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Stowa kluczowe:

Streszczenie

U pateczek Salmonella obserwuje si¢ wigcej niz jedna faze antygendw rzgskowych, co jest uwa-
runkowane wystgpowaniem jednego, dwoch lub trzech genéw, ktdére niezaleznie od siebie koduja
biatko strukturalne witki rzg¢ski o wlasciwosciach antygenowych. Gen f1iC koduje antygen rz¢sko-
wy pierwszej fazy, natomiast gen fIjB — drugiej fazy. Trzecia faza antygenu rz¢skowego zwigzana
jest z genem umiejscowionym na plazmidzie. Ekspresja genéw fliC i fIjB regulowana jest mecha-
nizmem inwersji sekwencji fragmentu operonu hinfljBA. Gen hin, kodujacy inwertaz¢ Hin, flan-
kowany przez dwa regiony hixL i hixR, odwracany jest przez tetramer ztozony z dimeréw biatek
Hin i Fis. Proces ten wtacza lub wytacza ekspresje operonu hinfljBA. Kiedy operon podlega eks-
presji (jest wlaczony) wytwarzane sa biatka strukturalne witki rzeski F1jB oraz biatko FljA, ktére
jest potranskrypcyjnym inhibitorem ekspresji genu fliC. Oznacza to, ze na powierzchni komorki
pateczki Salmonella moga wystgpowac rzgski tylko pierwszej lub drugiej fazy. Czasem w wyni-
ku mutacji w jednym z wymienionych genéw, u bakterii dwufazowej dochodzi do unieczynnie-
nia jednego z genéw kodujacych antygeny rzgskowe, w efekcie czego bakteria wytwarza anty-
gen rzgskowy tylko jednej fazy (jednofazowe pateczki Salmonella). W wigkszosci przypadkéw
obserwuje si¢ prawidtowa ekspresje genu fliC. W Europie w ostatnich latach najczesciej wyste-
pujaca jednofazowa postacia sa pateczki Salmonella o wzorze antygenowym 1, 4 [5], 12: i.

Salmonelia » antygen rzeskowy ¢ faza antygenow rzeskowych ¢ szczep jednofazowy ¢
regulacja ekspresiji

Summary

In the Salmonella antigenic pattern, more than one phase of flagellar antigen is observed. The
phase of flagellar antigen depends of the gene which encodes the protein building the filament
of flagella. The f1iC gene encodes the 1* phase of flagellar antigen and the fIjB gene encodes the
2 phase of flagellar antigen. The third phase of flagellar antigen is encoded by one of the genes
localized on the plasmid. Expression of the fIjB gene (part of the hinfljBA operon) is regulated
by a mechanism of DNA fragment sequence inversion. The hin gene, which encodes Hin inver-
tase, flanked by two regions — hixL and hixR — is inverted by Hin invertase together with Fis pro-
tein. This process turns on or turns off of the hinfljBA operon. When this operon is turned on,
FljB protein is produced (structural protein of flagella filament), and also FljA protein, which is
a transcriptional repressor of the f7iC gene. This means that one Salmonella cell could have only
one phase flagellar antigen — 1* or 2" phase. Sometimes, due to mutation in one of the mentio-
ned genes, naturally diphasic Salmonella strains have the ability to produce only one phase of
flagellar antigen. Mostly monophasic Salmonella with an active fliC gene are observed. In recent
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years such a strain, Salmonella enterica with the antigenic formula 1,4,[5],12: i: -, is one of the
most often isolated strains from human cases in many European countries.
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Wstep

Pateczki Salmonella enterica subsp. enterica sa drugim co do
czegstosci patogenem bakteryjnym, wywotujacym zakazenie
przewodu pokarmowego. Zréznicowanie antygenow soma-
tycznych i rzgskowych wystepujacych wsréd przedstawicieli
tego podgatunku, pozwolito na wyodrgbnienie ponad 1500
serologicznych typow o odmiennej strukturze antygenowej
i zr6znicowanej chorobotworczosci dla ludzi i zwierzat [8].

ANTYGENY SOMATYCZNE PALECZEK SALMONELLA

Pateczki Salmonella enterica subsp. enterica ze wzgledu
na zréznicowanie antygenéw somatycznych zostaty podzie-
lone na grupy serologiczne (serogrupy), ktére poczatko-
wo okreslano kolejnymi duzymi literami alfabetu. Jednak
wraz ze wzrostem liczby odkrywanych grup serologicz-
nych zrezygnowano z zapiséw literowych na rzecz ozna-
czen cyfrowych — kolejnych numeréw tzw. czastkowych
antygenéw somatycznych charakterystycznych dla danej
grupy, np. O: 4 dla grupy BO [8].

Antygen somatyczny paleczek Salmonella, podobnie jak
i u innych przedstawicieli rodziny Enterobacteriaceae,
ma charakter taficucha polisacharydowego wchodzace-
go w sktad lipopolisacharydu (LPS) Sciany komdrkowe;.
Z antygenem tym zwiazana jest cecha ,,szorstkosci” szcze-
pu bakteryjnego (tzw. faza R), spowodowana utrata cze-
Sci lub wszystkich ogniw taricucha polisacharydowego.
Fenotypowo objawia si¢ to zwigkszona sktonnoscia do wy-
stapienia w zawiesinie tych drobnoustrojéw autoaglutynacji.

ANTYGENY RZESKOWE PALECZEK SALMONELLA

Szczepy pateczek Salmonella nalezace do tej samej grupy
serologicznej, tj. o wspélnym czastkowym antygenie so-
matycznym sa réznicowane na poszczegolne typy serolo-
giczne ze wzgledu na wystgpowanie okreslonych antyge-
now rzgskowych. Antygeny te sa biatkami strukturalnymi
witékna (filamentu) rzeski [8,11].
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Ryc. 1. Drzewo filogenetyczne pateczek Salmonella, obrazujace podziat
na pateczki jedno i wielofazowe [12]

Analizujac strukturg antygenowa pateczek Salmonella wy-
réznia si¢ trzy fazy antygendw rzeskowych, za wytwarzanie
ktérych odpowiedzialne sa geny umiejscowione w réznych
miejscach genomu bakteryjnego. Jednak nie wszystkie pa-
teczki Salmonella wykazuja tréj-, czy bardziej powszechna
dwufazowos¢ antygenéw rzg¢skowych. Przyktadem szczepu,
ktéry wykazuje obecnos¢ trzeciej fazy antygenow rzg¢sko-
wych jest Salmonella Typhi. Wsréd przedstawicieli tego
typu serologicznego notuje si¢ wystgpowanie réznych wa-
riantéw antygenéw rzgskowych, w tym obecnos¢ antygenu
trzeciej fazy oznaczonego symbolem ,,z66” [1]. Na podsta-
wie wynikéw badaii genomu pateczek Salmonella meto-
da MLEE, jak i AFLPwykazano, iz cecha wielofazowosci
pojawila si¢ jako koficowy etap réznicowania si¢ w obre-
bie gatunku [12]. Jednak nawet wsrdd przedstawicieli pod-
gatunku I (S. enterica subsp. enterica), ktéry jak wynika
z analizy rozwoju filogenetycznego rodzaju Salmonella po-
winien grupowac pateczki, u ktérych wystepuja antygeny
rzgskowe dwoch lub trzech faz, a takze pateczki wykazu-
jace stata ceche jednofazowosci — brak antygenéw rzesko-
wych jednej z faz [8].
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Ryc. 2. Budowa operonu hinfljBA, z zaznaczeniem
lewego (hixL) i prawego (hixR) miejsca
odwrdconych powtdrzen oraz miejscem
stymulujacym rekombinacje (recombinational

- enhancer — RE), do ktérego wiaze sie biatko

fliA Fis [3,17]

D Ryc. 3. Przebieg procesu inwersji sekwendji regionu

zawartego pomiedzy hixL i hixR. (R) do
rozpoczecia procesu konieczne jest DNA
w formie super zwinietej. (B) do regiondw
hixLR przytaczajq sie biatka Hin, do regionu
| RE biatko Fis. (C) biatko HU inicjuje zmiane
konformacji przestrzennej DNA, z udziatem
biatek Hin i Fis. (D) w wyniku oddziatywania
inwertaz Hin odwrdceniu ulega sekwencja
pomiedzy regionami

7 N

A

P

Geny KODUJACE ANTYGENY RZESKOWE

Geny kodujace biatka strukturalne wtdkna rz¢ski, majace
wtasciwosci antygenowe, znajduja si¢ w dwoch lub trzech
miejscach genomu komérki. Dwa pierwsze — kodujace
antygeny rzg¢skowe I i II fazy, zlokalizowane sa w obrg-
bie chromosomu. Natomiast biatko najrzadziej wystgpu-
jacego antygenu rzg¢skowego IlII fazy kodowane jest przez
gen wystepujacy w obrgbie DNA plazmidowego, np. flpA
u tréjfazowych wariantéw S. Rubislaw, czy fljB° niekt6-
rych u S. Typhi [1,18]. Geny kodujace rzgski III fazy pod-
legaja regulacji ekspresji niezaleznej od regulacji ekspre-
sji genow antygenéw rzgskowych 11 Il fazy. W przypadku
szczepéw S. Typhi o wzorze antygenowym 9,12[Vi]: -: -1z,
za wystgpowanie dodatkowego nietypowego antygenu od-
powiedzialny jest gen fIjB*® umiejscowiony na plazmidzie.
Gen ten jest odpowiednikiem genu fIjB, kodujacego biat-
ko strukturalne rzgsek II fazy, ktérych brak, podobnie jak
i genu u typowych przedstawicieli tego serotypu o wzorze
antygenowym 9,12[Vi]: d: - [1,8].

Geny kodujace biatka strukturalne antygenéw rzg¢skowych
11 1I fazy znajduja si¢ na chromosomie bakteryjnym w ob-
rebie operonu fli — gen fliC (I faza) w miejscu 40’ oraz
operonu flj — gen fIjB (Il faza) — w miejscu 56’ (ryc. 2, 3).
Ekspresja obu genéw podlega koregulacji, przy nadrzednej
roli operonu flj. W sktad tego operonu wchodza trzy geny:
hin — kodujacy biatko biorace udziat w regulacji ekspre-
sji operonu hinfljBA, gen fljB oraz fIjA. Ten ostatni koduje
biatko, ktdre jest inhibitorem transkrypcji genu fliC [17].

Wspomniane uprzednio pateczki nalezace do typu sero-
logicznego S. Typhi, jak i wielu innych, np. S. Reading,
S. Bovismorbificans, S. Panama charakteryzuja si¢ moz-
liwoscia wystgpowania antygenu rzgskowego w fazie R
(szorstki antygen rzgskowy). Zbieznos$¢ nazwy z fenoty-
pem R dla antygenu somatycznego wynika z podobnego

mechanizmu powstawania zjawiska. Polega ono na dele-
¢ji, u niektérych szczepéw, fragmentu genu kodujacego
dany antygen rzgskowy, co objawia si¢ brakiem wybra-
nych epitopéw wchodzacych w skiad kompleksu antyge-
nowego rzeski. W sekwencji genu fliC oraz fljB wyrdz-
nia si¢ poczatkowy obszar konserwatywny. W przypadku
wspomnianych pateczek S. Typhi zjawisko to polega na
delecji fragmentu genu f1iC o wielkosSci 261pz, co wywo-
tuje zmiana fenotypu H: d na H: j [7]. Natomiast w przy-
padku niektérych szczepdw nalezacych do innych typéw
serologicznych, u ktérych moze wystgpowac ,,szorstkos¢”
antygenu rz¢skowego, obserwuje si¢ dodatni wynik reak-
¢ji aglutynacji ze wszystkimi surowicami dla kompleksu
antygen6éw rz¢skowych 1, np. surowicami H: 1,2, H: 1,5
itd. Brak jest jednak aglutynacji w surowicach dla antyge-
néw czastkowych H: 2, H: 5 itd. Réwniez i w tym przy-
padku zjawisko to zwiazane jest z delecja w obregbie genu
kodujacego antygen rzgskowy, lecz tym razem — Il fazy —
genu fIjB. Antygen rzgskowy takich szczepoéw opisuje sig
symbolem ,,R1” [8].

REGULACIA EKSPRESJI OPERONU HINFLIBA

Ekspresja operonu hinfljBA podlega kontroli na zasadzie
zmiany orientacji sekwencji genu hin poprzez mechanizm
swoistej miejscowo rekombinacji DNA — SSR. Zjawisko
to polega na rozkrgceniu superkolistego DNA i ponownym
jego skreceniu w ten sposob, iz tworza si¢ petle, powodu-
jace wzajemne zblizenie si¢, umiejscowionych w obrgbie
operonu hinfljBA, dwéch 14-nukleotydowych regionéw hixL
oraz hixR zawierajacych odwrdécone powtdrzenia (ryc. 2).
To zas doprowadza do rekombinacji tych regionéw, cze-
go nastgpstwem jest zmiana orientacji sekwencji zawartej
migdzy regionami hixL i hixR.

W opisanym wyzej procesie (ryc. 3), bierze udziat pro-
dukt genu hin — biatko Hin, bgdace swoista miejscowo

448



Madajczak G. - Wielofazowo$¢ antygendw rzeskowych u pateczek Salmonella

rekombinaza serynowa (inwertaza) wiazaca si¢ w posta-
ci dimeru z DNA w regionach hixLR genu hin. Biatko to
wytwarzane jest na statym konstytutywnym poziomie, co
umozliwia zmiang orientacji genu hin, gdy znajduje si¢
w orientacji niekodujacej. Innym istotnym czynnikiem
bioracym udzial w procesie inwersji jest biatko Fis — swo-
iScie wiazace si¢ z 65-nukleotydowym regionem stymu-
lujacym rekombinacj¢ (recombinational enhancer — RE),
ktéry znajduje si¢ w odlegtosci okoto 100 nukleotydéw
od regionu hixL. Utworzenie kompleksu biatek ztozone-
go z tetrameru Hin, dimeru Fis doprowadza do przecigcia
nici DNA w obrgbie regionéw hixLR i rekombinacji po-
przez skrecenia powstatej helisy typu E. W wyniku tego
procesu zmienia si¢ orientacja taiicucha DNA zawartego
migdzy regionem hixL i hixR, co doprowadza do wlacze-
nia lub wytaczenia genu hin [3].

»Wlaczony” gen hin umozliwia ekspresj¢ znajdujacych sig
w tej samej ramce odczytu dwdch kolejnych genéw — fIjB
i fljA. Efektem tego jest wytwarzanie biatka antygenu rzg-
skowego Il fazy oraz biatka FljA, ktdre jest czynnikiem wy-
bidrczo hamujacym ekspresje¢ genu fIiC. Proces ten pole-
ga na faczeniu sig biatka FIjA z mRNA genu f7iC, co unie-
mozliwia jego translacj¢ i doprowadza do jego degradacji.
Nastgpuje zablokowanie wytwarzania biatka FliC — budu-
jacego filament rzeski I fazy [11,23]. Powstajace w tym
samym czasie biatko Hin przy nast¢gpnym cyklu replika-
cji doprowadza do zmiany orientacji sekwencji genu hin
i jego wylaczenia, co z kolei uniemozliwia ekspresj¢ po-
zostatych gendéw, co skutkuje wytwarzaniem biatka two-
rzacego widkno rzeski I fazy [3].

Sekwencje odwrotnie powtérzone (hixLR) znajduja si¢ na
zewnatrz od regionu kodujacego biatko, aczkolwiek wy-
kazano, iz miejsce przyczepu rybosoméw genu hin nakta-
da si¢ z sekwencja hixL [17]. Mutacja w obrgbie regionéw
hixLR nie wplywa na ekspresj¢ genu fIjB, jesli sekwencja
genu hin znajduje si¢ w orientacji, gdy gen jest ,,wlaczo-
ny”. Badania nad sekwencja regionu podlegajacego zmianie
orientacji wykazaty, iz zaréwno miejsce wiazania ryboso-
mow, jak i kodon start genu fIjB znajduje si¢ poza regio-
nem oflankowanym przez regiony hixL i hixR [17]. Produkt
ekspresji genu hin jest biatkiem promotorowym dla genu
fljB, ktére jak juz wspomniano, jest biatkiem struktural-
nym witokna rze¢ski.

WYSTEPOWANIE U PALECZEK SALMONELLA ANTYGENOW
RZESKOWYCH WIELU FAZ

Jak wynika z drzewa filogenetycznego pateczek Salmonella
(ryc. 1), zdolnos¢ do wytwarzania antygendéw rzgsko-
wych drugiej fazy zostata nabyta p6zno w toku rozwo-
ju filogenetycznego rodzaju Salmonella. Zjawisko to wia-
ze si¢ prawdopodobnie z rozszerzeniem przez paleczki
Salmonella zakresu gospodarzy. Nowa cecha — wielo-
fazowos¢ antygendw rze¢skowych, umozliwita adaptacje
bakteriom do zwierzat statocieplnych [12,16]. U zwierzat
zmiennocieplnych pateczki Salmonella stanowia natural-
ny sktadnik flory jelitowej. U zwierzat statocieplnych pa-
teczki Salmonella w zaleznosci od serotypu i gospodarza
moga by¢ bakteriami chorobotwdrczymi lub niechorobo-
tworczymi. Mechanizmem obrony gospodarza przed zaka-
zeniem jest wytwarzanie przeciwcial skierowanych prze-
ciwko antygenom drobnoustroju, np. antygenom rzgsek,

ktore sa istotnym czynnikiem chorobotwdérczosci pateczek
Salmonella. Odpowiedzia pateczek Salmonella byto wy-
ksztalcenie cechy ,,ucieczki antygenowej”, czyli zjawisko
zmiennosci faz antygenéw rzg¢skowych [12].

Wedlug teorii McQuinstona i wsp. [12], dotyczacej dwufa-
zowosci pateczek Salmonella, wyksztatcenie w toku ewolu-
¢ji zdolnos$ci do wytwarzania rzgsek drugiej fazy pozwolito
tym drobnoustrojom na zajecie nowej niszy ekologicz-
nej w postaci nowych gospodarzy. Zdaniem tych autoréw
obecnos¢ w szczepie Salmonella antygenéw rzg¢skowych
tylko jednej fazy moze ograniczaé¢ zdolnos¢ do wywoty-
wania zakazenia niektérymi paleczkami Salmonella tyl-
ko do Scisle okreslonych gospodarzy. Na przyktad moga
to by¢ pateczki S. Typhi — chorobotwércze dla ludzi, czy
pateczki S. Gallinarum — chorobotworcze dla kur [12].
Jednak zdaniem autora niniejszej pracy, teoria ta nie znaj-
duje pelnego uzasadnienia. Dowodem na to jest wiele ty-
pow serologicznych pateczek Salmonella, ktérych przed-
stawiciele sa naturalnie jednofazowi, tak jak S. Enteritidis
(1,9,12: g,m: -), czy S. Dublin (1,9,12[Vi]: g,p: -), a takze
wiele innych szczepdw izolowanych zaréwno od cztowie-
ka jak i wielu gatunkéw zwierzat. Innym przyktadem sa
pateczki S. Paratyphi B, niezuzywajace do swego wzro-
stu winianu sodowo-potasowego (fenotyp winian -), u kt6-
rych stwierdza si¢ obecnos¢ dwéch faz antygenéw rzegsko-
wych (1,4,[5],12: b: 1,5), a ktérych chorobotwérczos¢ jest
Scisle ograniczona do ludzi, podczas gdy przedstawiciele
tego serotypu o fenotypie winian (+) — S. Paratyphi B var.
Java sa izolowani od ludzi, jak i od przedstawicieli wielu
gatunkow zwierzat [6].

McQuinston i wsp. wykazuja réwniez, iz wyksztatcenie ce-
chy wielofazowosci antygenéw rzgskowych przez pateczki
Salmonella moze mie¢ zwiazek z obrona tych drobnoustro-
jow przed ich naturalnymi wrogami, jakimi sa niektdre pier-
wotniaki wystgpujace w przewodzie pokarmowym zwierzat.
Zmienno$¢ antygenowa oraz zmienna ruchliwos¢ ma istot-
ne znaczenie w obronie pateczek Salmonella przed pier-
wotniakami, co wykazali Wildschutte i wsp. [22]. Baker
i wsp. wykazali réwniez, iz wyksztatcenie antygenu H: z66
zamiast H: d u pateczek Salmonella Typhi moze si¢ raczej
wigza¢ z oddziatywaniem pierwotniakéw na te bakterie,
niz uktadu immunologicznego cztowieka [1].

JEDNOFAZOWOSC PALECZEK SALMONELLA

Wsréd pateczek Salmonella z podgatunku I, II, IIIb i VI
obserwuje si¢ drobnoustroje, u ktérych stwierdza si¢ obec-
nos¢ antygenéw rzgskowych dwdch lub nawet trzech faz,
jak i bakterie, u ktérych naturalnie wystgpuja antygeny tyl-
ko jednej fazy kodowane przez gen f1iC [8]. W codziennej
praktyce laboratoryjnej spotyka si¢ réwniez szczepy pa-
teczek Salmonella, u ktérych nie mozna stwierdzi¢ jedne;j
z faz antygenéw rzgskowych, mimo ze nalezg do serotypu
naturalnie dwufazowego. Czgsciej obserwuje si¢ sytuacje,
gdy szczep wykazuje brak antygenu II fazy lub staba re-
akcje aglutynacji w surowicy diagnostycznej dla tego an-
tygenu. Zdecydowanie rzadziej obserwuje si¢ analogicz-
na sytuacj¢ w odniesieniu do antygenu I fazy. Zjawisko to
spowodowane jest réznicami w mechanizmach regulacji
ekspresji gendéw kodujacych antygeny obu faz. Regulacja
ekspresji operonu hinfljBA jest procesem zaleznym od wie-
lu innych czynnikéw, co sprawia iz tatwiej moze dojs¢ do
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zaburzenia prawidlowego funkcjonowania tego procesu
wskutek mutacji w jednym z uwiktanych genéw. Ponadto
nawet catkowite unieczynnienie operonu nie bgdzie mia-
to takiego wptywu na funkcjonowanie komérki, jak mia-
toby w przypadku zmian w obrgbie operonu fli. Ten bo-
wiem, poza genem fliC, zawiera geny kodujace biatka
innych elementéw strukturalnych rzgski. Mutacje w tych
genach moga doprowadzi¢ do catkowitej blokady wytwa-
rzania rzgsek, co zdecydowanie wplynie na chorobotwor-
czo$¢ bakterii [11]. Mozna wigc postawié teze, jak zrobili
to McQuinston i wsp., iz w genomie pateczek Salmonella,
geny kodujace biatko strukturalne II fazy witokna rzeski
znalazty si¢ jako ,.koto zapasowe” wtasciwego mechani-
zmu kodowania strukturalnego biatka I fazy rzg¢sek [12].

Przyktadem jednofazowych wariantéw pateczek Salmonella,
nalezacych do naturalnie dwufazowych serotypéw, moga
by¢ pateczki Salmonella o wzorze antygenowym 9,12: 1,v:
- zaobserwowane na terenie Bulgarii, Danii 1 USA, opisane
przez Petrova i wsp. [15]. Autorzy wraz z badaczami z wy-
mienionych krajow, przeprowadzili analizy sekwencji genu
[fljB tych szczepéw, a takze inne badania poréwnawcze ge-
nomu. Pateczki Salmonella o wzorze antygenowym 9,12:
Lv: - moga naleze¢ do 4 réznych typéw serologicznych:
S. Mendoza (9,12: 1,v: 1,2), S. Panama (9,12: 1,v: 1,5), S.
Kapemba (9,12: I,v: 1,7), S. Zaiman (9,12: 1,v: e,n,x) oraz
S. Goettingen (9,12: L,v: e,n,z15) [8]. Badania catkowite-
go DNA genomowego metoda PFGE nie daty jednoznacz-
nej odpowiedzi na pytanie do jakiego typu serologicznego
naleza badane jednofazowe pateczki Salmonella. Dopiero
analiza sekwencji genu fIjB wykazala, iz szczepy te maja
gen, ktérego sekwencja jest w 100% zgodna z opublikowa-
na uprzednio sekwencja genu fIjB, kodujacego kompleks
antygenowy H: e,n,z15 [13]. Pozwolito to na stwierdze-
nie, iz szczepy te sa jednofazowym wariantem pateczek
Salmonella Goettingen [15].

Analizujac czgstos¢ wystgpowania serotypow pateczek
Salmonella na terenie Europy, mozna stwierdzi¢, iz naj-
cze¢sciej wystepujacym jednofazowym wariantem pate-
czek Salmonella sa te o wzorze antygenowym 1,4,[5],12:
i: -. Zgodnie z danymi publikowanymi przez WHO GFN,
pateczki Salmonella o takim wzorze antygenowym zna-
lazty si¢ wsréd 10 najczesciej wystepujacych typow se-
rologicznych paleczek Salmonella izolowanych od ludzi
w 2010 r. [21]. Pateczki Salmonella o wzorze antygeno-
wym 1,4,[5],12: i: - staly si¢ najczesciej izolowanym od lu-
dzi typem serologicznym w Luksemburgu [14].

Pateczki Salmonella o wzorze antygenowym 1,4,[5],12:
i: - jako szczep epidemiczny na terenie Europy zostaly
po raz pierwszy opisane przez Echeitg i wsp. [4]. W wy-
niku analizy sekwencji operonu hinfljB, a zwlaszcza se-
kwencji insercyjnej IS200 umiejscowionej w przestrzeni
migdzygenowej gendéw fIjB i fljA stwierdzono, iz szcze-
py te sa jednofazowym wariantem paleczek Salmonella
Typhimurium [5]. Badania przeprowadzone przez Soyera
i wsp. z uzyciem PFGE i MLST wykazaly, iz szczepy pa-
teczek Salmonella o takim wzorze antygenowym, izolowa-
ne na terenie USA i Europy sa niejednorodne pod wzgle-
dem genetycznym [19]. Podobne wyniki uzyskali Hopkins
i wsp., badajac szczepy pateczek Salmonella o wzorze an-
tygenowym 1,4,[5],12: i: - izolowane od zwierzat i ludzi na
terenie Europy [10]. Czgsto szczepy te sa nosSnikami wyspy

genetycznej, odpowiedzialnej za zwigkszona opornos¢ na
leki przeciwbakteryjne [9,10,20].

Obecnie pateczki Salmonella o wzorze antygeno-
wym 1,4,[5],12: i: - nazywane sa czasem ,,Salmonella
Typhimurium-like”, ze wzgledu na brak mozliwosci odréz-
nienia ich od typowych, dwufazowych pateczek Salmonella
Typhimurium, a takze innych typéw serologicznych pate-
czek Salmonella z grupy BO, z antygenem H: i w pierw-
szej fazie. Przepisy prawa europejskiego nakazuja trak-
towanie takich szczepéw jako Salmonella Typhimurium
(Rozporzadzenie Komisji (UE) nr 517/2011).

LABORATORYJNA IDENTYFIKACJA ANTYGENOW RZESKOWYCH

Oznaczajac antygeny rzgskowe dwufazowego szczepu
metoda aglutynacji szkietkowej, z uzyciem surowic mo-
nowalentnych, w populacji bakterii stanowiacych poje-
dyncza kolonig, zwykle stwierdza si¢ z tym samym na-
sileniem aglutynacje antygendw obu faz. Jednak opisane
wyzej mechanizmy regulujace ekspresj¢ antygenow rze-
skowych 11 II fazy wykazuja, iz na jednej komorce bakte-
ryjnej wystepuja antygeny rzgskowe tylko jednej fazy, tj.
takie, ktérych biatko kodowane jest przez gen f1iC lub gen
fliB [2,11]. Stwierdzenie wystgpowania w populacji bakterii
antygenow rzeskowych obu faz jednoczesnie, jest wynikiem
obecnosci komoérek bakteryjnych, u ktérych aktywny jest
gen kodujacy antygen I fazy i komérek z aktywnym genem
kodujacym antygen II fazy, mniej wigcej w stosunku 1:1.

Analizujac zr6znicowanie antygendw rzgskowych pateczek
Salmonella mozna zauwazy¢, iz w wielu przypadkach dla
jednej fazy stwierdza si¢ wystgpowanie kompleksu anty-
gendw, np. kompleks G, do ktérego zalicza si¢ antygeny G
zawierajace epitop ,,g”, takie jak: ,,g,m”, ,.f,g”, ,.g,z. " lub
kompleks ,,17, do ktérego zalicza si¢ antygeny ,,1,2”, czy
,.1,5”. Wiadomo jednak, ze majaca wlasciwosci antygeno-
we flagellina, jest polimerem pojedynczego biatka kodowa-
nego przez jeden konkretny gen [11]. Oznacza to, iZ wyste-
powanie komplekséw odpowiada obecnosci kilku epitopéw
w obrebie jednego antygenu, co ma bezposrednie uzasad-
nienie w sekwencji genéw kodujacych antygeny rzgskowe.
W sekwencji genu f1iC, jak i fljB obserwuje si¢ wystgpo-
wanie niezmiennej czgsci konserwatywnej, odpowiadajacej
gtéwnemu epitopowi np. ,,g”, oraz czgsci zmiennej odpo-
wiadajacej pozostatym epitopom z danego kompleksu [13].

Wiedza na temat opisanego wyzej mechanizmu regulacji
ekspresji genéw kodujacych antygeny rzg¢skowe, wykorzy-
stywana jest w procedurze inwersji faz, kiedy to poprzez
presje Srodowiska (obecno$¢ surowicy przeciw konkret-
nemu antygenowi rz¢skowemu) selekcjonuje si¢ popula-
cj¢ bakterii tak, aby pozostaly tylko te bakterie (lub ich
znaczaca przewaga), u ktérych eksprymowany jest tylko
gen jednej pozadanej fazy. W celu uzyskania inwersji faz
rutynowo stosowany jest posiew na podloze Garda z do-
datkiem surowicy przeciwko antygenom, ktérych ekspre-
sj¢ chce si¢ zahamowad. Istnieja dwie odmiany tej meto-
dy. Pierwsza z nich polega na posiewie szczepu na podioze
Garda na ptytce o srednicy 5 cm i posiewie szczepu w cen-
tralnej czgsci podtoza. Po rozejsciu si¢ szczepu na cala ptyt-
ke, pobiera si¢ material z jej obrzeza. Powinien on zawie-
raé bakterie, u ktérych ekspresja danego antygenu ulegta
zahamowaniu. W przekonaniu autora, skuteczniejsza jest
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druga odmiana metody, w ktérej podtoze Garda z surowi-
cg dla hamowanego antygenu wlewa si¢ do probowki bak-
teriologicznej z zanurzong rurka Craiga. Szczep do inwer-
sji posiewa sig¢ do Srodka rurki, a po przejsciu na zewnatrz
rurki pobrany material bedzie zawiera¢ wyselekcjonowa-
na populacje bakterii z ograniczona ekspresja lub brakiem
ekspresji jednego z antygenoéw rzgskowych, przeciwko
ktéremu stosowana byta surowica. Doswiadczenie autora
wykazuje, iz proces ten trzeba czasami powtarzaé wielo-
krotnie, a do kolejnych pasazy dodawac¢ co raz to wigksza
objetos¢ surowicy. Jednoczesnie nalezy podkreslic, iz nie-
mozliwy jest proces zahamowania ekspresji pojedyncze-
go antygenu znajdujacego si¢ w kompleksie z innym anty-
genem. Nie jest mozliwe zahamowanie ekspresji antygenu
H: 1 tak, aby uzyskac ekspresje antygenu H: 5. Zwiazane
jest to z tym, iz oba antygeny sa kodowanane przez jeden

PismiennicTWO

i ten sam gen. Zahamowanie ekspresji jednego, zahamuje
réwniez ekspresje drugiego.

PobsumowaNIE

Przedstawiona wiedza na temat molekularnych aspektéw
biosyntezy antygenéw rzg¢skowych pateczek Salmonella
ma bezposredni wptyw na jakos¢ pracy laboratoryjnej wy-
konywanej celem okreslenia przynaleznosci serologicznej
badanego szczepu. Zrozumienie mechanizméw regulacji
biosyntezy antygenu rzgskowego pozwala na dobér wia-
Sciwej metody badania (np. inwersja faz na podtozu z suro-
wicg dla konkretnego antygenu) oraz prawidtowa interpre-
tacjg uzyskanych wynikéw (szczepy jednofazowe, szczepy
z szorstkim antygenem rzg¢skowym, czy tez szczepy z in-
nym antygenem, niz I lub II fazy).
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