz istnieje prawdopodobienstwo zakazenia nieznanymi dotad drobno-
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ustrojami, ktore wczesniej tych zakazen u nas nie powodowaty. Szczegdlnie niepokojacy
jest fakt, iz zakazenia te dotyczyty bardzo matych dzieci, gtownie niemowlat. Serowary
S. Agbeni, S. Galiema, S. Lindern, S. Salford, S. II (13,22:759:1,5), S. lIb (38:r:z) i
S. IIIb (48:k:zs3) stanowily czynnik etiologiczny zakazef dzieci w przedziale wiekowym
od 4 do 13 miesigcy. Niestety w wigkszosci przypadkow zrodto zakazenia byto nie usta-
lone lub jak w przypadku zakazenia pateczkami S. Lindern, domniemane. Wiele z tych
»nowych” serowarO6w zwyczajnie zaimportowano w wyniku prowadzenia ozywionego
handlu i transportu migdzynarodowego oraz rozwoju masowe;j turystyki. Niektore mogty
pojawi¢ si¢ na skutek spontanicznych zmian genetycznych zachodzacych wsrod pate-
czek Salmonella krazacych w $rodowisku, bedacych wynikiem mutacji i/lub horyzontal-
nego transferu genéw. Przyktadem moze by¢ nowo odkryty i okreslony w Polsce sero-
war S. IIIb (48:k:zs7), ktory do tej pory nie wystepowat nigdzie na §wiecie.

Niepokoi¢ moze rowniez, wykazany w ramach niniejszej pracy, fakt powodowania
salmoneloz u ludzi w Polsce przez serowary nalezace do innych podgatunkéw niz Sal-
monella enterica subsp. enterica, migdzy innymi z podgatunku salamae, diarizonae i
houtenae. W ciggu omawianego przedziatu czasu wyizolowano szcze$¢ takich serowa-
row, wsérdd nich cztery nie wystepujace wezesniej w Polsce. Szczepy z podgatunku
diarizonae, jak wigkszo$¢ (75%) jego przedstawicieli, wykazywaly zdolno$¢ fermento-
wania laktozy. Mozna podejrzewac, iz udziat takich pateczek Salmonella w powodowa-
niu zakazen u ludzi w naszym kraju stanowi¢ moze znacznie powazniejszy problem.
Stosowanie w oficjalnych procedurach diagnostycznych wytacznie tradycyjnych podto-
zy do izolacji bakterii Salmonella moze by¢ przyczyna niedostrzegania ich obecnosci w
badanym materiale. Rozwigzanie problemu stanowi¢ moga niektére podtoza chromo-
genne [106, 126, 243, 302, 320]. Szczegdlnie godnym polecenia jest oryginalne podtoze
CHROMagar Salmonella Plus (CHROMagar, Paris, France) pozwalajace na izolacj¢ i
jednoznaczna, wstepng identyfikacje wszystkich bakterii Salmonella, w tym réwniez
pateczek S. Typhi, S. Paratyphi A, B, C oraz laktozo-dodatnich przedstawicieli rodzaju
[82, 321]. W zwiazku z coraz czgsciej obserwowanym udziatem laktozo-dodatnich
szczepdw Salmonella w powodowaniu ognisk zatru¢ pokarmowych, niezwykle istotnym
bytoby uwzglednienie takiego podtoza w obowiazujacych procedurach diagnostycznych,
dotyczacych zaréwno badania zywnosci, pasz czy prob srodowiskowych, jak i materia-
1ow klinicznych. Niewielka lecz bardzo wazna grupa bakterii Salmonella wykazujacych
zdolnos$¢ fermentowania laktozy moze by¢ btednie identyfikowana lub nawet pominigta
w diagnostyce gdzie wykorzystywane sa jedynie konwencjonalne podloza selektywne.

W ostatnich latach obserwuje si¢ w Polsce spadek liczb zachorowan na salmonelozy
[274, 291, 292, 293]. W 1995 roku liczba 0sob, u ktérych wykryto zakazenia, wynosita
prawie 46 tysigcy. Kazdego kolejnego roku (z wyjatkiem 1998 i 2002 roku) nastgpowal
spadek liczb izolacji bakterii Salmonella od ludzi, srednio o okoto 4 tys. rocznie, do roku
2006, w ktorym wedtug danych PZH i GIS, liczba 0s6b zakazonych pateczkami Salmo-
nella wynosita okoto 17 tys., a w 2007 roku juz tylko niewiele ponad 14 tysigcy. Prze-
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prowadzona w ramach niniejszej pracy analiza statystyczna trendow wspotczynnikow
zakazen paleczkami Salmonella (wyrazonych liczbg potwierdzonych przypadkéw/100
tys. mieszkancow) u ludzi w Polsce w latach 1995 — 2007 wykazala statystycznie istotna
tendencj¢ spadkowa dla zakazen Salmonella ogdtem i dla zakazen spowodowanych
przez pateczki S. Enteritidis. Rownocze$nie nie stwierdzono istotnej statystycznie ten-
dencji zmian (wzrostowej badz spadkowej) dla pozostalych 7 serowaréw poddanych
analizie statystycznej. Rozklady w czasie wigkszos$ci charakteryzujacych je wspotczyn-
nikow wykazuja raczej cechy procesu btadzenia losowego. Sytuacja epidemiologiczna
salmoneloz u ludzi w Polsce odzwierciedla trend ogdlnoeuropejski [112, 113]. Istotny
statystycznie, og6lny spadek zakazen Salmonella u ludzi zarejestrowano rowniez w
latach 2004 — 2007 w krajach Unii Europejskiej, chociaz analiza danych indywidualnych
dla poszczegodlnych panstw cztonkowskich wykazala statystycznie istotng tendencje
spadkowa, poza Polska, jedynie w Austrii i Hiszpanii. Wspotczynnik zakazen pateczka-
mi Salmonella w roku 2006, obliczony dla wszystkich panstw cztonkowskich Unii Eu-
ropejskiej na podstawie tacznej liczby (160 649) potwierdzonych przypadkow salmone-
lozy, wynosit 34,6 na 100 tys. mieszkancow (Polska — 43,6/100 tys.) i byt nizszy o 7,6%
w stosunku do roku 2005. Wspoétczynnik zarejestrowany w 2007 roku wyniost 31,1 na
100 tys. (151 995 potwierdzonych przypadkéw) (Polska — 37,2/100 tys.), wykazujac
rowniez ponad siedmioprocentowy (7,3%) spadek wartosci w stosunku do roku po-
przedniego. Oznacza to, utrzymywanie si¢ rOwniez na terenie Europy, obserwowanej juz
od kilku lat, wyraznej tendencji spadkowej liczby rejestrowanych przypadkoéw salmone-
lozy. Oczywiscie dominujacymi serowarami wérod zakazen u ludzi pozostaja nadal
S. Enteritidis i S. Typhimurium. Ponosity one odpowiedzialno$¢ odpowiednio za 62% i
13% wszystkich przypadkow zarejestrowanych w 2006 roku. Kazdy z pozostatych se-
rowaréw powodowat 1% lub mniej zakazen notowanych u ludzi [112]. W roku 2007,
S. Enteritidis 1 S. Typhimurium, stanowily facznie przyczyne 81% przypadkéw zakazen
[113].

Zaobserwowany statystycznie istotny spadek liczb zakazen pateczkami Salmonella
(na 100 tys. mieszkancoéw) moze $wiadczy¢é o poprawie sytuacji sanitarnej w naszym
kraju. Do poprawy sytuacji epidemiologicznej w Polsce przyczyniaja si¢ skuteczne dzia-
fania wszystkich instytucji odpowiedzialnych za nadzor, zwalczanie i zapobieganie sal-
monelozom. Nie mozna jednak pomina¢ jednego istotnego aspektu, ktory w pewnej
mierze moze mie¢ wptyw na zafalszowanie tych optymistycznych danych rejestrowa-
nych w ostatnich czasach w naszym kraju, na ktory rowniez juz od kilku lat zwraca
uwage Gonera [143, 144, 145]. Jedng z przyczyn spadku rejestrowanych zachorowan
moze by¢ réwniez pogorszenie si¢ diagnostyki bakteriologicznej zakazen jelitowych.
Przez wielu lat ponad 90% zachorowan na salmonelozy potwierdzano bakteriologicznie.
W ostatnich latach znacznie obnizyt si¢ odsetek rozpoznan zgtaszanych jako przypadki
potwierdzone. Jeszcze w 1995 roku wynosit on 91,5%, w 1998 — 80,4%, w 1999 — nieco
ponad 70%, w 2000 — 71%, a w 2001 — juz tylko 66,3%. Ponadto znacznie wzrosta licz-
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ba chorych, u ktorych nie okreslono serowarow pateczek Salmonella — od 1,5% (1999 r.)
do 2,3% (2001 r) ogolnej liczby chorych [145]. Dotyczyto to przede wszystkim szcze-
pow z grupy serologicznej O:9, do ktdrej naleza takze pateczki duru brzusznego. Row-
niez w 2000 roku, Gonera [144] zwraca uwage na do$¢ duzg liczbe zarejestrowanych
chorych, u ktoérych nie okreslono typu serologicznego (w tym szczepy z grup O:4, O:9,
0:7, 0:8), co zdaniem autorki $wiadczy¢é moze o niewielkim zainteresowaniu lekarzy
prawidtowym rozpoznaniem choroby, migdzy innymi duru brzusznego i duréow rzeko-
mych. Podobne spostrzezenia, dotyczace niepelnej identyfikacji pateczek Salmonella
rejestrowaly rowniez Dera-Tomaszewska i Glosnicka [87]. Znaczna cze$¢ laboratoriow
ogranicza si¢ jedynie do potwierdzenia obecno$ci pateczek Salmonella w badanym ma-
teriale, ewentualnie do ustalenia grupy, bez okreslania typow serologicznych. Fakt ten
moze utrudnia¢ zwalczanie zakazen Salmonella u ludzi. Jezeli diagnostyka i identyfika-
cja etiologii zakazen nie ulegnie poprawie, to w dobie intensyfikacji podrézy migedzyna-
rodowych i handlu (migdzy innymi zywno$cia), tzw. importowane typy serologiczne, w
tym réwniez pojawiajace si¢ po raz pierwszy, moga zosta¢ przeoczone. Nie mozna nie
zgodzi¢ si¢ z opinig Gonery [145], ze bez poprawy diagnostyki laboratoryjnej zakazen
jelitowych, jakiekolwiek prognozy dotyczace salmoneloz w naszym kraju beda nierze-
telne i zhudne. Szczesliwie w roku 2005 — ponad 94%, a w 2006 — ponad 93% og6tu
zarejestrowanych przypadkow salmoneloz zostalo potwierdzonych wynikami badan
laboratoryjnych, spetniajac tym samym kryterium przypadku potwierdzonego [77, 78].
Chociaz nadal, u duzej liczby chorych nie okreslano typu serologicznego. Na przyktad,
w samym tylko wojewddztwie pomorskim, w roku 2004 — u okoto 35% oséb, w 2005 —
u okoto 29%, a w 2006 r. — u ponad 42% os6b chorych.

Jednak ciaggle pojawianie si¢ nowych wariantoéw serologicznych Salmonella, zjawi-
sko mutacji towarzyszace egzystujacym w srodowisku bakteriom i wptyw czynnikow
srodowiskowych sprawiajg, ze problem salmonelozy, mimo obserwowanej ostatnio
tendencji spadkowej zakazen, jest nadal aktualny i stanowi powazne zagrozenie. Nowe
serowary powstaja w wyniku zmian kombinacji antygenowych, ktéore moga by¢ spowo-
dowane r6znymi czynnikami. Dlatego powinno podejmowac si¢ wszelkie mozliwe sta-
rania, aby ciagle monitorowa¢ wystgpowanie pateczek Salmonella i dystrybucj¢ serowa-
row, nie tylko epidemicznych, ale rdwniez wszystkich pozostatych oraz kontrolowac
zakazenia przez nie wywotywane i skutecznie im zapobiega¢. Wspolne zaangazowanie
wszystkich pafnstw na §wiecie pozwoli na zmniejszenie ryzyka zakazen tymi bakteriami.
Wyniki badan uzyskane w ramach niniejszej pracy stanowia znaczacy wklad w te dzia-
fania.

Od wielu juz lat w Polsce, we wszystkich wojewodztwach, najczestszym czynni-
kiem etiologicznym zaréwno w ogniskach, jak i zachorowaniach sporadycznych sa pa-
feczki S. Enteritidis. I chociaz udzial zachorowan wywotanych tym typem serologicz-
nym w ogo6lnej liczbie zachorowan na salmonelozy w Polsce wskazuje w ostatnich la-
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tach niewielka, ale wyrazna tendencje spadkowa, stanowi on ciagle jeszcze bardzo wy-
soki odsetek. Pod koniec lat dziewiec¢dziesigtych udzial S. Enteritidis w ogolnej liczbie
salmoneloz wahat si¢ w przyblizeniu, w granicach 85 — 90 %. W roku 2006, zachorowa-
nia, za ktére odpowiedzialny byt ten serowar, stanowity 80% wszystkich zachorowan
spowodowanych przez bakterie Salmonella [78]. Zatrucia pokarmowe wywotane pa-
feczka S. Enteritidis stanowia juz od dawna jeden z wazniejszych problemow shuzby
zdrowia w Polsce. Zaobserwowany po raz pierwszy na poczatku lat sze§¢dziesiatych
znaczniejszy wzrost zakazen spowodowanych przez S. Enteritidis, majacych zwigzek z
pierwsza w kraju epidemig (1962 — 1976) wywotang przez ten serowar [134], stat si¢
przyczyna opracowania systemu bardziej szczegélowego réznicowania tych pateczek za
pomoca bakteriofagow. Typowanie bakteriofagowe jest doskonala metoda pomocnicza
w prowadzeniu dochodzen epidemiologicznych. Pierwsza wersje schematu typowania
bakteriofagowego pateczek S. Enteritidis opublikowano w 1968 roku [241]. Na podsta-
wie reakcji z 7 fagami typujacymi wyrdzniono 11 typow bakteriofagowych. W ciagu
nastgpnych lat Macierewicz rozszerzyla schemat do 13 typow, a nastgpnie do 25 przy
uzyciu 11 fagdéw oraz zmienita calkowicie nomenklature typow bakteriofagowych. Dal-
sze badania prowadzone przez Lalko wykazaty, iz mimo duzej przydatnosci praktycznej
tego systemu, uzyskuje si¢ niekiedy reakcje niepowtarzalne. W toku dalszej pracy, na
podstawie uzyskanych wynikow, ustalono za aprobata Macierewicz ostateczng wersje
schematu obejmujacego 20 typow bakteriofagowych reagujacych w odmienny sposob z
8 fagami typujacymi [221, 222]. Jego wartos¢ praktyczng potwierdzono analiza epide-
miologiczng wykonana w oparciu o material obejmujacy 2 011 szczepdéw S. Enteritidis
wyizolowanych w Polsce w latach 1970 — 1975. W badanym materiale wyrézniono 19
typow bakteriofagowych. Do najczesciej wystepujacych w kraju, zarowno izolowanych
od ludzi, jak i od zwierzat, nalezaty typy 2, 5, 7, 8 1 12. Wsrod szezepow pochodzacych
od ludzi przewage stanowit typ 8 (31,8%) 1 typ 5 (21,8%), natomiast wsrod izolacji od-
zwierzgcych — typ 12 (50,0%). Na uwage zastuguje rowniez fakt, iz typy: 4, 6, 71 12
izolowano glownie od osob dorostych i starszych dzieci, natomiast typ 2 i 5 — od nie-
mowlat ze §rodowisk zamknietych, jak szpitale, czy domy matego dziecka. Rejestrowa-
ny od 1962 roku szybki wzrost zapadalnosci dla S. Enteritidis, osiagajacy maksymalne
warto$ci w latach 1965 — 1967 (od 19,1 do 22,1 na 100 tys.) mial glownie zwigzek z
epidemia wywolang przez ten serowar w szpitalach na oddziatach dziecigcych, w ztob-
kach i w domach dziecka [242]. Chorowaty przede wszystkim najmtodsze dzieci. Smier-
telnos¢ noworodkow siggata 25%. Zaobserwowano odmienne od normalnie rejestrowa-
nych przyczyny powstania epidemii nie dajace si¢ zakwalifikowaé jako zatrucia pokar-
mowe [134]. Odrgbnos¢ zrodet i mechanizow tej epidemii potwierdzaty rowniez wyniki
typowania bakteriofagowego. Przyczyna poczatku pierwszej epidemii S. Enteritidis nie
zostata wyjasniona, natomiast mechanizm jej rozprzestrzeniania si¢ na caly kraj miat
zwigzek z dlugim okresem wydalania zarazka po przechorowaniu, szczegoélnie przez
dzieci. Istnialy rowniez podstawy do podejrzen, ze zakazenia te szerzyly si¢ droga po-
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wietrzng. Chociaz pokazna liczba przypadkow objawowych salmoneloz w tym okresie
czasu pochodzita rowniez z ognisk zatru¢ pokarmowych. Nalezy podkresli¢, iz znakomi-
ta wigkszos$¢ szczepow typu: 2, 5, 7, 8 1 12 wyizolowano wiasnie z ognisk zatru¢ pokar-
mowych [222]. Na szczegbdlng uwage zashugiwaly dwa duze ogniska: jedno spowodo-
wane pateczkami S. Enteritidis typu 12 (1972 rok; kolonie letnie — woj. szczecinskie;
lody), drugie — typu 8 (1975 rok; woj. t6dzkie; befsztyk tatarski). Oba ogniska byly jed-
norodne. Szczepy izolowane z zywnosci, od 0sob chorych i z tzw. kontaktu przedstawia-
ly ten sam typ bakteriofagowy.

Druga epidemia S. Enteritidis w Polsce zaczetla si¢ prawdopodobnie we wczesnych
latach osiemdziesiatych. Wprowadzenie stanu wojennego w Polsce w 1981 roku zbiegto
si¢ z wydaniem zakazu zbierania informacji epidemiologicznych, co spowodowato
znaczne utrudnienie w opracowywaniu danych o zakazeniach Sal/monella w latach 1980
i 1981 oraz stalo si¢ przyczyna niekompletnych informacji o salmonelozach w latach
1982 1 1983. Mimo to, juz w 1982 roku zaobserwowano 11-krotny wzrost liczby przy-
padkow zakazen pateczkami S. Enteritidis u ludzi w poréwnaniu z rokiem 1977 (842
przypadki). W 1984 roku rejestrowano 33-krotny, w 1986 roku 65-krotny, a w 1988
prawie 100-krotny wzrost tej liczby. Zakazenia w kolejnych latach 1989, 1990 i 1991
przekraczaly ja 80-krotnie. Od 1993 roku (z wyjatkiem lat 1994 i 1998) obserwujemy
ciggle obnizanie si¢ liczby zakazen §wiadczace o stopniowym wygasaniu drugiej epide-
mii S. Enteritidis w naszym kraju, ktérej szczyt przypadt na rok 1988. Epidemia ta do
roku 1986 obejmowata glownie zakazenia sporadyczne, dotyczace przede wszystkim
matych dzieci, ale nie miata charakteru epidemii szpitalnej. W przeciwienstwie do
pierwszj epidemii przebiegata gldwnie pod postacia ognisk zatru¢ pokarmowych [134].
Rejestrowano coraz wigksze liczby ognisk zatru¢ pokarmowych, ktére od 1987 roku
zaczegly dominowaé wsrdd zakazen S. Enteritidis. Glowna przyczyna zatru¢ pokarmo-
wych staty si¢ jaja i produkty je zawierajace. Rzadziej przyczyng zatru¢ stanowito migso
1 jego przetwory, co zwigzane bylo z wprowadzeniem znacznych ograniczen i racjono-
wania zywnos$ci o okresie od 1982 do 1989 roku (przydzialy kartkowe obejmowaty:
osoby doroste — 2,5 kg, dzieci — 1,8 kg migsa i wszystkich jego przetwordw na miesigc).
Jaja nie podlegaty reglamentacji. Typowanie bakteriofagowe ponad 2 100 szczepow
S. Enteritidis wyizolowanych w latach 1981 — 1990, wykonane przez Gtos$nickg i wsp.
[132] wykazato, ze dominujacymi typami bakteriofagowymi, izolowanymi od ludzi, od
zwierzat 1 z zywnosci byty typy: 1, 6 1 7. Najwiecej szczepow prezentowalo typ bakterio-
fagowy 7 (ludzie — 64,0%; inne — 52,7%) i typ 1 (ludzie — 26,0%; inne — 37,7%). Li-
czebna dominacja tych szczepdw miata zwigzek ze znaczng liczbg ognisk zatru¢ pokar-
mowych spowodowanych przez te typy fagowe. Znakomita wigkszos$¢ ognisk byla jed-
norodna — te same typy fagowe okre§lano w przypadku szczepow izolowanych od ludzi
chorujacych w ogniskach, jak i z zywnosci odpowiedzialnej za zakazenia (ciastka z
kremem, lody, majonez, jaja). Wérod ognisk mieszanych przewazaty ogniska spowodo-
wane jednocze$nie typem 1 i 7. Kolejne wyniki typowania bakteriofagowego szczepow
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S. Enteritidis wyizolowanych w latach 1986 — 1995 [88] wykazaty kontynuacje wyste-
powania opisanych wyzej typow bakteriofagowych. Dominowaty typy 1, 6 1 7, zaro6wno
wsrod szezepow izolowanych od ludzi z ognisk zatru¢ pokarmowych, sporadycznych
przypadkéw zakazen, jak i z innych zrédel. Nie zaobserwowano tylko rejestrowanej
weczesnie liczebnej przewagi szczepow typu 7 nad szczepami typu 1.

Wyniki typowania fagowego przeprowadzonego w ramach niniejszej pracy dotycza
szczepow S. Enteritidis wyizolowanych w kraju od 1996 do 2007 roku, czyli w okresie
wygasania trwajacej w Polsce juz ponad 25 lat drugiej epidemii spowodowanej tym
serowarem. Do najczgsciej okreslanych typow fagowych nadal naleza typy: 1, 6 1 7.
Dominujg wsrod izolacji od ludzi, a takze z zywnosci, od zwierzat, z pasz, wymazow
sanitarnych i innych zroédet. Zdecydowanie przewazaty szczepy typu 7. Szczepy S. Ente-
ritidis typu 1 izolowano prawie w takich samych ilosciach jak typu 6. Zaobserwowano
réwniez nieco wigksza liczbe szczepow prezentujacych typ fagowy 3 w porownaniu do
poprzednich przedziatow czasowych. Niepokoi¢ moze fakt, tak niewielkiej liczby szcze-
poéw otrzymywanych do typowania bakteriofagowego. W okresie od 1996 do 2007 roku
zarejestrowano w Polsce tgcznie ponad 320 tys. przypadkow zakazen S. Enteritidis tylko
u ludzi, z ktorych znakomita wigkszo$¢ pochodzita z ognisk zatru¢ pokarmowych. Ilosé¢
szczepdw wyizolowanych od osob, ktore krajowe laboratoria zdecydowaty poddaé ty-
powaniu bakteriofagowemu stanowi zaledwie 0,16% powyzszej liczby. Uwzgledniajac
nawet fakt mozliwosci typowania tylko wybranych, przedstawicielskich szczepoéw po-
chodzacych z ognisk zatru¢ pokarmowych, jest to jednak ciagle zbyt mato, przy tak
znacznej skali tego problemu i mato, by mdc opiera¢ na nich daleko idgce prognozy.
Niemniej jednak trudno jest nie zauwazy¢, ze przy egzystujacych ciagle jeszcze w $ro-
dowisku tych samych, ,,statych” typach bakteriofagowych, zaczynajg pojawiaé si¢ zu-
petnie nowe: typ 24, 25, 26 i 27. Izolowano je w niewielkiej liczbie przypadkow, przede
wszystkim od ludzi. Wprawdzie mogg one by¢ wynikiem jednorazowych izolacji, ale
moga rowniez sugerowac pojawienie si¢ nowych, nieznanych jeszcze zrodet zakazen, co
przy skutecznym zwalczaniu obecnie istniejacych jest bardzo prawdopodobne. Na przy-
ktad obecnos$¢ w naszym kraju typu 16 w materiatach pochodzenia zwierzgcego zareje-
strowata po raz pierwszy Lalko w latach 1970 — 1975 [221]. Pierwszej izolacji tego typu
bakteriofagowego od ludzi dokonano w latach 1986 — 1995 z mieszanego ogniska zatru-
cia pokarmowego [88]. Izolowano go rowniez od ludzi w ciagu kolejnych trzynastu lat,
co wykazata autorka niniejszej pracy.

W podsumowaniu przedstawionych wynikéw prowadzonego w Polsce juz od wielu
lat typowania bakteriofagowego pateczek S. Enteritidis mozna stwierdzi¢, ze zakazenia
spowodowane tym serowarem, ktore wystapily w naszym kraju w czasie ostatnich pigc-
dziesigciu lat spowodowaty dwie grozne epidemie. Pierwsza z nich byla wprawdzie
mniejsza liczebnie, ale spowodowata ci¢zkie schorzenia i $mier¢ wielu dzieci. Druga
natomiast, o tagodniejszym przebiegu i znacznie wydtuzona w czasie, objeta wielokrot-
nie wigksza liczbe osob i praktycznie trwa do dzisiaj. Obserwowana w ostatnich latach
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tendencja spadkowa udziatu zachorowan wywotanych tym serowarem w ogolnej liczbie
zachorowan na salmonelozy w Polsce napawa optymizmem i rokuje na catkowite wyga-
$nigcie tej epidemii. Wyniki typowania bakteriofagowego wskazuja na pewne powiaza-
nie obydwu epidemii przede wszystkim poprzez obecnos¢ pateczek S. Enteritidis typu 7.
Izolowane dawniej w stosunkowo niewielkim procencie (18,0%) wytacznie od ludzi,
zdominowaty wigkszo$¢ zrodet zakazen (52,7% — 28,9%) zwigzanych z druga epidemia,
uzyskujac rowniez przewage u ludzi (64,1% — 33,5%). Wérdd szczepow S. Enteritidis
badanych od 1981 roku nie stwierdzono wystepowania typu 2. Typy 5 i 12 prezentowane
byly wylacznie przez pojedyncze egzemplarze szczepow. Zarejestrowano tylko niewiel-
ka liczbg szczepow typu 8, dominujacego w latach 1970 — 1975. Oprécz typu 7 swoja
dominacj¢ w latach 1981 — 2007 zaznaczyty rowniez typy 1 i 6. Zaobserwowane zmiany
w dystrybucji typéw bakteriofagowych $wiadczg o prawie catkowitej zmianie zrédet i
mechanizmow szerzenia si¢ zakazen zwiazanych z druga epidemia S. Enteritidis w Pol-
sce. W ciggu 27 lat trwania tej epidemii dominujacymi typami fagowymi S. Enteritidis
byty typy 1, 6 1 7 (wedhug Lalko i wsp.), z najliczniej izolowanymi szczepami typu 7. W
Europie dominujacym typem bakteriofagowym u ludzi jest nadal PT4 (wedtug schematu
Ward i wsp.) [112]. Zaobserwowano réwniez pojawienie si¢ nowych typow bakteriofa-
gowych, ktore do tej pory nie wystepowaly wsérdd typow najliczniej izolowanych od
ludzi — PT12 i PT1b. Paleczki S. Enteritidis PT4 przewazaja rowniez wsrod izolacji
pochodzacych z migsa drobiowego i od zwierzat gospodarskich.

Biatka szoku termicznego, stanowigce stary filogenetycznie system ochrony komor-
ki, sa kojarzone z patogeneza niektorych chorob ze wzgledu na zjawisko mimikry anty-
genowej. Bialka Hsp charakteryzuje znaczna homologia struktury miedzy gatunkami.
Powstajace w reakcji odpornosciowej przeciwciata, skierowane przeciwko antygenom
powierzchniowym réznych patogenéw, reaguja z analogicznymi molekutami Hsp.

Cze$¢ bakteryjnych biatek szoku termicznego jest zarazem antygenem powierzch-
niowym, przeciwko ktéorym sa wytwarzane przeciwciata w procesie odpowiedzi immu-
nologicznej. W$rdd nich biatka klasy GroEL, nalezace do rodziny bialek o masie cza-
steczkowej 60 kDa. Z uwagi na duzy konserwatyzm struktury tych protein istnieje moz-
liwo$¢ wystapienia immunologicznych reakcji krzyzowych miedzy bakteryjnymi bial-
kami szoku cieplnego a ich ludzkim homologiem. W ten sposob jeden ze starszych me-
chanizméw ochrony komorki przed niekorzystnymi warunkami $rodowiska staje si¢
przyczyna inicjacji procesu (auto)immunologicznego. Biatka szoku termicznego zajmuja
w tym procesie centralng pozycje jako cel krzyzowej reakcji odporno$ciowej z antyge-
nami czgsto wystepujacych patogenow. Stanowia one wdzigezny obiekt prowadzonych
od wielu lat badan [38, 108, 123, 127, 154, 299, 376, 402, 412].

Metody stosowane przy izolacji i oczyszczaniu biatek, w tym bialek szoku termicz-
nego [97, 201, 271, 315], sa roznorodne, a ich wybor zalezy od wiasciwosci danego
biatka. Oczyszczanie poszczeg6lnych biatek z mieszaniny jest waznym zagadnieniem w
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biochemii biatek. Chociaz w przypadku uzyskiwania czystych bialek na skal¢ prepara-
tywna preferowane sg techniki chromatograficzne, elektroforeza preparatywna w zelu
poliakrylamidowym jest rowniez stosowana z duzym powodzeniem. Wsrod roznych
sposobow rozdzielania peptydow i biatek dominujace znaczenie identyfikacyjne i anali-
tyczne posiadaja metody elektroforetyczne. Sa one bardzo efektywne pod wzgledem
rozdzielczosci, selektywnosci, szybkosci, jak i relatywnie tagodnych warunkow dziata-
nia. Sg uzyteczne zrowno dla biatek hydrofilowych, jak i hydrofobowych. Elektroforeza
w polaczeniu z technika blottingu jest obecnie powszechnie stosowana w identyfikacji
biatek.

Wykorzystujac doskonala rozdzielczo$¢ elektroforezy poliakrylamidowej w obecno-
$ci siarczanu dodecylu, przeksztatcono t¢ metod¢ z wylacznie analitycznej, na metode
preparatywng [159]. Elucje¢ preparatywng biatka mozna przeprowadzi¢ bezposrednio z
zelu, poprzez wycigcie fragmentow zawierajacych bialkowe prazki, rozdrobnienie ich i
zalanie odpowiednim buforem wymywajacym (metoda dyfuzyjna). Pomimo wielkiego
zroznicowania metod elucji z zelu, zadna znich nie jest doskonata. Niektore z nich wy-
magajg olbrzymiego naktadu pracy, inne prowadzg do duzych strat biatka Iub uzyskania
biatka bardzo zanieczyszczonego. Ograniczenia elucji biatka bezposrednio z zelu zwia-
zane sg z elastycznos$cig zelu preparatywnego, a takze trudnoscig wycigcia prazka bial-
kowego ze zlozonej mieszaniny. Wycigty kawalek zelu moze zawiera¢ nie tylko wtasci-
we biatko, ale rowniez biatka znajdujace si¢ w sasiednich prazkach. Aby omingé wyzej
wymienione ograniczenia elucji bezposrednio z zelu stosuje si¢ inng metode. Biatko
znajdujace si¢ w zelu moze zosta¢ z niego usunigte poprzez przytozenie pola elektrycz-
nego i przeniesione na inny nosnik — nitrocelulozg lub btong PVDF, wykonang z poliflu-
orku wynilidenu o nazwie handlowej Immobilon. Wigzanie biatek z nitrocelulozg jest
jednak bardzo silne, a stosowane czynniki eluujace czgsciowo lub catkowicie rozpusz-
czaja membrang. Elucja preparatywna biatka z Immobilonu przy zastosowaniu odpo-
wiednich buforow jest znacznie tatwiejsza niz z zelu, a warunki elucji biatek znacznie
fagodniejsze niz z nitrocelulozy. Elucja z tej membrany jest prawie niezalezna od masy
czasteczkowej biatka i pozwala odzyskaé¢ 70 — 90% bialka naniesionego na zel, a uzy-
skany eluat zawierajacy biatko moze by¢ uzyty bezposrednio do szczepienia zwierzat
[359].

Dobér odpowiedniej techniki rozdzielania potrzebnych peptydow i biatek od zanie-
czyszczen, a nast¢pnie optymalnych warunkéw wyodrebnienia, stanowi z reguty trudny
problem separacyjny. Poszukiwanie odpowiednich, wydajnych metod izolacji i oczysz-
czania bialek jest w pelni uzasadnione. W oparciu o znane techniki, opracowano w na-
szym laboratorium wtasnag metode izolacji i oczyszczania endogennego biatka Hsp60
S. Enteritidis, ktora po raz pierwszy zaprezentowano w 2000 roku na Migdzynarodowej
Konferencji Naukowej ,,Infectious Immunity & Vaccines” [409]. Przedstawiona szcze-
gétowo w niniejszej pracy metoda izolacji 1 oczyszczania biatka Hsp60 bakterii S. Ente-
ritdis daje bardzo dobre rezultaty. Pozwolita na otrzymanie z pelnego preparatu S. Ente-
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ritidis, uzyskanego za pomoca buforu lizujacego Laemmli i sonifikacji, czystego biatka o
masie czasteczkowej 58,88 kDa. Komorki bakteryjne poddawano lizie, po czym rozbija-
no ostony komorkowe ($ciang komérkowa oraz blony) i degradowano DNA dziataniem
ultradzwiekdéw. Stosujac wirowanie zbierano odpowiednie frakcje i zawarte w nich bial-
ko oczyszczano do stanu homogennosci poprzez dwustopniowe wysalanie nasyconym
roztworem siarczanu amonu (o koncowym stopniu nasycenia odpowiednio 20 i 35%),
chromatografi¢ kolumnowa, elektroforez¢ w zelu poliakrylamidowym, elektrotransfer i
elucje preparatywna z membrany Immobilon-P niejonowym detergentem Triton X-100
w stezeniu 1% w buforze Tris-HCl o pH 9,5. Poszczegélne etapy izolacji kontrolowano
technikag SDS-PAGE i Western blotting. Oczyszczone do homogennosci biatko Hsp60
S. Enteritidis migrowato w Zelu poliakrylamidowym z SDS zgodnie z przewidywana
masg czgsteczkowa, ktorg oszacowano porownujac jego ruchliwos¢ elektroforetyczng z
ruchliwos$cia wzorcow masy czasteczkowej (205, 116, 97, 84, 66, 55, 45 1 36 kDa) w
oparciu o krzywa wzorcowg liniowej zaleznosci log;, masy biatek wzorcowych i odle-
glosci, na ktora nastapita ich migracja w zelu. Biatko to zostato wykorzystane jako anty-
gen do otrzymania kroliczych przeciwcial poliklonalnych. Przeprowadzone wcze$niej
przez Dera-Tomaszewska i wsp. [90] badania z zastosowaniem biatka Hsp60 tych bakte-
rii wykazaty, iz jest ono silnie immunogenne. Wywotuje znaczng odpowiedz immunolo-
giczng gospodarza, porownywalna z odpowiedzig na LPS i flagelling — antygeny petnia-
ce znamienng role w zakazeniach bakteriami Salmonella. Uzyskane bialko postuzyto
réwniez do przeprowadzenia testow immunodetekcyjnych pozwalajacych na wykazanie
podobienstwa immunologicznego pomigdzy biatkiem Hsp60 pateczek S. Enteritidis i
ludzkim biatkiem Hsp60.

Stosujac metod¢ ELISA autorka niniejszej pracy wykazata, ze przeciwciata poliklo-
nalne anty-Hsp60 S. Enteritidis rozpoznaja ludzkie biatko Hsp60 i jednen z jego siedmiu
syntetycznych fragmentow wykorzystanych do przeprowadzenia badan. Zahamowanie
reakcji immunoenzymatycznej poprzez absorpcje surowicy anty-Hsp60 S. Enteritidis
odpowiednio biatkiem Hsp60 S. Enteritidis, peptydem Hsp60 (409 — 424) i ludzkim
biatkiem Hsp60 pozwolilo na wykazanie swoistosci reakcji wigzania ludzkiego biatka
Hsp60 1 jego syntetycznego fragmentu (409 — 424) przez przeciwciala anty-Hsp60
S. Enteritidis zawarte w surowicy kroliczej. Wyniki przedstawione w niniejszej pracy
potwierdzaja fakt istnienia homologii pomigdzy biatkiem Hsp60 S. Enteritidis i ludzkim
biatkiem Hsp60. Badania wykazaty, ze jedna ze wspdlnych determinant antygenowych
dla tych bialek zawarta jest w zakresie sekwencji aminokwasowej wyznaczonej przez
syntetyczny peptyd Hsp60 (409 — 424): Thr-Ser-Asp-Val-Glu-Val-Asn-Glu-Lys-Lys-
Asp-Arg-Val-Thr-Asp-Ala. W zakresie tej samej sekwencji aminokwasowej, inni auto-
rzy [411] wykazali podobienstwo immunologiczne pomiedzy ludzkim Hsp60 i Hsp65
Mycobacterium bovis, co posrednio sugeruje immunologiczne podobiefnstwo migdzy
biatkiem Hsp60 S. Enteritidis i mykobakteryjnym Hsp65. Podejrzewa sie, ze rodzina
biatek Hsp60/65 moze odgrywac¢ niekorzystna role w patofizjologii miazdzycy, w tym
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rowniez choroby niedokrwiennej serca [170, 399, 400, 412]. Przeciwciata anty-
Hsp60/65 sa zdolne do uszkodzenia komorek $rdédblonka naczyniowego, na ktoére za-
dziatal czynnik stresowy (zwigkszajacy ekspresje endogennego biatka Hsp60 na po-
wierzchni endotelium), nie majgc jednocze$nie powinowactwa do §rdédbtonka znajduja-
cego si¢ W obszarach nienarazonych na destrukcje [170]. Hipoteze uszkodzenia $rod-
btonka przez przeciwciala anty-Hsp60/65 potwierdzit réwniez Mayr [253], ktory wraz z
zespotem badawczym wykazat cytotoksycznos¢ tych przeciwcial wobec komorek $rod-
btonka. Surowice pacjentdw z dusznicg niestabilng i ostrym zawatem serca zostaly uzyte
przez Wysockiego i wsp. [411] do oznaczania poziomu przeciwciat specyficznych dla
ludzkiego biatka Hsp60 i mykobakteryjnego Hsp65 oraz ich peptydowych fragmentdw.
Wszystkie probki surowic pochodzace od osobnikéw grupy kontrolnej zawieraty niskie
poziomy przeciwciat dla Hsp60, podczas gdy znaczaco wyzsze poziomy immunoglobu-
lin dla tego bialka stwierdzono u pacjentow z dusznicg niestabilng oraz u chorych z
zawatem serca. Podobne wyniki uzyskano badajac odpowiedz immunologiczng w sto-
sunku do mykobakteryjnego biatka Hsp65. Stgzenia przeciwciat specyficznych dla bia-
tek Hsp60/65 w surowicach 0sob z dusznicg bolesng i zawatem serca nie odbiegaty zna-
czaco od siebie. Wysocki 1 wsp., [411] udowodnili rowniez, iz te same surowice 0sob
chorych z dusznicg niestabilng i zawatem serca wykazywaly reakcje znaczaco wyzsze
dla peptydu (409 — 424) ludzkiego biatka Hsp60 w stosunku do wartosci uzyskanych dla
innych fragmentow tego bialka, sugerujgc tym samym, ze sekwencja Thr'”’ —Ala**
stanowi¢ mnoze determinante antygenowa biatka Hsp60 indukujaca wytwarzanie auto-
przeciwcial odpowiedzialnych za powstawanie zmian miazdzycowych. To wilasnie w
zakresie tej sekwencji, autorka niniejszej pracy wykazata podobienstwo pomigdzy bial-
kiem Hsp60 S. Enteritidis i jego ludzkim odpowiednikiem. Powyzsze rozwazania moga
stanowi¢ istotne zalozenie wartej zainteresowania hipotezy, ktora pozwolitaby odpowie-
dzie¢ na kilka interesujacych pytan. Na przyktad, czy biatko Hsp60 pateczek S. Enteriti-
dis moze mie¢ zwiazek ze zwigkszonym ryzykiem wystapienia klinicznie objawowej
choroby niedokrwiennej serca? Czy pateczki S. Enteritidis moga bra¢ udzial w autoim-
munizacyjnej indukcji tej choroby obok innych bakterii, na przyklad takich jak Myco-
bacterium tuberculosis, Escherichia coli, Chlamydophila pneumoniae (dawniej Chlamy-
dia pneumoniae) 1 innych, dla ktérych juz wykazano [62, 194, 253, 299, 316] posiadanie
takich mozliwosci?

W wyniku immunizacji myszy rekombinowanym, ludzkim biatkiem Hsp60, Boog i
wsp. [34] uzyskali dwa przeciwciala monoklonalne LK1 i LK2, rozpoznajace epitopy
zlokalizowane w rejonie wyznaczonym przez reszty aminokwasowe 383 — 447 czastecz-
ki tego biatka. Przeciwcialo LK1 reagowato wylacznie z ludzkim Hsp60. Drugie nato-
miast rozpoznawato zaréwno ludzkie biatko, jak i1 biatka Hsp60 bakterii Treponema
innocens, Treponema hyodysenteriae, Salmonella Typhimurium, Yersinia enterocolitica,
Escherichia coli oraz rekombinowane, mykobakteryjne (Mycobacterium bovis) biatko
Hsp65, co $wiadczy o istnieniu wspolnych epitopéw pomiedzy biatkami GroEL tych
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bakterii i ich ludzkim odpowiednikiem. Dodatkowe testy wykonane przez Boog i wsp.
[34] z zastosowaniem r6znych mutantow delecyjnych w zakresie syntezy biatka Hsp60,
pozwolity na doktadniejsze zlokalizowanie epitopu rozpoznawanego przez przeciwciato
LK2. Miejsce wigzania tego przeciwciala z ludzkim Hsp60 zostalo wyznaczone przez
reszty aminokwasow w rejonie 383 — 419. Dokladnie w obrgbie tej sekwencji, wedlug
Boog i wsp. [34], znajduje si¢ wspolny epitop dla Hsp60 wyzej wspomnianych bakterii i
ludzkiego biatka. Udowodnione przez autorke niniejszej pracy, molekularne podobien-
stwo pomiedzy biatkiem Hsp60 pateczek S. Enteritidis 1 jego ludzkim homologiem,
zostato okreslone w zakresie sekwencji aminokwasowej (reszty 409 — 424) zawierajacej
si¢ czg§ciowo rowniez w tym rejonie.

Ludzkie biatko Hsp60, wykazujace w sekwencji okoto 50% homologii z Hsp60
E. coli (GroEL), posiada strukture troche odmienng od biatka GroEL. Ludzkie Hsp60,
znajdujace si¢ w mitochondrium (eksponowane réwniez na powierzchni wielu komo-
rek), funkcjonuje jako pojedynczy pierscien zbudowany z siedmiu podjednostek [229,
279, 384], posiadajacy po trzy reszty cysteiny (Cys>', Cys**, Cys*") w kazdej z nich,
ktérych nie zaobserwowano w biatku GroEL [272]. Jedna z tych reszt — Cys**?, zlokali-
zowana jest blisko miejsca wigzania ATP. Powolujac si¢ na zaproponowany przez Na-
gumo i wsp. [272] model prawdopodobnej struktury pojedynczej podjednostki ludzkiego
biatka Hsp60 (oparty na porownaniu z GroEL i stworzony za pomoca programu Di-
scover 3 Insight IT) mozemy przypuszczac, ze sekwencja aminokwasowa odpowiadajaca
syntetycznemu peptydowi Hsp60 (409 — 424) zawiera si¢ w domenie ekwatorialnej po-
jedynczej podjednostki tego biatka. W przypadku biatka GroEL, domena ekwatorialna
stanowi najwigksza domeng i obejmuje facznie 243 reszty aminokwasowe (reszty: 6 —
133 1 409 — 523) [37]. Charakteryzuje ja uporzadkowana struktura, w ktérej zawiera si¢
miejsce wigzania nukleotydu. Uczestniczy ona rowniez w taczeniu si¢ podjednostek w
funkcjonalny kompleks [37, 397]. By¢ moze wlasnie ta czg¢s¢ biatek Hsp60 podlegata
najmniejszym zmianom ewolucyjnym, zachowujac epitopy wspolne dla biatek baktery;j-
nych i ludzkiego biatka.

Przypuszcza sie, ze biatko DnalJ (Hsp40) E. coli moze by¢ zaangazowane w wywo-
tywanie lub rozwdj reumatoidalnego zapalenia stawow na zasadzie reakcji autoimmuno-
logicznej [5]. Tak wiec infekcja bakteryjna prowadzaca do wytworzenia odpowiedzi
immunologicznej anty-Dnal moze by¢ jednym z czynnikdéw wywolujacych t¢ chorobe.
Przeprowadzone przez autorke niniejszej pracy wstepne badania biatka Hsp60 S. Enteri-
tidis w tescie ELISA z zastosowaniem przeciwcial monoklonalnych anty-Dnal: AC11,
BB3, CC5, CC8, DC7, EE11, szczegdétowo opisanych w pracy Krzewskiego i wsp. [214]
wykazaty, ze jest ono rozpoznawane przez niektore z nich (wyniki nie sa prezentowane
w tej pracy). Dodatnie reakcje z biatkiem Hsp60 S. Enteritidis uzyskano dla przeciwciat
CC5, CC8, DC7 oraz EEl1, rozpoznajacych epitopy zlokalizowane w czesci C-
terminalnej biatka Dnal, za aminokwasem 200. Wskazuje to na istnienie wspolnych
epitopoéw dla biatka Hsp40 E. coli i Hsp60 S. Enteritidis $wiadczacych o immunologicz-
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nym podobienstwie réwniez tych biatek, sugerujac jednoczesnie potencjalne mozliwosei
wywolywania reumatoidalnego zapalenia stawoéw przez biatko Hsp60 pateczek S. Enteri-
tidis.

Z kolei inni autorzy [167], za wywoltywanie lub rozwdj reumatoidalnego zapalenia
stawow obarczaja biatko GroEL. Wyniki uzyskane przez Hirata i wsp. [167], wskazuja
na istotng role bakterii jelitowych w indukcji i/lub rozwoju choréb autoimmunologicz-
nych reprezentowanych przez reumatoidalne zapalenie stawow. Wykazali oni, iz pod-
wyzszony poziom przeciwciatl anty-Hsp60 u pacjentdow z réoznymi zaburzeniami ze stro-
ny tkanki tacznej, w tym z reumatoidalnym zapaleniem stawow, jest raczej wynikiem
zakazenia bakteriami jelitowymi (takimi jak Escherichia coli) mogacymi wywotywac te
chorobe¢ na drodze autoimmunologicznej, niz zakazenia innymi drobnoustrojami. Reak-
cje dodatnig tych przeciwciat z mykobakteryjnym Hsp65 (Mycobacterium tuberculosis),
zdecydowanie stabsza niz z GroEL, thumacza mimikra antygenowa obu drobnoustrojow.
Autorka niniejszej pracy, stosujac biatko GroEL i przeciwcialta monoklonalne anty-
GroEL do celow identyfikacyjnych biatka Hsp60 S. Enteritidis, posrednio wykazata
rowniez podobiefistwo immunologiczne pomigdzy tymi biatkami. Przeciwciata mono-
klonalne anty-GroEL i poliklonalne przeciwciala krolicze anty-Hsp60 S. Enteritidis
reagowaly w tescie immunoblotingu zaréwno z biatkiem GroEL, jak i Hsp60 S. Enteriti-
dis. Powyzsze rozwazania po raz kolejny wskazuja na istnienie potencjalnych mozliwo-
Sci wywotywania i/lub utrwalania reumatoidalnego zapalenia stawow przez biatko
Hsp60 S. Enteritidis na drodze odpowiedzi immunologiczne;j.

Zakazenie bakteriami organizmu gospodarza moze powodowac ostra infekcj¢ lub
nieostre zakazenie chroniczne, ale wiadomo takze, ze skutki przebytych zkazen uzna-
nych za wyleczone, moga ujawnia¢ si¢ duzo pdzniej. Istnieje przekonanie, ze u podloza
niektorych choréb o nieznanej dotat etiologii leza przebyte wczesniej zakazenia bakte-
ryjne [166, 167, 416, 417]. Dzieki tolerancji immunologicznej nie ma destrukcyjnego
dziatania na wilasne antygeny, ale tez obecna na powierzchni bakterii czasteczka o struk-
turze podobnej do czasteczki gospodarza, nie wywotuje natychmiastowej odpowiedzi
immunologicznej. Dopiero przerwanie tolerancji na antgen gospodarza w konsekwencji
prowadzi do uszkodzenia jego tkanek. W ten sposob odpowiedz na antygen bakteryjny
moze powodowaé reaktywno$¢ autoimmunologiczng i nawet tagodne w przebiegu zaka-
zenie moze prowadzi¢ do rozwoju reaktywnosci krzyzowej, a w konsekwencji do choro-
by autoimmunologicznej [209, 420]. Mimikra czasteczkowa ma bardzo istotne znacze-
nie, dlatego tez prowadzi si¢ analizy antygenow bakteryjnych pod katem ich podobien-
stwa do antygenow gospodarza. Wykazanie mimikry danego antygenu czy czasteczki
jest uwarunkowane odpowiednia metodologia, pozwalajaca na okreslenie rodzaju mimi-
kry czy to strukturalnej, epitopowej inaczej serologicznej, czy tez funkcyjnej. Metody
zastosowane w badaniach wykonanych przez autorke i przedstawionych w ramach ni-
niejszej pracy pozwolily jednoznacznie okresli¢, ze bialko Hsp60 pateczek Salmonella
Enteritidis spelnia warunki mimikry. Uzyskane wyniki stanowia istotny wktad w bada-
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nia nad biatkami szoku termicznego i chorobotworczoscia pateczek Salmonella. Wyizo-
lowane biatko Hsp60 S. Enteritidis o masie czasteczkowej 58,88 kDa wykazujac podo-
biefistwo do ludzkiego biatka Hsp60 moze by¢ brane pod uwage jako marker do celow
diagnostycznych, podobnie jak przeciwciata anty-Hsp60 S. Enteritidis. Nie moze jednak
by¢ uzyte do szczepionki dla ludzi. Istnienie w biatku bakteryjnym epitopéw podobnych
strukturalnie do antygenow gospodarza, moze indukowac przeciwciata przeciw wtasnym
strukturom biatkowym. Oznacza to, ze bialko Hsp60 S. Enteritidis moze potencjalnie
wzbudzaé autoprzeciwciala i jako szczepionka dla ludzi nie jest bezpieczne. Przy kon-
struowaniu szczepionek, czy lekow nalezy unika¢ indukcji autoprzeciwcial, niezaleznie
czy bialko ma petni¢ rolg antygenu czy nosnika. Autoimmunizacja dotyczy¢ moze nie
tylko odpowiedzi humoralnej, lecz poprzez oddziatywanie autoreaktywnych limfocytow
T z epitopami antygenéw gospodarza, angazowaé takze odporno$¢ komorkows, co w
konsekwencji prowadzi do uszkodzenia tkanek [208]. Nalezatoby jednak rozwazy¢ moz-
liwos¢ wykorzystania tego biatka na przyktad do celow diagnostycznych w monitorowa-
niu zakazen drobiu [90], do produkcji szczepionek dla drobiu, jak réwniez mozliwosé¢
zastosowania przeciwciat anty-Hsp60 S. Enteritidis (pozyskiwanych na przyklad z zéttek
jaj kur naturalnie zakazonych S. Enteritidis) do pasywnej immunizacji drobiu chroniacej
przewdd pokarmowy przed kolonizacja, a w konsekwencji i przed zakazeniem palecz-
kami S. Enteritidis.

Jak wida¢ biatka szoku termicznego stanowig wysoce konserwatywng grupe biatek.
Pomimo trwajacego miliony lat procesu ewolucji wykazuja duza homologi¢ zarowno w
sekwencji aminokwasowej, budowie i funkcji. Z uwagi na znaczne podobienstwo biatek
szoku termicznego mikroorganizméw i czlowieka mozna sadzi¢, ze uktad odpornoscio-
wy stale zmuszany jest do wykrywania niewielkich rdéznic pomiedzy wlasnymi biatkami
stresowymi a biatkami mikroorganizméw powodujacych zakazenie. Koncepcja, wedhug
ktérej biatka szoku termicznego zajmujg wyjatkowa pozycje zmuszajac uktad odporno-
Sciowy do balansowania na granicy tolerancji wobec infekujacego organizmu z grozba
autoimmunizacji, jest ogromnie interesujgca i wywotuje nie konczace si¢ spory miedzy
badaczami [154, 168, 196, 420].
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6.

WNIOSKI

Pojawiajace si¢ coraz liczniej serowary Salmonella, ktorych dotychczas nie izo-
lowano w naszym kraju, stanowia potencjalne zagrozenie zwlaszcza dla zdro-
wia ludzi, tym bardziej, ze nie znana jest nam w peni ich epidemiologia i moz-
liwosci chorobotworcze. Szczegolnie niepokojacy jest fakt, iz zakazenia te do-
tyczg réwniez bardzo matych dzieci, gldéwnie niemowlat. Kazdy serowar sta-
nowi potencjalne zagrozenie epidemiczne i w kazdej chwili moze sta¢ si¢ przy-
czyna epidemii. Dlatego powinno podejmowac si¢ wszelkie mozliwe starania,
aby ciagle monitorowa¢ wystgpowanie pateczek Salmonella i dystrybucje se-
rowarow, nie tylko najczesciej wystepujacych, ale réwniez wszystkich pozosta-
tych oraz kontrolowac ich zrodta i zakazenia przez nie wywolywane. Wyniki
badan uzyskane w ramach niniejszej pracy stanowia znaczacy wktad w te dzia-
fania.

Niepokoi¢ moze fakt powodowania salmonelozy u ludzi w Polsce przez sero-
wary nalezace do innych podgatunkdéw niz Salmonella enterica subsp. enterica,
miedzy innymi z podgatunku salamae, diarizonae i houtenae. Mozna podej-
rzewac, iz udziat takich pateczek Salmonella w powodowaniu zakazen u ludzi
w naszym kraju stanowi¢ moze znacznie powazniejszy problem. Stosowanie w
oficjalnych procedurach diagnostycznych wylacznie tradycyjnych podtozy do
izolacji bakterii Sa/monella moze by¢ przyczyna niedostrzegania ich obecnosci
w badanym materiale.

W wyniku badan prowadzonych w ramach niniejszej pracy ,,odkryto” serowar
Salmonella enterica subsp. diarizonae (48:k:zs7), ktory do tej pory nie wyste-
powat nigdzie na §wiecie. Jest on zupelnie nowym, nie znanym jeszcze warian-
tem serologicznym, prezentujacym formule antygenowa, ktora dotychczas nie
wystepowata w schemacie White’a-Kauffmanna-Le Minora. Ten trzeci juz se-
rowar ,,odkryty” w naszym kraju (po S. Gdansk i S. Lodz), zostanie uwzgled-
niony w kolejnej, dziesiatej edycji schematu White’a-Kauffmanna-Le Minora.

Opracowany w ramach niniejszej pracy, szczegblowy wykaz zawierajacy wzory
antygenowe wszystkich serowarow Salmonella rozpoznanych do tej pory w
Polsce, jest dokumentem referencyjnym, przeznaczonym do celow identyfika-
cyjnych. Moze stanowi¢ istotnag pomoc w pracy dla wszystkich laboratoriow
zajmujacych si¢ diagnostyka serologiczng pateczek Sal/monella w kraju. Stano-
wi on rowniez cenne i unikalne w skali kraju zrodto danych umozliwiajace po-
glebienie wiedzy w zakresie epidemiologii paleczek z rodzaju Salmonella wy-
stepujacych w Polsce w ciagu ostatniego potwiecza.
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Chociaz wyniki badan referencyjnych prowadzonych w Krajowym Osrodku
Salmonella, nie dotycza wszystkich szczepow Salmonella izolowanych w calej
Polsce, pozwalaja jednak wstgpnie oszacowac sytuacje¢ epidemiologiczng w na-
szym kraju, $ledzi¢ pojawianie si¢ nowych serowardw i typdw bakteriofago-
wych Salmonella oraz odpowiedzie¢ na pytanie, ktore serowary Salmonella
sprawiaja najwigksze trudnosci diagnostyczne polskim laboratoriom.

Przeprowadzone w pracy analizy epidemiologicznych wskaznikow zakazen
bakteriami Salmonella v ludzi w Polsce w latach 1995 — 2007 wykazaly, ze ob-
serwowany ogolny spadek zakazen Salmonella ma zwigzek ze zmniejszajaca
si¢ liczbg zakazen spowodowanych przez S. Enteritidis, chociaz serowar ten
jeszcze ciagle ponosi odpowiedzialno$¢ za znaczacg liczbe infekcji u ludzi wy-
wotanych paleczkami S. enterica. Salmonella Enteritidis pozostaje epidemicz-
nym ,,numerem jeden” wérod pateczek Salmonella izolowanych od ludzi w na-
szym kraju, przy jednoczes$nie zmieniajacej si¢ dystrybucji pozostatych serowa-
row.

Analiza statystyczna trendu wspotczynnikéw zakazen Salmonella (wyrazonych
liczba potwierdzonych przypadkow/100 tys. mieszkancow) u ludzi w Polsce w
latach 1995 — 2007, wykazata statystycznie istotng tendencj¢ spadkowa dla za-
kazen Salmonella ogotem i dla zakazen spowodowanych przez paleczki S. En-
teritidis. Rownocze$nie nie stwierdzono istotnej statystycznie tendencji zmian
(wzrostu badz spadku) dla pozostatych serowaréw poddanych analizie, tj.
S. Typhimurium, S. Hadar, S. Infantis, S. Virchow, S. Newport, S. Mbandaka i
S. Agona. Rozktady w czasie charakteryzujacych je wspotczynnikow wykazuja
raczej cechy procesu bladzenia losowego.

Przedstawione w pracy wyniki typowania bakteriofagowego dostarczaja uni-
kalnych w skali kraju danych epidemiologicznych, dotyczacych dystrybucji ty-
pow bakteriofagowych S. Enteritidis wystepujacych w Polsce. Przeprowadzone
badania z zastosowaniem metody typowania bakteriofagowego wykazaly, iz
przy egzystujacych ciagle w srodowisku tych samych, ,,statych” typach bakte-
riofagowych pateczek S. Enteritidis, zaczynajg pojawiaé si¢ zupelnie nowe ty-
py. Moga one wprawdzie by¢ wynikiem jednorazowych izolacji, ale moga row-
niez sugerowa¢ pojawienie si¢ w kraju nowych, nieznanych jeszcze zrodet za-
kazen, co przy skutecznym zwalczaniu obecnie istniejacych jest bardzo praw-
dopodobne.

Opracowana metoda izolacji i oczyszczania endogennego biatka Hsp60 S. Ente-
ritidis pozwala na otrzymanie czystego biatka z pelnego preparatu S. Enteritidis,
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uzyskanego za pomoca buforu lizujacego i sonifikacji. Wyizolowane biatko
Hsp60 S. Enteritidis, podobnie jak poliwalentne przeciwciata anty-Hsp60 S. En-
teritidis, stanowig bardzo dobre narzedzie do badan poréwnawczych podobien-
stwa immunologicznego i molekularnego pomigdzy biatkami szoku termiczne-
go w testach ELISA.

10. Po raz pierwszy wykazano obecnos¢ wspdlnej determinanty antygenowej po-

miedzy biatkiem Hsp60 bakterii S. Enteritidis i ludzkim biatkiem Hsp60. Biatko
Hsp60 S. Enteritidis moze potencjalnie wzbudza¢ autoprzeciwciala u ludzi.
Ewentualne wystapienie immunologicznych reakcji krzyzowych pomigdzy
biatkiem Hsp60 S. Enteritidis a jego ludzkim homologiem, indukowanych w
przebiegu zakazenia paleczkami S. Enteritidis, moze stanowi¢ istotng kompo-
nent¢ w procesach patogenetycznych innych chordb. Uzyskane wyniki stano-
wig wazny wklad w badania nad biatkami szoku termicznego i chorobotwor-
czos$cig pateczek S. Enteritidis.
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8. STRESZCZENIE

Bakterie z rodzaju Salmonella zajmuja w mikrobiologii szczeg6lng pozycje, zarow-
no z teoretycznego, jak i praktycznego punktu widzenia. Osobliwoscig tej najliczniejszej
wsrod bakterii grupy systematycznej jest bogactwo struktur antygenowych, umozliwia-
jace rozroznienie w jej obrebie 2 579 serowarow, do ktorych stale przybywaja nowo
odkrywane typy serologiczne. Roznice struktury antygenowej sa gtéwnym, cho¢ nie
jedynym, kryterium réznicowania szczepow w obrebie rodzaju Salmonella. Réznorodna
wrazliwos$¢ na bakteriofagi, roznice w zakresie aktywnos$ci biochemicznej w stosunku do
niektorych substratow dostarczaja dalszych mozliwosci podziatu serotypow i wykrywa-
nia w ich obrebie rdznic jeszcze bardziej subtelnych, przyczyniajac si¢ do doktadniejszej
identyfikacji ognisk zakazen. Mimo coraz lepszego poznawania réznych wiasciwosci
biologicznych pateczek z rodzaju Salmonella, szczegétowo opisanych we wstepie do
niniejszej pracy, ich patogenna rola jaka odgrywaja w Srodowisku ludzi i zwierzat nie
tylko nie malata lecz przez wiele lat wykazywata staty wzrost. Chociaz dur brzuszny i
dury rzekome nalezg obecnie do chordb zdecydowanie rzadziej wystgpujacych, rozpo-
wszechnienie salmoneloz wywotanych przez rézne inne serowary stanowi ciagle pro-
blem pierwszorzednej wagi. Koordynowana od wielu lat przez Swiatowa Organizacje
Zdrowia akcja zwalczania salmoneloz wymaga przede wszystkim mozliwie doktadnego
rozeznania w aktualnym obrazie rozprzestrzenienia si¢ poszczeg6élnych przedstawicieli
rodzaju Salmonella w poszczegdlnych krajach na wszystkich kontynentach, co pociaga
za sobg potrzeb¢ przeprowadzania $cistych okresowych analiz epidemiologicznych.
Liczby rejestrowanych przypadkéw zakazen Salmonella przedstawia si¢ zwykle w po-
staci pewnych stalych wskaznikow, czgsto ogolnie dostgpnych w réznych bazach da-
nych. Zalozeniem niniejszej pracy byta che¢ przedstawienia pateczek Salmonella wyste-
pujacych w Polsce w sposob mniej konwencjonalny, pozwalajacy na uzyskanie unikal-
nych danych epidemiologicznych, poprzez prezentacj¢ wszystkich izolowanych typow
serologicznych, w tym nowo pojawiajacych si¢ w kraju, o ktorych zwykle wiadomo
niewiele. W roéznego rodzaju opracowaniach epidemiologicznych ujmowane sa one
zazwyczaj tacznie w pozycji ,,inne” lub ,pozostate”. Szczegdlng uwage poswiecono
rowniez bakteriom Salmonella Enteritidis. Ze wzgledu na pandemiczny charakter eks-
pansji stanowig one swoistego rodzaju fenomen na skal¢ $wiatowa. W Polsce, juz od
dawna, serowar ten jest wsrod pateczek Salmonella epidemicznym ,,numerem jeden”. W
ciggu ostatnich 25 lat (1983 — 2007) zajmowal niezmiennie pierwsze miejsce wsrod
serowarow najczesciej izolowanych od ludzi w Polsce, przy jednocze$nie zmieniajacej
si¢ dystrybucji pozostatych serowarow. W niniejszej pracy dokonano szczegétowej
charakterystyki epidemiologicznej pateczek S. Enteritidis poprzez prezentacje liczb
zakazen spowodowanych tym serowarem rejestrowanych w Polsce w kolejnych latach
poczawszy od 1957 roku, poprzez typy bakteriofagowe oraz jeden z jego czynnikow
wirulecji, jakim okazato si¢ by¢ biatko szoku termicznego Hsp60. Przy formutowaniu
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celow pracy wzigto rowniez pod uwage fakt obowiazku monitorowania salmonelozy na
kazdym szczeblu nadzoru, prowadzonego rowniez przez Krajowy Osrodek Salmonella.
Nadzor epidemiologiczny oparty na wynikach rutynowych badan prowadzonych w roz-
nych laboratoriach dostarcza informacji pozwalajacych na ocene aktualnej sytuacji epi-
demiologicznej, niezbednych do podejmowania odpowiednich akcji przeciwepidemicz-
nych oraz dla planowania zapobieganiu chorobom i ich zwalczanie. Obowigzek monito-
rowania obejmuje zbieranie, przechowywanie, analizowanie, opracowywanie i rozpo-
wszechnianie danych dotyczacych wystepowania salmonelozy i jej czynnikow chorobo-
tworczych, w szeroko pojetym zakresie takich dziatan, ktorych wynikiem, migedzy inny-
mi, jest rOwniez niniejsza praca.

Przedstawione w pracy, wyniki badan referencyjnych przeprowadzonych w Krajo-
wym Osrodku Salmonella, cho¢ nie dotycza wszystkich szczepow Salmonella izolowa-
nych w calej Polsce, pozwalaja jednak wstgpnie oszacowac sytuacje epidemiologiczng w
naszym kraju, $ledzi¢ pojawianie si¢ nowych serowarow Salmonella oraz odpowiedzie¢
na pytanie, ktore serowary Salmonella sprawiajg najwieksze trudnosci diagnostyczne
polskim laboratoriom. Badaniu poddano 2 038 szczepow otrzymanych przez Krajowy
Osrodek Salmonella w latach 1995 — 2007, wyizolowanych w Polsce z materiatoéw 16z-
nego pochodzenia. Rozpoznano ogdtem 145 typow serologicznych w tym 52, ktore
pojawily si¢ w kraju po raz pierwszy. Jeden sposrod z nich okazal si¢ zupetnie nowym,
nie znanym jeszcze wariantem serologicznym, prezentujacym formule antygenowa,
ktéra do tej pory nie wystepowata nigdzie na $§wiecie. Tozsamo$¢ nowo ,,odkrytego”
serowaru potwierdzity, migdzy innymi w celu walidacji, badania przeprowadzone przez
WHO Collaborating Centre for Reference and Research on Sal/monella (Institut Pasteur,
Paryz, Francja) oraz przez dwa inne osrodki referencyjne: Institut fiir Hygiene und
Umwelt (Hamburg, Niemcy) i Centers for Disease Control and Prevention (Atlanta,
USA). Zgodnie z obowigzujacg procedurg, walidacji nowych serowarow Salmonella
dokonuje WHO Collaborating Centre for Reference and Research on Salmonella we
wspotpracy z wyzej wymienionymi o$rodkami. Zgodno§¢ wynikow badan identyfika-
cyjnych przeprowadzonych w tych trzech laboratoriach zatwierdza dany typ serologicz-
ny jako nowy. Serowar Salmonella enterica subsp. diarizonae (48:k:zs7) wyizolowany i
okreslony w Polsce w 2007 roku, uznano za nowy. Ten trzeci juz serowar ,,odkryty” w
naszym kraju (po S. Gdansk i S. Lodz), zostanie uwzgledniony w kolejnej, dziesiatej
edycji schematu White’a-Kauffmanna-Le Minora.

Wszystkie serowary Salmonella wyizolowane po raz pierwszy w Polsce w latach
1995 — 2007, szczegdtowo zaprezentowane w niniejszej pracy, nalezaly do gatunku
Salmonella enterica. Trzydziesci siedem sposrod nich wykazato przynaleznos¢ do pod-
gatunku enterica (1), szes¢ — do podgatunku salamae (11), siedem (w tym nowo ,,odkry-
ty” serowar) — do podgatunku diarizonae (I1Ib) oraz pojedyncze serowary odpowiednio
do podgatunkow houtenae (IV) i indica (V1). Trzynascie sposrod nich wyizolowano
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wylacznie od ludzi, 34 z innych zrodel, a w przypadku pigciu serowaréow izolacji doko-
nano zar6wno od pacjentow, jak i z innych materialdéw. Niepokoi, wykazany w ramach
niniejszej pracy, fakt powodowania salmoneloz u ludzi w naszym kraju przez serowary
nalezace do innych podgatunkéw niz Salmonella enterica subsp. enterica, migdzy inny-
mi z podgatunku salamae, diarizonae i houtenae. W ciagu omawianego przedziatu czasu
wyizolowano szes$¢ takich serowarow, wsérdd nich cztery nie wystepujace wezesniej w
Polsce. Szczepy z podgatunku diarizonae, jak wigkszos¢ jego przedstawicieli, wykazy-
waty zdolno$¢ fermentowania laktozy. Mozna podejrzewaé, iz udziat takich pateczek
Salmonella w powodowaniu zakazen u ludzi w naszym kraju stanowi¢ moze znacznie
powazniejszy problem. Stosowanie w oficjalnych procedurach diagnostycznych wylacz-
nie tradycyjnych podtozy do izolacji bakterii Sa/monella moze by¢ przyczyna nie do-
strzegania ich obecno$ci w badanym materiale.

Pojawienie si¢ nowych (zaréwno izolowanych po raz pierwszy, jak i zupelie no-
wych) typow serologicznych Salmonella stwarza zagrozenie przede wszystkim dla ludzi,
gdyz istnieje prawdopodobienstwo zakazenia ,nieznanymi” dotad drobnoustrojami,
ktére wezesniej tych zakazen u nas nie powodowatly. Szczegdlnie niepokojacy jest fakt,
iz zakazenia te dotyczyly bardzo matych dzieci, glownie niemowlat. Serowary S. Agbe-
ni, S. Galiema, S. Lindern, S. Salford, S§. II (13,22:259:1,5), S. IlIb (38:r:z) i
S. I1Ib (48:k:zs;3) stanowity czynnik etiologiczny zakazen dzieci w przedziale wiekowym
od 4 do 13 miesigcy. Niestety w wiekszosci przypadkéw zrodio zakazenia byto nie usta-
lone lub jak w przypadku zakazenia pateczkami S. Lindern, domniemane.

Cze$¢ sposrod serowardw Salmonella rozpoznanych, w wyniku badan przeprowa-
dzonych w ramach niniejszej pracy, jako czynnik etiologiczny salmonelozy zwierzat,
zwlaszcza zwierzat importowanych, pojawia si¢ w Polsce rzadko lub, tak jak w przypad-
ku S. Alger, S. Bardo, S. Fischerkietz, S. Halle, S. Istanbul, S. 11 (48:d:z), S.I1Ib (35:1:7),
S.IIIb (58:255:235), S.I1b (60:255:253), S.IV (11:24,23:—), wrecz po raz pierwszy i chociaz
jest reprezentowana przez pojedyncze egzemplarze szczepow, stanowi jednak potencjal-
ne zagrozenie dla zdrowia ludzi zwlaszcza, ze nieznana jest nam ich epidemiologia i
mozliwosci chorobotwoércze. Skazone w znacznym stopniu sg takze krajowe i importo-
wane pasze oraz komponenty paszowe, takie jak: mieszanki paszowe, maczka migsna i
migsno-kostna, maczka rybna, maczka zwierzeca czy $ruta rzepakowa, sojowa lub sto-
necznikowa. Jak wykazata autorka tej pracy, izolowano z nich S. Mbandaka, S. Infantis,
S. Havana, S. Muenster i inne serowary. Pasze i komponenty paszowe stanowity rowniez
zrodlo izolacji 9 serowarow, ktorych wczesniej nie rejestrowano w Polsce. Serowary
S. Bracknell, §. Cannstatt, S. Idican, S. Kiambu, S. Liverpool, S. Llandoff, S. Oukam,
S. Telelkebir 1 S. Telhashomer pojawily si¢ w kraju po raz pierwszy w latach 1995 —
2007. Biorgc pod uwage skale produkcji i sposdb zywienia zwierzat tatwo sobie wy-
obrazi¢ jak wazne jest znaczenie pasz w rozprzestrzenianiu bakterii Salmonella.

Nowe serowary powstajg w wyniku zmian kombinacji antygenowych, ktéore moga
by¢ spowodowane réznymi czynnikami. Dlatego powinno podejmowaé si¢ wszelkie
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mozliwe starania, aby ciagle monitorowa¢ wystgpowanie paleczek Salmonella i dystry-
bucje serowardw, nie tylko epidemicznych, ale réwniez wszystkich pozostatych oraz
kontrolowa¢ zakazenia przez nie wywotywane, by moc skutecznie im zapobiegac. Pet-
niejsza wiedza dotyczaca wystepowania réznych serowarow Salmonella, w okre§lonym
czasie, na danym obszarze, jest istotna z punktu widzenia poszczegodlnych panstw. Ma
rowniez ogromne znaczenie mig¢dzynarodowe. Wspolne zaangazowanie wszystkich
panstw na $wiecie pozwoli na zmniejszenie ryzyka zakazen tymi bakteriami. Wyniki
badan uzyskane w ramach niniejszej pracy stanowig znaczacy wktad w te dziatania.

Jak wynika z przedstawionych przez autorke analiz, dokonanych na podstawie da-
nych epidemiologicznych opublikowanych przez PZH i GIS, w latach 1995 — 2007 za-
kazeniu pateczkami Salmonella uleglo w Polsce okoto 380 tysiecy o0sob, z czego prze-
szto 73% stanowity osoby chore. Za ponad 320 tysiecy, to jest okolo 86% wszystkich
bakteriologicznie potwierdzonych przypadkow zakazen Salmonella odpowiedzialnosée
ponosity pateczki S. Enteritidis. Obserwowany w ostatnich latach spadek liczby zakazen
Salmonella, majacy zwigzek ze zmniejszajaca si¢ liczbg zakazen spowodowanych przez
S. Enteritidis, $wiadczy o poprawie stanu sanitarnego naszego kraju. Autorka pracy
wykazata statystycznie istotna tendencj¢ spadkowa zakazen Salmonella ogétem i zaka-
zen wywolanych przez pateczki S. Enteritidis. Zadnego z pozostatych serowaréw podda-
nych analizie statystycznej (tj. S. Typhimurium, S. Hadar, S. Infantis, S. Virchow, S.
Newport, S. Mbandaka, S. Agona) nie cechowala istotna statystycznie tendencja zmian
(wzrostowa badz spadkowa). Rozktady w czasie charakteryzujacych je wspotczynnikow
zakazen wykazujg raczej cechy procesu btagdzenia losowego. Do poprawy sytuacji epi-
demiologicznej Salmonella w Polsce przyczyniaja si¢ skuteczne dzialania wszystkich
instytucji odpowiedzialnych za nadzér, zwalczanie i zapobieganie salmonelozom. Do
najczgsciej rejestrowanych czynnikow etiologicznych salmonelozy u ludzi w Polsce w
okresie od 1995 do 2007 roku nalezaty nastepujace serowary: S. Enteritidis, S. Typhimu-
rium, S. Hadar, S. Infantis, S. Virchow, S. Newport i S. Mbandaka. Taka dystrybucja
typoéw serologicznych reprezentatywnych dla calego kraju, znalazta réwniez potwier-
dzenie wsrdd szczepdéw wyizolowanych z materiatow pochodzacych od ludzi, bedacych
przedmiotem badan Krajowego Osrodka Salmonella, ktorych wyniki przedstawiono w
niniejszej pracy.

Do roku 1994 zarejestrowano w kraju tacznie 158 serowarow Salmonella. Rozpo-
znanie kolejnych 52, w wyniku badan przeprowadzonych w ramach tej pracy, pozwolito
na aktualizacj¢ tego wykazu. W Polsce w ciaggu ostatnich 50 lat (1957 — 2007) okreslono
ogélem 210 serowardow Salmonella. Prawie 70% sposrod nich nalezato do grup serolo-
gicznych O:4, O:7, 0:8, 0:9, 0:3,10 1 O:13. Kazda z pozostatych 24 grup reprezentowa-
na byta odpowiednio przez niewielkg liczbe (1 — 8) serowarow. Pojawiajgce si¢ coraz
liczniej serowary Salmonella, ktorych dotychczas nie izolowano w naszym kraju, moga
stanowi¢ w przysztosci powazny problem spoteczny i ekonomiczny. Kazdy serowar
stanowi potencjalne zagrozenie epidemiczne 1 w kazdej chwili moze sta¢ si¢ przyczyna
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epidemii. Przygotowany w postaci aneksu do niniejszej pracy, szczegdlowy wykaz
uwzgledniajacy wzory antygenowe wszystkich serowarow Salmonella rozpoznanych do
tej pory w Polsce, jest dokumentem referencyjnym, przeznaczonym do celow identyfi-
kacyjnych. Opracowany na podstawie najnowszej, dziewiatej edycji schematu White’a-
Kauffmanna-Le Minora, moze stanowi¢ istotng (wrecz rekomendowang) pomoc w pracy
dla wszystkich laboratoriow zajmujacych si¢ diagnostykg serologiczng pateczek Salmo-
nella w kraju. Uwzgledniono w nim takze, w przypisach umieszczonych pod odpowied-
nimi grupami serologicznymi, informacje o tych serowarach, ktore dawniej wystepowaly
w Polsce, a ktorych nazwy w wyniku modyfikacji schematu zostaty z niego usunigte, z
jednoczesnym podaniem ich aktualnych odpowiednikéw. Wykaz ten stanowi roOwniez
cenne i unikalne w skali kraju zrédto danych umozliwiajacych poglebienie wiedzy w
zakresie epidemiologii pateczek z rodzaju Salmonella wystepujacych w Polsce w ciagu
ostatniego potwiecza.

W podsumowaniu przedstawionych wynikéw prowadzonego w Polsce juz od wielu
lat typowania bakteriofagowego pateczek S. Enteritidis mozna stwierdzi¢, ze zakazenia
spowodowane tym serowarem, ktore wystapily w naszym kraju w czasie ostatnich pigc-
dziesigciu lat spowodowaty dwie grozne epidemie. Pierwsza z nich byla wprawdzie
mniejsza liczebnie, ale spowodowata ci¢zkie schorzenia i $mier¢ wielu dzieci. Druga
natomiast, o tagodniejszym przebiegu i znacznie wydtuzona w czasie, objeta wielokrot-
nie wigksza liczbg osob i praktycznie trwa do dzisiaj. Obserwowana w ostatnich latach
tendencja spadkowa udziatu zachorowan wywotanych tym serowarem w ogolnej liczbie
zachorowan na salmonelozy w Polsce napawa optymizmem i rokuje na catkowite wyga-
$nigcie tej epidemii. Wyniki typowania fagowego przeprowadzonego w ramach niniej-
szej pracy dotycza 750 szczepow S. Enteritidis wyizolowanych w Polsce w okresie wy-
gasania (1996 — 2007) trwajacej juz ponad ¢wieré wieku drugiej epidemii spowodowane;j
tym serowarem. Do najczesciej okre§lanych typoéw fagowych naleza nadal typy: 1, 617
(wedtug schematu Lalko i wsp.). Dominuja one wsrod izolacji od ludzi, a takze z zyw-
nosci, od zwierzat, z pasz, wymazow sanitarnych i innych zrédel. Zdecydowanie prze-
wazaly szczepy typu 7. Szczepy S. Enteritidis typu 1 izolowano prawie w takich samych
ilosciach jak typu 6. Zaobserwowano réwniez nieco wigkszg liczbe szczepdw prezentu-
jacych typ fagowy 3 w poréwnaniu do poprzednich przedzialéow czasowych. Trudno
jednak nie zauwazy¢, ze przy egzystujacych ciagle jeszcze w srodowisku tych samych,
»stalych” typach bakteriofagowych, zaczynaja pojawiac si¢ zupetnie nowe: typ 24, 25,
26 1 27. Izolowano je przede wszystkim od ludzi. Moga one by¢ wprawdzie wynikiem
jednorazowych izolacji, ale moga rowniez sugerowac pojawienie si¢ w kraju nowych,
nieznanych jeszcze zrddet zakazen, co przy skutecznym zwalczaniu obecnie istniejacych
jest bardzo prawdopodobne. W ciagu 27 lat trwania drugiej epidemii S. Enteritidis w
Polsce dominujacymi typami fagowymi byty: typ 1, 6 i 7, z najliczniej izolowanymi
szczepami typu 7. Wyniki typowania bakteriofagowego wskazuja na pewne powiazanie
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pierwszej i drugiej epidemii, przede wszystkim poprzez obecno$¢ pateczek S. Enteritidis
typu 7. Izolowane podczas pierwszej epidemii w stosunkowo niewielkim procencie
wylacznie od ludzi, zdominowaty wickszos$¢ zrodet zakazen zwigzanych z druga epide-
mig, uzyskujac rowniez przewage u ludzi.

Bialka szoku termicznego juz od wielu lat stanowig temat badan wielu naukowcow.
Czgsé¢ bakteryjnych bialek szoku termicznego jest zarazem antygenem powierzchnio-
wym, przeciwko ktorym sg wytwarzane przeciwciala w procesie odpowiedzi immunolo-
gicznej. Wsrdd nich znajduja si¢ biatka klasy GroEL, nalezace do rodziny bialek o masie
czasteczkowej 60 kDa. Jedno sposrdd tych biatek, Hsp60 bakterii Salmonella Enteritidis,
byto przedmiotem badan naukowych prowadzonych w ramach niniejszej pracy. Z uwagi
na duzy konserwatyzm struktury tych protein istnieje mozliwo$¢ wystgpienia immuno-
logicznych reakcji krzyzowych migdzy bakteryjnymi biatkami szoku cieplnego a ich
ludzkim homologiem. W ten sposob jeden ze starszych mechanizméw ochrony komorki
przed niekorzystnymi warunkami $rodowiska staje si¢ przyczyng inicjacji procesu (au-
to)immunologicznego. Do tej pory niewiele wiadomo na temat biatka Hsp60 produko-
wanego przez pateczki Salmonella Enteritidis i jego ewentualnej roli w procesie infek-
cyjnym. Pateczki Salmonella Enteritidis stanowig obecnie dominujaca przyczyne salmo-
neloz ludzi i zwierzat, zardbwno w Polsce, jak i na §wiecie. Powazny problem zdrowotny
i ekonomiczny zwigzany z tym patogenem byt podstawa do przeprowadzenia badan nad
rola biatka Hsp60 w zakazeniach spowodowanych pateczkami Salmonella Enteritidis. W
oparciu o znane techniki, opracowano wlasng metode izolacji i oczyszczania endogen-
nego biatka Hsp60 S. Enteritidis, uwazanego za jeden z czynnikow wirulencji tych bak-
terii. Przedstawiona szczegdtowo w niniejszej pracy metoda daje bardzo dobre rezultaty.
Pozwala na otrzymanie z pelnego preparatu S. Enteritidis, uzyskanego za pomoca buforu
lizujacego Laemmli i sonifikacji, czystego bialka o masie czasteczkowej 58,88 kDa.
Uzyskane biatko postuzyto migdzy innymi do przeprowadzenia testow immunodetek-
cyjnych pozwalajacych na wykazanie podobienstwa immunologicznego pomigdzy biat-
kiem Hsp60 pateczek S. Enteritidis i ludzkim biatkiem Hsp60. Stosujac metode ELISA
wykazano, ze przeciwciata poliklonalne anty-Hsp60 S. Enteritidis rozpoznaja ludzkie
biatko Hsp60 i jednen z jego siedmiu syntetycznych fragmentow wykorzystanych do
przeprowadzenia badan. Zahamowanie reakcji immunoenzymatycznej poprzez absorpcje
surowicy anty-Hsp60 S. Enteritidis odpowiednio biatkiem Hsp60 S. Enteritidis, pepty-
dem Hsp60 (409 — 424) i ludzkim biatkiem Hsp60 pozwolito na wykazanie swoistosci
reakcji wigzania ludzkiego biatka Hsp60 i jego syntetycznego fragmentu (409 — 424)
przez przeciwciata anty-Hsp60 S. Enteritidis zawarte w surowicy krolicze;j.

Zaprezentowane w pracy wyniki badan potwierdzajg fakt istnienia homologii po-
miedzy biatkiem Hsp60 S. Enteritidis i ludzkim biatkiem Hsp60. Wykazano, ze jedna ze
wspolnych determinant antygenowych dla obu bialek zawarta jest w zakresie sekwencji
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aminokwasowej wyznaczonej przez syntetyczny peptyd ludzkiego Hsp60 (409 — 424):
Thr-Ser-Asp-Val-Glu-Val-Asn-Glu-Lys-Lys-Asp-Arg-Val-Thr-Asp-Ala.

Istnienie w biatku bakteryjnym epitopoéw podobnych strukturalnie do antygenoéw go-
spodarza, moze indukowac przeciwciata przeciw wtasnym strukturom biatkowym. Od-
powiedz na antygen bakteryjny moze powodowaé reaktywnos$¢ autoimmunologiczng i
nawet tagodne w przebiegu zakazenie moze prowadzi¢ do rozwoju reaktywnosci krzy-
zowej, a w konsekwencji do choroby autoimmunologicznej. Metody zastosowane w
badaniach wykonanych i przedstawionych w ramach niniejszej pracy pozwolily jedno-
znacznie okresli¢, ze biatko Hsp60 pateczek Salmonella Enteritidis spetnia warunki
mimikry. Oznacza to, ze biatko Hsp60 S. Enteritidis moze potencjalnie wzbudza¢ auto-
przeciwciata. Uzyskane wyniki stanowia wazny wklad w badania nad biatkami szoku
termicznego i chorobotworczoscig pateczek S. Enteritidis.
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9. SUMMARY

Members of the genus Salmonella are of great importance in microbiology both
from the theoretical as well as practical point of view. The antigenic diversity is a curios-
ity of this most numerous taxon within bacteria. The antigenic structures of Sa/monella
allowed to differentiate 2579 serovars within genus and new variants will continue to be
described. Differences of the antigenic structure is the main, although not only, criterion
of strain differentiation within the genus Sal/monella. The different susceptibility of iso-
lates to selected bacteriophages, differences in the range of their biochemical activity
against certain substrates, gave additional possibility for serovars subdividing and find-
ing more subtle differences, which makes the outbreaks identification more accurate.
Even though we got to know better the biological characteristics of Salmonella, the
pathogenic role of these bacteria in the human and animal environment has not only
decreased but continuously increased for many years. Although typhoid and paratyphoid
fevers are recently noted rather occasionally (except the endemic areas), spreading of
Salmonella infections caused by other serovars is still a problem of the most importance.
The campaign of the elimination of salmonellosis coordinated for years by WHO, first of
all requires the precise knowledge about current spreading of the genus Salmonella
members in the individual countries of all continents. For this reason the accurate, peri-
odically made epidemiological analyses are needed. The numbers of recorded cases of
Salmonella infections are usually presented in a form of reliable regular rates commonly
available in different databases. The main principle of this research work, giving possi-
bility to obtain unique epidemiological data, was the idea to present Salmonella occur-
ring in Poland in a less conventional way, through the presentation of all isolated Salmo-
nella serovars, including the new ones appearing in our country, especially as about the
last not much is usually known. They are rarely presented individually. They are usually
taken together and included into different epidemiological reports in a position named
“others” or “remaining”. The particular attention was also devoted to Salmonella
Enteritids serovar. Because of a pandemic nature of these bacteria expansion they are a
kind of the world range phenomenon. For many years, Salmonella Enteritidis has been
the epidemic “number one” among other Salmonella serovars occurring in Poland. Dur-
ing the last 25 years (1983 — 2007) this serovar was permanently on the first place within
Salmonella serovars most often isolated from humans, and at the same time the changes
in distribution of other serovars were observed. In this research work, a detailed epide-
miological characterization of Salmonella Enteritidis bacteria was performed by present-
ing the numbers of infections caused by this serovar registered in Poland for years since
1957, by phage types and by one of their virulence factors which turned out to be heat
shock protein of 60 kDa (Hsp60). The obligation for monitoring of salmonellosis on
each level of the control, performed also by the National Salmonella Centre, was taken
into consideration to formulate the aims of this work. The surveillance based on the
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results of routine investigations performed by different laboratories provides information
that allows to estimate the current epidemiological situation of Salmonella. They are also
useful for taking the proper antiepidemic activities and planning the strategy of protec-
tion against diseases and to control them. Monitoring includes ongoing systematic col-
lection, storage, analysis, interpretation and the timely dissemination of data associated
with occurring of salmonellosis and its virulence factors in a wide range of meaning of
such activities, which also result in this research work.

Although the results of reference investigations performed by the National Salmo-
nella Centre and presented in this paper are only the part of all Salmonella strains isolat-
ed in Poland, they allow for preliminary estimation of the epidemiological situation in
our country. They also allow to observe the appearance of new Sal/monella serovars and
answer the question which serovars cause the most diagnostic difficulties for Polish
laboratories. A total number of 2038 Salmonella strains were examined. They were sub-
mitted to the National Salmonella Centre for reference identification between 1995 —
2007. All of them were isolated in Poland, from human and non-human sources. One
hundred and forty five serovars were recognized among the examined strains including
fifty two which appeared in our country for the first time. One of them turned out to be a
quite new serological variant, not known before. Its antigenic formula was not recog-
nized anywhere in the world yet. Identity of this newly discovered serovar was con-
firmed, among other things for the validation reason, by the researches performed by the
WHO Collaborating Centre for Reference and Research on Sa/monella (Institut Pasteur,
Paris, France) and two other reference laboratories: Institut fiir Hygiene und Umwelt
(Hamburg, Germany) and Centers for Disease Control and Prevention (Atlanta, USA).
According to the current procedure the validation of new Salmonella serovars should be
done at the WHO Collaborating Centre for Reference and Research on Salmonella in
collaboration with laboratories in Hamburg and Atlanta mentioned above. Serovars are
homologated when these three laboratories agree on their validation. Serovar Salmonella
enterica subsp. diarizonae (48:k:zs7) isolated and defined in Poland in 2007 was con-
firmed by the above laboratories to be the new one. This third, after S. Gdansk and
S. Lodz, serovar newly discovered in Poland will be included into the next, 10th edition
of the White-Kauffmann-Le Minor scheme.

All Salmonella serovars isolated for the first time in Poland between 1995 — 2007,
presented in detail in this paper, belonged to the species Salmonella enterica. Thirty
seven of them were assigned to subspecies enterica (1), six — to subspecies salamae (II),
seven (including the new discovered serovar) — to subspecies diarizonae (I11b), one to
subspecies houtenae (IV) and one to subspecies indica (VI). Thirteen of these first isola-
tions were made only from human and 34 only from non-human sources. Five serovars,
namely S. Mississippi, S. Hvittingfoss, S. Isaszeg, S. Lindern and S. IV (11:24,754:-) were
isolated from both sources. Unfortunately, human salmonellosis in Poland are also
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caused by serovars of subspecies other than Salmonella enterica subsp. enterica. Mem-
bers of such subspecies as salamae, diarizonae and houtenae have been responsible for
Salmonella infection in humans, what was shown in this paper. Six of such serovars,
including four of those which did not appear previously in Poland, were isolated during
the reported period. Strains of subspecies diarizonae, like the majority of its representa-
tives, showed ability to ferment lactose. The participation of such serovars in causing
infections of humans in our country may constitute more serious problem that it is sus-
pected. The use of traditional media for Sa/monella isolation as the only ones in official
diagnostic procedures may result in omitting their presence in the examined material.

Appearance of new (in the meaning: occurring for the first time as well as newly
discovered) Salmonella serological variants constitutes a major hazard, because people
are at risk to be infected with microorganisms which are unknown for us, and which
have not caused infections in our country yet. The fact that very young children, mainly
infants, were involved in these infections, is especially worrisome. Such serovars as
S. Agbeni, S. Galiema, S. Lindern, S. Salford, S. II (13,22:2,59:1,5), S. lIIb (38:r:z) and
S. IIIb (48:k:zs3) were etiologic agents of infections of children in the 4- to 13-month age
range. Unfortunately in great majority of these cases, the source of infection was un-
known or assumed only, like it was in S. Lindern-caused severe systemic infection (ex-
posure to turtles).

Some of Salmonella serovars presented in this paper which were recognized as etio-
logic agents of animal salmonellosis, especially of imported animals, are rare in Poland.
Such serovars as S. Alger, S. Bardo, S. Fischerkietz, S. Halle, S. Istanbul, S. 1T (48:d:z),
S. b (35:i:z), S. IIb (58:255:235), S. IIIb (60:z5,:253), S. IV (11:24,253:—) just occurred
for the first time. Although represented by single isolates, they constitute a hazard to
human health, the more so that their ecology and pathogenesis of infection have not been
completely explained.

Animal feed is a recognized source of pathogenic microorganisms for animals. It is
still relatively common to find evidence of contamination of domestic and imported feed
and feed ingredients. Recent evidence presented in this paper indicates that a high pro-
portion of both domestic and imported bone meal, meat meal, fish meal, and similar
protein supplements used in animal and poultry feeds are contaminated with Salmonella.
Salmonella Mbandaka, S. Infantis, S. Havana, S. Muenster and other serovars were de-
fined in this study within strains isolated from them. The feedstuff and ingredients were
also the source of nine Sal/monella serovars that previously had not been reported in
Poland. Serovars S. Bracknell, S. Cannstatt, S. Idican, S. Kiambu, S. Liverpool,
S. Lladoff, S. Oukam, S. Telelkebir and S. Telhashomer appeared for the first time in our
country between 1995 and 2007. Taking into consideration the range of animal produc-
tion and the feeding habits, it is easy to imagine how important in Sa/monella dissemina-
tion the contaminated feeds are.
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New Salmonella serovars come into existence as a result of changes in antigenic
combinations which can be provoked by different factors. Because of that, all possible
steps should be taken to monitor the occurrence of Salmonella organisms and the fre-
quency of distribution of all serovars, not only the epidemic ones. Measuring trends in
serovars over time ought to be done to provide information about the efficacy of preven-
tion and control measures. More complete knowledge of the relative prevalence of dif-
ferent Salmonella serovars, by time and place, is of high importance, both from national
and international standpoint. Global joint actions and involvement of all countries in this
strategy will allow to reduce the risk of Salmonella infections. The results of author’s
research work, presented in this paper, are significant for these activities.

How it appears from the analyses performed by author on the basis of the epidemio-
logical data published by the National Institute of Hygiene and Chief Sanitary Inspec-
torate, about 380,000 persons were infected with Salmonella in Poland for the 13-year
period (1995 — 2007). Above 73% of them were symptomatic. Salmonella Enteritidis
was responsible for more than 320,000 cases, that is about 86% of all culture-confirmed
Salmonella infections. The decreases in the annual total case counts of Sa/monella infec-
tions observed in the last years reflect the improvement in the sanitary condition of our
country. Statistically significant and decreasing trend (1995 — 2007) in Salmonella noti-
fication rates was revealed by author. The decrease in notification rates associated with
S. Enteritidis infections was also observed. The decreasing S. Enteritidis trend was statis-
tically significant as well. None of the remaining, statistically analyzed serovars (i.e.
S. Typhimurium, S. Hadar, S. Infantis, S. Virchow, S. Newport, S. Mbandaka i S. Agona)
was found to be significantly increasing or decreasing in frequency over time. The dis-
tribution of their notification rates shows rather features of random walk. An improve-
ment in Sa/monella epidemiological situation observed in Poland is a result of effective
actions taken by all institutions responsible for surveillance, control and prevention of
salmonellosis. At present, the most frequent etiologic agents of human salmonellosis in
Poland are: S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Hadar, S. Infantis, S. Virchow, S. Newport
and S. Mbandaka. Such distribution of Sa/monella serovars representative for the whole
country was also confirmed by the results presented in this paper. The same serovars
were recognized among the strains isolated from human specimens, submitted to the
National Salmonella Centre for reference identification.

One hundred and fifty eight Sal/monella serovars were reported in Poland up to the
end of 1994. Fifty-two another serovars were isolated during the next 13-year period as a
result of this research work, which allowed to update the list. During the last fifty years
(1957 — 2007) two hundred and ten Salmonella serovars were recognized in Poland.
Group O:4 occupied the major part and together with groups O:7, O:8, 0:9, 0:3,10 and
0:13 covered about 70% of these 210 serovars. Each of the 24 remaining groups was
represented by several serovars (1 — 8), respectively. More and more numerous appear-
ing Salmonella serovars which have not been isolated in our country yet, may become a
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serious social and economic problem in the future. Each Salmonella serovar means a
potential epidemic threat and may cause an epidemic at any time. A detailed list summa-
rizing antigenic formulae of all Salmonella serovars recognized in Poland so far was
prepared in a form of annex to this paper. The list, worked out on the basis of the newest,
9th edition of the White-Kauffmann-Le Minor scheme is a reference document designat-
ed for identification purposes. It can be used (and is recommended to be used) by all
laboratories conducting serological diagnostics of Sa/monella organisms in our country.
The list includes also information about these serovars which formely occurred in Poland
and which names were withdrawn from the modified White-Kauffmann-Le Minor
scheme. Serovars corresponding to them are indicated. It is also a valuable source of data
that allow to broaden our knowledge about epidemiology of Salmonella organisms oc-
curring in Poland during the last 50 years.

Basing on the presented results of S. Enteritidis phage typing, which has been con-
ducted in Poland for many years, it can be noted that S. Enteritidis infections reported in
our country during the last fifty years were associated with two serious epidemics. The
first epidemic of S. Enteritidis was found to be small in the total case counts but more
severe. Very serious courses of disease and death of many children were noted. The
second one was less severe in course but considerably prolonged in time (virtually, it
still exists) and involved much more people. The decreasing trend in participation of this
serovar in total case counts of salmonellosis reported in Poland in the last years is buoy-
ant and prognosticates the complete dying out of this epidemic. The results of phage
typing carried out as a part of this research work are associated with 750 S. Enteritidis
strains isolated in Poland between the years 1996 — 2007, in the dying out period of
lasting over 25 years second epidemic caused by this serovar. Types 1, 6 and 7 (accord-
ing to the Lalko et al. scheme) belong to the most often identified phage types. They are
dominant among human as well as non-human (food, feeds, animals, environment and
others) isolates. The great majority of them were of type 7. Type 1 S. Enteritidis strains
were isolated in the same number as type 6 strains. Compared with the previous periods
of time a little higher number of strains which presented phage type 3 was noted. It is not
difficult to notice that except the same permanent phage types continuously existing in
the environment, the completely new types become to appear such as 24, 25, 26 and 27.
First of all they were isolated from humans. Indeed, they can be an effect of one-time
isolations, but they can also suggest an appearance of new, unknown yet sources of
S. Enteritidis infections in our country, which is very possible as a result of effective
elimination of currently existing ones. Phage types 1, 6 and 7 were predominant during
27 years of lasting of the second S. Enteritidis epidemic in Poland. The strains of type 7
were the most numerous ones. The results of phage typing indicate that there exists a
relationship between the two S. Enteritidis epidemics: that S. Enteritidis type 7 organ-
isms occur in both. During the first epidemic they were isolated in relatively small per-
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centage and only from humans. The great majority of sources of S. Enteritidis infections
associated with the second epidemic were dominated by them. They were also prevalent
in human isolates.

Heat shock proteins (Hsps) constitute a subject of research of many scientists from
many years. Some of the bacterial Hsps function as the surface antigens and antibodies
against them were produced as a result of immune response. Heat shock proteins of the
GroEL class, from the 60 kDa family, belong to this group. One of them, Hsp60 of
S. Enteritidis became a part of research work performed within this study. Because of
highly conserved structures of these proteins, the immune cross-reactivity between bac-
terial Hsps and their human homologues is possible. In this way, one of the older mech-
anisms of cell protection against adverse environmental conditions becomes a reason of
initiation of (auto)immune process. To this time little is known about Hsp60 produced
by S. Enteritidis organisms and its possible role in the infectious process. Currently,
S. Enteritidis is the predominant etiologic agent of human and animal salmonellosis in
Poland and in the world. A serious health and economic problem associated with this
pathogen was the basis for performing the study to investigate the role of Hsp60 protein
in the infections caused by S. Enteritidis. Basing on the known techniques, the own
method of isolation and purification of endogenous Hsp60 of S. Enteritidis, which is
suggested to be one of virulence factors of these bacteria, was worked out. This method,
presented in detail in this paper, gives very good results. It allows to obtain pure protein
of 58.88 kDa from S. Enteritidis crude preparation prepared from pelleted cells lysed in
the Laemmli buffer and disrupted by sonication. Enzyme-linked immunosorbent assays
were used successfully to show that rabbit polyclonal antibodies developed against
Hsp60 of S. Enteritidis recognize human Hsp60 and one of its seven synthetic peptides
used in the study. Specificity of binding was confirmed by inhibition of immuno-
enzymatic reaction by means of absorption of serum antibodies with the excess amount
of a given antigen. The test revealed that human recombinant Hsp60 and synthetic frag-
ment (409 — 424) of human Hsp60 markedly inhibited the binding activity of rabbit anti-
S. Enteritidis Hsp60 antibodies to the solid phase bound Hsp60 of S. Enteritidis.

The results of experimental study presented in this paper confirmed that there is a
homology between Hsp60 of S. Enteritidis and human Hsp60. It was revealed that one of
the common antigenic determinant for both the proteins is determined by the amino acid
sequence of human Hsp60 peptide (409 — 424): Thr-Ser-Asp-Val-Glu-Val-Asn-Glu-Lys-
Lys-Asp-Arg-Val-Thr-Asp-Ala. Epitopes of bacterial proteins structurally similar to
self-antigens present in the host may induce antibodies against self protein structures. An
immune response originally triggered by bacterial antigen might induce an autoimmune
reactivity and even mild infections are able to cause crossreactive response and, as a
consequence, the autoimmune disease. The methods used in the performed study and
presented in this paper allow to determine explicitly that Hsp60 of S. Enteritidis meets
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the requirements of molecular mimicry. It means, that S. Enteritidis Hsp60 potentially
might induce autoantibodies. Obtained results make a considerable contribution to the
research on heat shock proteins and S. Enteritidis pathogenicity.
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10. ANEKS

Serowary Salmonella wystgpujace w Polsce, okreslone w Krajowym Osrodku Salmonella w latach
1957-2007", przedstawione w oparciu o zmodyfikowany schemat White’a-Kauffmanna-Le Mino-
ra® [149], z uwzglednieniem wszystkich zmian w klasyfikacji i nazewnictwie bakterii Salmonella

Salmonella serovars isolated in Poland, identified by the National Salmonella Centre between
1957 and 2007', presented according to the modified White-Kauffmann-Le Minor’ scheme [149]

with all changes in classification and nomenclature of genus Salmonella

Wzory antygenowe / Antigenic formulae

Serowar Antygen somatyczny (O) Antygen rzgskowy (H)
Serovar Somatic (O) antigen Flagellar (H) antigen

Faza 1 Faza 2 Inne

Phase 1 Phase 2 Other

Grupa O:2 (A)
Paratyphi A 1,2,12 a [1,5]
Grupa O:4 (B)*

Kisangani 1,4,[5],12 a 1,2
Bispebjerg 1,4,[5],12 a e,n,x
Paratyphi B 1,4,[5],12 b 1,2 [25],[233]
Abony 1,4,[5],12,[27] b e,n,x
11 1,4,[5],12,[27] b [e,nx]
Schleissheim® 4,12.27 b -
Stanley 1,4,[51,12,[27] d 1,2
Schwarzengrund 1,4,12,27 d 1,7
Duisburg 1,4,12,[27] d e,n,Z5 [e,h]
Saintpaul 1,4,[5],12 eh 1,2
Reading® 1,4,[5],12 eh 1,5 [R1...]
Chester 1,4,[5],12 e,h e,n,x
Sandiego 1,4,[5],12 e,h e,n,zs
Derby 1,4,[5],12 f,g [1,2]
Agona L4[51,12 fg.s [1.2] [27],[725]
Essen 4,12 g,m -
Hato 1,4,[5],12 g.m,s [1,2]
California 4,12 g,m,t [z67]
Kingston 1,4,[51,12,[27] g,8,t [1,2] [z43]
Banana 1,4,[5],12 m,t [1,5]
Typhimurium 1,4,[5],12 i 1,2
Agama 4,12 i 1,6
Ljubliana 412,27 k e,n,x
Bredeney 1.4,12,27 Lv 1,7 [Z40]
Brandenburg 4,[5],12 Lv e,n,Z5
Kunduchi 1,4,[5]1,12,[27] 1,[213],[ 23] 1,2
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Heidelberg 1,4,[5],12 r 1,2
Coeln 1,4,[5],12 y 1,2
Kiambu 14,12 z 1,5
Indiana 14,12 z 1,7
Stanleyville 1,4,[51,12,[27] 74723 [1,2]
Haifa 1,4,[5],12 Z19 1,2
Abortusequi 4,12 - e,n,x

* Serowary z dawnej grupy B, ktore wystepowaly w Polsce, a ktorych nazwy zostaly usuniete ze
schematu: S. abortusbovis (obecnie polaczony z S. Abony), S. II sofia (obecnie S. II
1,4,[51,12,[27]:b:[e,n,x]) . ® Wariant rozktadajacy d-winian sodowo-potasowy nazywany jest wa-
riantem Java. © Zelatynaza +, dulcytol —. “R1...: R-fazy antygenu rzeskowego aglutynujace z suro-
wicami anty-1,2, anty-1,5, anty-1,6, anty-1,7 i nie aglutynujace z surowicami anty-2, anty-5, anty-
6, anty-7

Grupa O:7 (C))*
Szczepy z tej grupy moga by¢ lizogenizowane przez faga 14 (0:6,7 — 0:6,7,14). Szczepy takie,

umieszczane dawniej w odrebnej grupie C,°, obecnie wiaczono do grupy O:7 (warianty 14" sero-
warow juz w niej istniejacych), a ich nazwy zostaty wyeliminowane ze schematu

Oslo 6,7,14 a e,n,x

Coleypark 6,7,14 a Lw

Brazzaville 6,7 b 1,2

Ohio 6,7,14 b Lw [259]

Paratyphi C° 6,7,[Vi] c 1,5

Choleraesuis® 6,7 c 1,5

[sangi 6,7,14 d 1,5

Livingstone 6,7,14 d Lw

Norwich 6,7 eh 1,6

Braenderup 6,7,14 eh e,n,zs

Rissen 6,7,14 f.g -

Montevideo® 6,7,14 g.m,[pl,s [1,2,7]

Oranienburg 6,7,14 m,t [257]

Galiema 6,7,14 k 1,2

Thompson® 6,7,14 k 1,5 [RI..]

Singapore 6,7 k e,n,x

Concord 6,7 Lv 1,2

Potsdam 6,7,14 Lv e,n,zs

Gdansk 6,7,14 Lv Z

Virchow 6,7,14 r 1,2

Infantis® 6,7,14 r 1,5 [RI...].[z37],
[245]).[Z40]

Bareilly 6,7,14 y 1,5

Hartford 6,7 y e,n,x Z67]

Oakland 6,7 z 1,6,[7]

Mbandaka 6,7,14 Z10 e,n,zs [237],[245]

Jerusalem 6,7,14 Z10 Lw

Tennessee 6,7,14 Z59 [1,2,7]

Lille 6,7,14 Z3g - [2s]
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* Serowary z dawnej grupy C,, ktore wystepowaly w Polsce, a ktorych nazwy zostaly usuniete ze
schematu: S. mission (obecnie potaczony z S. Isangi). ® Serowary z dawnej grupy Cj, ktore wyste-
powaly w Polsce, a ktorych nazwy zostaly usunigte ze schematu: S. nienstedten, S. bornum (obec-
nie warianty 14" odpowiednio serowaréw S. Ohio i S. Lille). ¢ Serowary réznicowane biochemicz-
nie. ¢ Moze wystepowaé faktor O:54 uwarunkowany obecnoscia plazmidu i maskowaé faktory
0:6,7,14. °R1...: R-fazy antygenu rzeskowego aglutynujace z surowicami anty-1,2, anty-1,5, anty-
1,6, anty-1,7 i nie aglutynujace z surowicami anty-2, anty-5, anty-6, anty-7

Grupa O:8 (C, — C3)

Dawne grupy C, (0:6,8) i C; (0O:8), rozniace si¢ tylko obecnoscia lub brakiem faktora O:6, zostaty
potaczone w jedna grupe O:8

Tado 8,20 c Zg

Virginia 8 d 1,2

Muenchen 6,8 d 1,2 [267]
Manhattan 6,8 d 1,5 [2ss]
Bardo 8 e,h 1,2

Newport 6,8,20 eh 1,2 [267].[27]
Kottbus 6,8 e,h 1,5

Tshiongwe 6,8 eh e,n,zs

Emek 8,20 g,m,s -

Yokoe 8,20 m,t -

Takoradi 6,8 i 1,5

Bonariensis 6,8 i €,n,x

Kentucky 8,20 i Zs

Haardt 8 k 1,5

Blockley 6,8 k 1,5 [2ss]
Litchfield 6,8 Lv 1,2

Manchester 6,8 Lv 1,7

Breukelen 6,8 1,23,[225] e,n,z;s

Hindmarsh 8,20 r 1,5

Bovismorbificans® 6,8,20 r,[i] 1,5 [RI1...]
Goldcoast 6,8 r 1w

Altona 8,20 r,[i] Zs

Inchpark 6,8 y 1,7

Chailey 6,8 24,223 [e.n,zys]

Corvallis 8,@ 74,773 [Z(,]

Albany 8,20 Z4,Z04 - [245]
Istanbul 8 Zy €,n,X

Hadar 6,8 Z10 €,n,X

Glostrup 6,8 Z1o e,n,zs

Molade 8,20 Z19 Zs

#R1...: R-fazy antygenu rzeskowego aglutynujace z surowicami anty-1,2, anty-1,5, anty-1,6, anty-
1,7 i nie aglutynujace z surowicami anty-2, anty-5, anty-6, anty-7

Grupa 0:9 (D))*

Miami® 1,9,12 a 1,5
Saarbruecken 19,12 a 1,7

Durban 9,12 a e,n,zs
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11 1,9,12 b e,n,x

Typhi® 9,12[Vi] d - [Z66]
Eastbourne 1,9,12 eh 1,5

Berta 1,9,12 [f],g,[t] -

Enteritidis® 1,9,12 gm -

Blegdam 9,12 g,m,q -

Dublin 1,9,12[Vi] ,p -

Rostock 1,9,12 g.p,u -

Moscow 19,12 2,9 -

Panama® 19,12 Lv 1,5 [R1..]
Kapemba 9,12 Lv 1,7 [Z40]
Javiana® 1,9,12 1,255 1,5 [RI...]
Gallinarum 1,9,12 - -

*Serowary z dawnej grupy Dy, ktore wystepowaty w Polsce, a ktorych nazwy usunigto ze schema-
tu: S. pullorum (obecnie wariant biochemiczny serowaru S. Gallinarum). ° Jest prototrofem
(S. Sendai o tym samym wzorze antygenowym jest auksotrofem). © Niektore szczepy (rzadko
wystepujace) moga posiadaé jako faze 1 antygenu rzeskowego H:j zamiast H:d (delecja 261 nu-
kleotydu w genie f7iC); niezaleznie od tego, moga rowniez wystepowac (rzadko) szczepy posiada-
jace dodatkows faze H:zg uwarunkowana obecno$cia genu pochodzenia plazmidowego. ¢ Dodat-
kowo obok faktorow H:g,m, niektére szczepy moga posiadac faktory H:p lub H:f lub H:t; wyjat-
kowo, niektore szczepy moga prezentowac druga faze antygenu rzeskowego H:1,7. °R1...: R-fazy
antygenu rzgskowego aglutynujace z surowicami anty-1,2, anty-1,5, anty-1,6, anty-1,7 i nie aglu-
tynujace z surowicami anty-2, anty-5, anty-6, anty-7

Grupa 0:9,46 (D,)

Plymouth 9,46 d Zs

India 9,46 Lv 1,5

Ouakam 9,46 Z29 - [245]
Fresno 9,46 738 -

Grupa 0:3,10 (E)*

Szczepy z tej grupy moga by¢ lizogenizowane przez faga g5 (0:3,10 — O:3,15) a nastgpnie przez
faga €34 (0:3,15 — 0:3,15,34); w takiej sytuacji faktory O:15 lub O:15,34 zastepuja faktor O:10,
ktory przestaje by¢ wykrywalny. Szczepy posiadajace antygen somatyczny O:3,15 (dawna grupa
E,) i szczepy z antygenem somatycznym O:3,15,34 (dawna grupa E;) zostaly, wraz ze szczepami
0:3,10 zaklasyfikowane do jednej grupy serologicznej nazywanej obecnie grupa 0:3,10

Oxford 3,010} {15} {1534}  a 1,7
Butantan 3,{10}{15}{15,34} b 1,5
Onireke 3,10 d 1,7

Vejle 3,10} {15} eh 12 [227]
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Muenster 3,{10}{15}{15,34} e,h 1,5 [Z45]
Anatum 3,{10} {15} {15,34} e,h 1,6 [Z64]
Nyborg 3,{10} {15} e,h 1,7

Newlands 3,{10}{15,34} e,h e,n,X

Meleagridis 3,{10}{15}{15,34} e,h L,w

Amsterdam 3,{10}{15}{15,34} g,m,s -

Westhampton 3,{10}{15}{15,34} g,s.t - [z37]
Falkensee 3,{10} {15} i e,n,zs

Zanzibar 3,{10} {15} k 1,5

Nchanga 3,{10} {15} Lv 1,2

London 3,{10} {15} Lv 1,6

Give 3,010} {15} {1534} Ly 1,7 [d],[77]
Uganda 3,{10} {15} 1,213 1,5

Elizabethville 3,{10} {15} r 1,7

Weltevreden 3,{10} {15} r Z6

Orion 3,{10}{15}{15,34} y 1.5

Stockholm 3,{10} {15} y Zs

Lexington 3,010{15} {1534} 7 1,5 [249]

*Serowary z dawnej grupy E, i Es, ktore wystepowaly w Polsce, a ktorych nazwy zostaty usuniete
ze schematu: S. rosenthal, S. newhaw, S. newington, S. cambridge, S. drypool, S. halmstad, S.
portsmouth, S. newbrunswick, S. kinshasa, S. binza (obecnie warianty 15" serowaréw odpowiednio
S. Butantan, S. Muenster, S. Anatum, S. Meleagridis, S. Amsterdam, S. Westhampton, S. London,
S. Give, S. Uganda, S. Orion) i S. thomasville (obecnie wariant 1534 " serowaru S. Orion)

Liverpool
Senftenberg

Cannstatt
Taksony
Westerstede
Krefeld
Llandoff
Dessau

Adamstua
Stendal
Rubislaw
vV

Telhashomer

Grupa 0:1,3,19 (Ey)

1,3,19
1,3,19

1,3,19
1,3,19
1,3,19
1,3,19
1,3,19
1,3,15,19

Grupa O:11 (F)

d
g[s],t

m,t
i
1,23
y

Z 29
g,s,t

e,h
Lv

r
24,223

Z10

e’n5Z1 5

1,6
1,2

e,n,x

e,n,x

[227),[Z34],[237],
[243].[245],[Z46],
[2s]

[237]
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Grupa O:13 (G)

Grupy, nazywane dawniej G; (0:13,22) i G, (0:13,23), zostaly potaczone w jedna grupg O:13

Ibadan 13,22 b 1,5
Mississippi 1,13,23 b 1,5
Bracknell 13,23 b 1,6
Grumpensis 1,13,23 d 1,7
Telelkebir 13,23 d e,Nn,Z5
Havana 1,13,23 f.g,[s] - [Z79]
Agbeni 1,13,23 g,m,[s],[t] -
Idikan 1,13,23 i 1,5
Kedougou 1,13,23 i 1w
Poona 1,13,22 z 1,6 [Z44],[Z59]
Worthington 1,13,23 z Lw [243]
II 13,22 Z19 1,5
Cubana 1,13,23 Z29 - [237],[243]
Grupa 0:6,14 (H)
Heves 6,14,[24] d 1,5
Finkenwerder [1],6,14,[25] d 1,5
Lindern 6,14,[24] d e,n,x
Fischerkietz 1,6,14,25 y e,n,x
Uzaramo 1,6,14,25 Z4,754 -
Grupa O:16 (I)
Brazil 16 a 1,5
Hull 16 b 1,2
Hvittingfoss 16 b e,n,x
Yoruba 16 c Lw
Gaminara 16 d 1,7
Salford 16 Lv e,n,Xx
Grupa O:17 (J)
Berlin 17 d 1,5

Grupa O:18 (K)

Cerro 6,14,18 745723 [1,5] [245].[2s5]
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Minnesota

Halle
Kibusi

Pomona

Urbana

Morehead

Adelaide
Anecho
I11b
Alachua

Thiaroye
Invernes
Alger
IIb

Johannesburg

Tilene

I
Waycross
Lodz

II

21

28
28
28

30
30

35
35
35
35

38
38
38
38

140
L.40

41
41
41

42

Grupa O:21 (L)

b

Grupa 0:28 (M)

Grupa 0:30 (N)
b
i
Grupa 0:35 (O)

fg
g.s:t
i

Z45723
Grupa O:38 (P)
eh
k
Lv
r
Grupa 0:40 (R)
b
eh
Grupa O:41 (S)

z
74,723

Z29
Grupa 0:42 (T)

b

e,n,x

e,n,x

1,7

e,n,x

- [227]

735

1,2
1,6
1,2

e,n,x

1,2

s

L5

[e’n’Z]S]

€,n,X,7;5

[233],[249]

[zs0].[200]

[237],[245]
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v

VI
Suelldorf

I
Bergen

Alexanderplatz

42

43

45
45

47
47
47

gt

Grupa 0:43 (U)

74,723

Grupa 0:45 (W)

a

fg
Grupa 0:47 (X)

a
i

738

Grupa 0:48 (Y)

e,n,x

1,5

e’n5Z1 5

Dawna grupa O:64 zostata wlaczona do grupy 0:48. Wykazano identycznos$¢ faktora 0:64 z pod-
jednostka 0:48, antygenu somatycznego bedacego wyznacznikiem tej grupy

11
IIb
IIIb
I1Ib
v

Isaszeg

IIb

IIb

I1Ib

I1Ib

48
48
48
48
48
48

50

58

60

61

~ R~ @

-

74,223
Z1o

Grupa 0:50 (2)
k
Grupa O: 58
Zs)
Grupa O:60
Zsp

Grupa 0:61

k

Zs

Z53

Zs57
e,n,X,Z;5

e,n,x

Z53

Z35

Zs3

1,5,(7)
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! Nowy serowar wyrdzniono czerwona czcionka; zostanie on uwzgledniony w kolejnej, dziesiatej
edycji schematu White’a-Kauffmanna-Le Minora
2 Objasnienia symboli zastosowanych w schemacie:

= Symbole faktorow antygenéw somatycznych, ktoérych obecnos$¢ uwarunkowana jest lizo-
genizacja odpowiednim fagiem (lizogenna konwersja) sa podkreslone, np.: 6,14,18. Faktory te
zwykle pojawiaja si¢ jako dodatkowe, obok faktorow normalnie wystepujacych w szczepach nie
posiadajacych faga (nielizogennych), np.: 6,7 — 6,7,14. Wyjatek stanowia szczepy z grupy O:3,10
(patrz ponizej). Uwzglednione w schemacie faktory antygenow somatycznych, bedace wynikiem
lizogennej konwersji (podkreslone), dotycza tylko tych serowarow, dla ktorych wykazano juz ich
obecnosé. Jest bardzo prawdopodobne, ze zjawisko lizogennej konwersji moze dotyczy¢ wszyst-
kich serowaréw w danej grupie

{ } = W nawiasach klamrowych umieszczono O-faktory wzajemnie si¢ wykluczajace. Dla danego
serowaru, faktory znajdujace si¢ w nawiasach klamrowych nie moga wspotistnie¢ wzajemnie z
innymi faktorami umieszczonymi w nawiasach klamrowych. Obecno$¢ niektérych z nich moze
by¢ uwarunkowana obecnoscia faga (faktory wyrdznione poprzez podkreslenie). W grupie O:3,10,
faktory O:15 lub O:15,34, jezeli s obecne, zastgpuja faktor O:10. Aby podkresli¢ ta ich wyjatko-
wo$¢ zastosowano nastepujace symbole — O:3,{10} {15} {15,34}

[ 1= W nawiasach kwadratowych umieszczono niektore faktory antygenéw rzgskowych, a takze
faktory antygenow somatycznych (bez podkreslenia), ktore moga wystgpowac lub nie, z innych
powodow niz lizogenna konwersja, np.: faktor [5] w grupie O:4 (dawna grupa B). Umieszczenie
faktoréw antygenow rzeskowych w nawiasach kwadratowych oznacza, ze wyjatkowo pojawiac si¢
moga w niektorych szczepach typu dzikiego prezentujacych dany serowar. Np.: wigkszos$¢ szcze-
péw Salmonella Paratyphi A posiada jedna (pierwsza) fazg antygenu rzgskowego H:a. Moga by¢
réwniez izolowane, wprawdzie niezwykle rzadko, szczepy dwufazowe, z antygenem H:1,5 w fazie
drugiej. Stad antygen [1,5] umieszczono w nawiasie kwadratowym, co oznacza mozliwos¢ wyste-
powania w naturze dwoch wariantow Salmonella Paratyphi A — z antygenem i bez antygenu H:1,5
w drugiej fazie

() = W nawiasach zwyktych prezentowane sa faktory antygendéw somatycznych lub rzeskowych
stabo aglutynujace z surowicami diagnostycznymi. Np.: faktor H:k szczepoéw S. enterica subsp.
arizonae, odpowiadajacy faktorowi H:22 bakterii ,,Arizona”, tworzacych dawniej odrgbny rodzaj,
wykazuje stabg reakcje ze standardowa surowica anty-H:k (wytwarzang dla szczepow S. enterica
subsp. enterica), ale intensywnie aglutynuje z surowica poliwalentng anty-H:k

! The new serovar is written in red; it will be described in the next issue of the White-Kauffimann-
Le Minor scheme
? The following symbols are used in the scheme:

= O factors determined by phage conversion are underlined, e.g. 6,14,18. They can be find
only if the culture is lysogenized by the corresponding phage. These factors are added to those
present in non-converted strain (e.g. 6,7 — 6,7,14 ) except in group O:3,10 (see below). The un-
derlined factors are mentioned only for these serovars in which they were found. It is possible that
such situation may be encountered for all serovars in the same O group

{ } = O factors which are placed in curly brackets are exclusive. In a given serovar, factors in
curly brackets cannot coexist with other factors in curly brackets. Some of them can be determined
by converting phage (underlined). In group O:3,10, factors O:15 or O:15,34, when present, re-
place factor O:10. This fact is indicating by using the following symbols — O:3,{10}{15}{15,34}
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[ 1= Certain H factors or O (not underlined) factors that may be present or not without relation to
phage conversion are placed in square brackets, e.g. factor [5] of group O:4 (B). When H factors
are in square brackets, this means that they are exceptionally found in wild type strains. For ex-
ample, most strains of Salmonella Paratyphi A possess only one phase of H antigen — phase 1 (a).
In rare cases, diphasic strains with phase 2 H:1,5 may be isolated. Because of that, H:[1,5] is
indicated in square brackets (may be present or absent) in the antigenic formula of this serovar

() = O or H factors enclosed in parentheses are weakly agglutinable. Flagellar antigen factor H:k
in S. enterica subsp. arizonae, is weakly agglutinable by the standard k serum prepared against S.
enterica subsp. enterica, but is normally agglutinable by polyvalent k serum



