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Santrauka. Zmonés salmonelioze gali uZsikrésti tiesiogiai nuo sergan¢iy gyvuliy ir paukséiy arba vartodami
salmonelémis infekuotus maisto produktus (piena, mésa, kiausinius). Sio darbo tikslas buvo tirti pauki¢iu skerdieny
uzter§tuma salmonelémis ir nustatyti jy padermes. Tyrimams buvo naudojama pauksc¢iy skerdieny méginiai (Slaunelés,
sparneliai, kriitinélés). Analizei medziaga buvo renkama i§ daugelio Lietuvos valstybiniy ir privaciy paukstyny. Pateikti
2000, 2001 ir 2002 mety tyrimy rezultatai. Per §j laikotarpj istirta daugiau kaip 6 tikst. méginiy i§ 35 Salies paukstyny.
Maistiniy zoonoziy sukéléjai buvo identifikuoti bakteriologiskai, serologiskai, DNR hibridizacijos ir polimerazés
grandininés reakcijos metodu (PGR). Atlikus pauksciy skerdienos (Slauneliy, sparneliy, kritinéliy) tyrimus
standartiniais mikrobiologiniais tyrimo metodais nustatyta, jog 2000-2002 metais salmonelémis uzkrésty produkty
buvo 1,28-4,7%. Sparneliai palyginti su §launelémis ir kriitinélémis salmonelémis buvo uzkrésti maziausiai. Tyrimy
rezultatai parodé, kad 20002002 metais buvo identifikuota 11 salmoneliy padermiy. Vyravo S. enteritidis: 2000 metais
—37,5%, 2001 — 25,58% ir 2002 — 36,9%. Antra salmoneliy padermé pagal paplitima buvo S. typhimurium. 2000 metais
jos identifikuota 3,12%, 2001 — 27,90%, o 2002 metais — 29,6%. Salmoneliy isangi, gallinarum ir bovismorbificants
padermés buvo identifikuotos pavieniais atvejais. Panaudojus DNR hibridizacijos ir PGR metoda, salmoneliy
identifikavimas pagreitéjo 2—3 kartus palyginti su standartiniais mikrobiologiniais testais. Be to, DNR hibridizacijos ir
PGR testai yra Zymiai jautresni ir specifiskesni.

RaktaZodZiai: salmonelés, serotipai, PGR, DNR hibridizacija, paukstienos produktai.

THE INCIDENCE OF SALMONELLA STRAINS AND ITS DIFFERENTIAL
DIAGNOSTIC IN POULTRY PRODUCTS

Summary. Humans can be infected by Salmonella directly from infected animals and poultry or using a food-
stuffs (meat, eggs or milk). The purpose of this study included the incidence of Salmonella strains in poultry products
and its differential diagnostic. The poultry carcasses and separate their pieces (legs, wings, breast) were investigated
over period from 2000 to 2002. More than 6000 samples from state and private poultry-yards were collected.
Salmonella were identified by bacteriological, serological as well as PCR and DNA hybridization methods. It was
finded that during the years 2000-2002, 1.28-4.70% of poultry products were infected with Sa/monella. The wings were
less infected in comparison to legs and breast. During this period 11 Salmonella serotypes were determined, however
S. enterididis was predominant: 37.5% in 2000, 25.5%-2001 and 36.9% in 2002 year. The second most common
serotype was S. fyphimurium, 3.12% in 2000, 27.9%-2001 and 29.6% in 2002 year. Salmonella isangi, S. gallinarum
and S. bovismorbificants serotypes were identified only solitary. In comparison to bacterial and serological methods,
PCR and DNA hybridization tests were faster, more specific and prompt.

Keywords: Salmonella, serotype, PCR, DNA hybridization.

Ivadas. Maistiniy zoonoziy sukéléjai (salmonelés, (Anonymous, 1988; 2001; St Louis et al., 1988; Ullmann,
kampilobakterijos, listerijos, echerikijos) gana placiai  Scholtze, 1989). Atskiry salmoneliy tipy padermés
paplite tarp Zmoniy, gyvuliy bei pauksc¢iy, daro didele  pasaulyje paplite nevienodai. 1997 metais Europoje 85%
Zala Zmoniy ir gyvany sveikatai, ekonominius nuostolius ~ zmoniy,  sirgusiu  salmonelioze, buvo  uzsikréte
gyvuliy ir pauk$¢iy augintojams. Zmonés zoonozémis S. enteritidis tipu (Fisher, 2001). Si salmoneliy padermé
uzsikre€ia vartodami infekuoty gyviiny piena, mésa, vyravo pandemijy atvejais. JAV ir Kanadoje S. enteritidis
kiauSinius, technologiSkai ruoSdami maisto produktus. paderme uZsikrété 4-6 kartus daugiau Zmoniy nei
Infekcija Zmonéms gali buti perduodama tiesioginiu bidu  Europoje. Sie duomenys rodo, kad salmonelioze atskirose
kontaktuojant su serganciais gyvuliais arba naudojant  pasaulio 3alyse zmonés serga nevienodai, riklausomai nuo
infekuotus  produktus. Nepaisant naujausiy mokslo  salmoneliy padermés. Lietuvoje iSsamesniy tyrimy apie
pasiekimy, maistiniy zoonoziy diagnostika yra problema-  atskiry salmoneliy padermiy paplitima tarp paukséiy, ju
tiSka, néra efektyviy kovos ir profilaktikos priemoniy. Per  jtaka Zmoniy infekuotumui néra.
pastaraji deSimtmeti antibiotiky ir susilpninty vakciny Salmonelés yra fakultatyviis, vidulasteliniai patoge-
naudojimas gyviiny salmoneliozés prevencijai buvo  nai, galintys sukelti infekcija daugeliui gyviny. [ organiz-
kritikuojamas dél salmoneliy prisitaikymo prie antibiotiku  ma jos daZniausiai patenka oraliniu bidu, véliau
ir ju liku¢io maisto produktuose, kurie néra priimtini  kolonizuoja Zarnyna. Salmonelés prasiskverbia per
Zmoniy maistui. plonyjy zarny epiteli su vadinamuyjy M lasteliy pagalba

Epidemiologiniai tyrimai Vengrijoje, Didziojoje  (Neutra, Krachenbuhl, 1992). Infekcijos vietoje suzadina-
Britanijoje, JAV, Vokietijoje patvirtino, kad Zmonés mas fagocitiniy lasteliy chemotaksis, ir fagocitai Sias
salmonelémis uzsikreCia dazniausiai per kiauSinius  patogenines bakterijas pradeda eliminuoti (Desmidt et al.,
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1998; Henderson et al., 1999). Nepaisant to, salmonelés
sugeba iSgyventi ir daugintis makrofaguose (Abshire,
Neidhardt, 1993; Stabler et al., 1994). Be to, makrofagai
iSnesioja salmoneles i kepenis ir bluzni (Cartier, Collins,
1974; Popiel, Turnbull, 1985).

Gyviny atsparuma virusinéms ir bakterinéms
infekcijoms daznai apsprendzia genetiniai ypatumai. Kai
kuriy mokslininky duomenimis (Bumstead, Barrow,
1988; 1998), Leghorno veislés vistos skirtingai jautrios
ivairiems salmoneliy serotipams (S. typhimurium,
S. gallinarum, S. pullorum, S. enteritidis). Be to, i ivairius
salmoneliy serotipus nevienodai reaguoja imuniné
sistema. S. enteritidis atzvilgiu fagocitinis aktyvumas yra
mazas, o humoralinis — didelis (Kramer et al., 2001).

Zoonoziy paplitimas Lietuvoje néra i$samiai
iSnagrinétas, neaiskas juy plitimo keliai maisto prieziiiros
grandinéje, nezinomi kovos budai. Atsizvelgiant | pauks-
¢iy salmoneliozés problema paukstininkystéje ir keliama
pavoju zmoniy sveikatai, miisy darbo tikslas buvo
nustatyti pauksciy skerdienos uzter§tuma salmonelémis ir
identifikuoti jy padermes.

Medziaga ir metodai. Tyrimams imti pauksciy
skerdienos méginiai (Slaunelés, sparneliai, kriitinélés).
Tyrimy medziaga rinkta daugelyje Lietuvos valstybiniy ir
priva¢iy pauksStyny, pateikti 2000, 2001 ir 2002 mety
rezultatai. Per minéta laikotarpj iStirta daugiau kaip
6 tikst. méginiy i§ 35 Salies paukstyny. Maistiniy
zoonoziy sukéléjai buvo identifikuoti bakteriologiskai,

1 lentelé. Oligonukleotidiniy pradmeny sekos

serologiskai, DNR hibridizacijos ir polimerazés grandini-
nés reakcijos metodais.

Bakteriologiniai tyrimai. Méginys pradzioje buvo
merkiamas | buferini peptono vandeni, 16-20 val.
inkubuojamas 36°C temperatiiroje. Tada tiriamoji me-
dziaga dedama | Rappoport—Vasilliadis (42°C — 24 val.) ir
seleno cistino (36°C — 24-48 val.) gausinimo terpes. IS ju
méginys perkeliamas | selektyvias terpes, laikomas 24
val. 36°C temperatiiroje. Po inkubacijos susidariusios
kolonijos apzifirimos ir jvertinamos.

Serologiniai tyrimai. Salmoneliy padermés serolo-
giskai buvo identifikuojamos agaro gelyje naudojant
specifinius antiserumus (,,SIFIN®, Vokietija, ,,Mur Ex“,
Pranciizija, ,,.Denka Seikeiy®, Japonija) prie§ atskiras
salmoneliy padermes.

Salmoneliy nustatymas DNR hibridizacijos metodu.
Siame teste naudojami specifiniai  DNR Zzymekliai
(zondai), zyméti fermentu krieny peroksidaze. Inkubuo-
jant DNR Zymekli (zonda) su salmonelémis, jis atpazista
salmoneles ir pridéjus substrato rezultatai jvertinami
kolorimetriskai. Testas buvo atlickamas pagal gamintoju
rekomendacijas (,,Neogen®, JAV).

Polimerazés grandininé reakcija (PGR). DNR buvo
ekstrahuojama fenolio—chloroformo metodu i$ broileriy
mésos skutmeny, skystos ir kietos salmoneliy auginimo
terpiy ir kity méginiy. Oligonukleotidiniai pradmenys
buvo pasirinkti pagal literatiiros duomenis (1 lentelé).

Pradmen Kryptis Amplifikuoto
Jeid R P , Oligonukleotidiniy pradmeny sekos PRG produkto Genomo regionas
paskirtis 5’=3 ilgis
. — Salmo 139: GTG AAA TTA TCG CCA CGT TCG
Visoms GGC AA
salmoneléms 284 bp invA
dentifikuoti | _ Salmo 141: TCA TCG CAC CGT CAA AGG AAC C
t 2:51;:2 Wf'nuo - Mdh31: TGC CAA CGG AAG TTG AAG TG 261t Mad
P | Mdh2: CGT ATT CCA CCA CGC CCT TC P
kity salmoneliy

PGR buvo atlickama amplifikatoriuje ,,Mastercy-
cler™ (Eppendorf). Pradiné denatiiracija buvo atlickama
95°C 1 min., tada amplifikuojama 35 ciklus laikantis tokiy
parametry: denatiiracija — 95°C 30 sek., hibridinimas su
specifiniais pradmenimis 64°C 30 sek., ilginimas 72°C
temperatiiroje 30 sek. Galutinai produktams iSplésti ir
baigti amplifikavima 4 min. taikoma 72 °C temperatiira.

AT-PGR amplifikacijos produktai buvo analizuoja-
mi 1,5-2% agarozeés gelyje (Top Vision™ GQ Agarose,
Fermentas), dazytame etidzio bromidu (koncentracija
I pg/ml). 10ul PGR produkto buvo atlickama
elektroforezé 1xTBE buferyje (90mM Tris, 90mM boro
ragsties, 2 mM EDTA), 45 min. leidziant 120 V srove.
PGR rezultatai buvo matomi UV lempos spinduliuose,
esant specifiniam DNR juosteliy $vytéjimui 284 bp
molekulini zymekli atitinkanciose pozicijose
(GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus, Fermentas).

Tyrimy rezultatai. Atlikus pauksciy skerdienos
($launeliy, kratinéliy ir sparneliy) bakteriologinius

20

tyrimus nustatyta, jog 20002002 metais salmonelémis
uzkrésty produkty buvo nuo 1,28% iki 4,7% (2 lentelé).
Palyginti su $launelémis ir kritinélémis maziausiai
salmonelémis buvo uzkrésti sparneliai.

Tyrimy rezultatai parodé, kad per 2000-2002 metus
buvo identifikuota 19 salmoneliy serotipy, vyravo S.
enteritidis: 2000 m. — 37,5%, 2001 — 25,58% ir 2002-
aisiais — 36,9% (3 lentelé). Antra salmoneliy padermé
pagal paplitima buvo S. typhimurium. 2000 metais jos
identifikuota 3,12%, 2001 — 27,90% ir 2002 metais —
29,6%. Salmoneliu isangi, gallinarum ir bovismorbif-
icants padermés buvo identifikuotos pavieniais atvejais.

Tiriant paukséiy skerdiena (kraitinéles, Slauneles,
sparnelius) DNR hibridizacijos metodu, nustatyta, kad ju
uzterStumas salmonelémis yra nezymus, taciau teigiamy
méginiy buvo daugiau, nei tiriant klasikiniu budu. Tyrimy
rezultatai leidzia daryti prielaida, jog DNR hibridizacijos
metodas yra jautresnis palyginti su klasikiniais metodais
(4 lentelé).
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2 lentelé. PaukStienos produkty uZterStumas salmonelémis 2000-2002 metais

Skerdienos . 2000 m. iStirta .pa\_/yzdviig, . 200.1 m. iStirta pavyzd?iq, 2092 m. iStirta pavyzd?iq,
tipas teigiamy salmpnehozes atzvilgiu, telglamq salrn.onehozes telglamq salm.onehozes
uzkrésty sk., % atzvilgiu, uzkrésty sk., % atzvilgiu, uzkrésty sk., %
Slaunelés 260-6-2,3 101-2-1,98 162-3-1,86
Kriitinélés 119-4-3,36 89-2-2,25 154-2-1,30
Sparneliai 1101-9-0,81 643-3-0,47 450-7-0,94
I$ viso: 1480-19-1,28 833-7-4,7 1066-12-4,1

3 lentelé. DaZniausiai pasitaikantys salmoneliy serotipai, iSskirti i§ pauksciy skerdienos 2000-2002 metais

Salmoneliy padermés | 2000 m. skaiCius ir procentas 2001 m. skaicius ir 2002 m. skaicius ir procentas
procentas
S. typhimurium 1/3,12% 24/27,90% 19/29,6%
S. enteritidis 12/37,5% 22/25,58% 24/36,9%
S. virchow - 6/6,97% -
S. infantis 1/3,12% 13/15,11% -
S. isangi - - 1/1,5%
Salmonella spp. - 2/2,32% 1/1,5%
S. gallinarum - 1/1,16% -
S. agona 1/3,12% - 2/3,07%
S. london - 2/2,32% -
S. bovismorbificans - 1/1,16% -
S. montevideo 2/6,25% - -
S. djugu 2/6,25% - -
S. hato - 3/3,48% 1/1,5%
S. mbandaka - - 1/1,5%
S. choleraesuis 2/6,25% 2/2,32% 4/6,15%
S. spp. C 2/6,25% 6/6,97% 4/6,15%
S. spp. B 8/25,00% 4/4,6% %4,6%
S. spp. D 1/3,12% - 4/6,15%
S. spp. E - - 2/3,07%
I§ viso: 32 86 65

4 lentelé. Pauks¢iy skerdienos uZterStumo
biidu, rezultatai

salmonelémis, tiriant DNR hibridizacijos

metodu ir klasikiniu

.. Tirty mégini Rasta teigiam Patvirtinta
Ekspertizés kodas kit DNR hibridizacijos metodu | P | gaciliniu badu
5140 M 1-30 20 I 5 I
5169 M 1-30 25 2 8 I
5247 M 1-30 2 0 0 0
5296 M 1-30 2 0 0 0

Polimerazés grandininés reakcijos tyrimy rezultatai.

Siekiant nustatyti, ar pasirinkti pradmenys pakanka-
mai specifiski salmoneléms identifikuoti, PGR atlikta su
ivairiomis etaloninémis bakterinémis padermémis, esan-
¢iomis Nacionalinéje veterinarijos laboratorijoje, Lietuvos
veterinarijos instituto Mikroorganizmy banke ir Imunolo-
gijos institute. Tyrimy rezultatai pateikti 5 lenteléje.

PGR specifiskumo tyrimai parodé, kad, su bendrais
pradmenimis naudojant etalonines salmoneliy kultiras,
reakcija vyko specifiskai. S. typhimurium atskirti nuo kity
salmoneliy padermiy buvo panaudoti oligonukleotidiniai
pradmenys Mdh31 ir Mdh2, kurie generavo 261 bp ilgio
produkto susidaryma tik tuose méginiuose, kuriuose buvo
S. typhimurium. Agarozés gelyje jie matomi 6, 8, 9, 10, 11
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takeliuose (pav.). Su kitomis salmoneliy kultiiromis visais
tyrimy atvejais buvo gauti neigiami rezultatai. Galima
manyti, kad pasirinktos pradmeny sekos tiriamojoje
medziagoje leidzia atskirti S. #yphimurium nuo kity
salmoneliy padermiy. Salmoneliy nustatymas PGR yra
labai specifinis metodas, kadangi PGR produktai su
kitomis bakterijomis nebuvo gauti.

PGR rezultatai rodo, kad nustatant salmoneles
mésoje geriau atlikti pirminj 18 val. kultivavima ir tik
tada tiriamaji meéginj amplifikuoti. Salmoneliy identifika-
vimas mésoje ir kituose tiriamuose meéginiuose sutrum-
péja nuo 5 pary (iprastas bakteriologinis tyrimas) iki
24 wval., o netaikant pradinio kultivavimo skystoje
salmoneliy mitybinéje terpéje — net iki 5 val.
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Pav. Visoms salmoneléms identifikuoti panaudojus oligonukleotidinius pradmenis Salmo 139 ir Salmo 141,
buvo gauti specifiniai 284 bp ilgio produktai, kuriuos paveiksle atitiko 1, 3, 4 takeliuose esanc¢ios juostelés.

Atskirti S. typhimurium nuo Kity salmoneliy buvo panaudoti oligonukleotidiniai pradmenys Mdh31 ir
Mdh2, kurie generavo 261 bp ilgio produkto susidaryma tik tuose méginiuose, kuriuose buvo S. typhimurium. Jie

agarozés gelyje matomi 6, 8, 9, 10, 11 takeliuose.

5 lentelé. PGR rezultatai su jvairiomis etaloninémis bakterijy padermémis (teigiami/neigiami méginiai ir

tirty méginiy skaicius)

Eil. Bakterinés ~ padermés PGR rezu'ltatas su speglﬁplals visoms PGR rezultatas su specifiniais tik S. typhimurium
.. salmoneléms pradmenimis (284 bp PGR -

Nr. pavadinimas pradmenimis (261 bp PGR produktas)

produktas)

1. Salmonella enteritidis A Teigiamas 5/5 Neigiamas 5/5
Salmonella enteritidis B Teigiamas 4/5 Neigiamas 5/5
Salmonella .. ..

3. typhimurium A Teigiamas 4/4 Teigiamas 4/4
Salmonella . ..

4. typhimurium B Teigiamas 4/4 Teigiamas 4/4

S. Salmonella cholerasuis Teigiamas 3/3 Neigiamas 3/3

6. Escherichia coli Neigiamas 3/3 Neigiamas 3/3

7. Staphylococcus aureus Neigiamas 3/3 Neigiamas 3/3

8. Strep to.cc?ccus Neigiamas 3/3 Neigiamas 3/3
pheuminiae
Lawsonia . ..

9. intracellularis Neigiamas 5/5 Neigiamas 5/5
Brachispira . ..

10. hyodisinteria Neigiamas 4/4 Neigiamas 4/4

11. Mycoplasma . Neigiamas 5/5 Neigiamas 5/5
hyopneoumonia

12 Mycoplasma hyorhinis Neigiamas 5/5 Neigiamas 5/5

Tyrimo duomeny aptarimas. Zoonozé pasaulyje
iSlieka svarbiausia sveikatos apsaugos problema. Ligos
sukéléjai placiai cirkulivoja laukiniy, o ypa¢ grauziky ir
naminiy gyviny populiacijoje, per kuria gali uZzsikrésti ir
7mogus. Zmonés zoonoze uzsikretia nuo serganéiy
gyviny vartodami infekuota piena, mésa, kiausinius arba
technologiskai ruoSdami maisto produktus. Zoonozés
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paplitimas Lietuvoje néra nagrinétas, neaiskis jos plitimo
keliai maisto priezitros grandinéje, nezinomi ir kovos
buidai, kad zmogus biity apsaugotas nuo Sios ligos.
Prevenciniai kovos btdai su salmonelioze yra gana
sudétingi ir reikalauja plataus spektro priemoniy,
pradedant nuo sveiky gyviiny bandy islaikymo iki Svaraus
maisto paruosimo.
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Salmonelés pasizymi dideliu serotipy polivalentisku-
mu. Kai kuriy autoriy duomenimis, net 92 salmoneliy
serotipai buvo identifikuoti paukstienoje, pauksciy
produktuose ir aplinkoje (Roy et al., 2002). Misu tyrimy
rezultatai parodé, kad Lietuvos paukstynuose ir pauksciy
produktuose nustatyta tik 19 salmoneliy padermiy. Tarp
ju dominavo S. enteritidis ir S. typhimurium. Kity uZsie-
nio tyréju duomenimis (Fjorgensen et al., 2002), visciukai
dazniausiai buvo infekuoti S. hadar, S. enteritidis ir
S. indiana  kamienais. Toks salmoneliy paplitimas
atskirose Salyse sunkiai paaiSkinamas, taCiau yra
pagrindas teigti, kad lemia geografiné Salies padétis.
Lietuva ilga laika buvo izoliuota nuo Vakary pasaulio,
todél salmoneléms patekti i $ali buvo mazai galimybiy.

Vienas pagrindiniy metody identifikuoti salmoneles
yra bakteriologinis. Jis trunka ilgai ir néra pakankamai
tikslus identifikuojant atskiras padermes. Pastaraisiais
metai daugelio ligy sukéléjams identifikuoti, tarp ju ir
salmoneléms, pradéta taikyti polimerazés grandininé
reakcija.

PGR metodas yra gana greitas (pakanka 24 val.),
jautrus (80-93%) ir specifiskas (85-98%) palyginti su
bakteriju kultivavimo metodu (Gentry-Weeks et al,
2002). Tq patvirtina ir miisy tyrimy rezultatai. Taciau
PGR metodas néra unifikuotas, todél reikalingi tolimesni
detaliis tyrimai.

ISvados.

1. Per 2000-2002 metus paukstienos uZzterStumas
salmonelémis sudaré 1,28—4,7% tirty méginiy.

2. Paukstiena daugiausia uzterSta S. enteritidis ir S.
typhimurium salmoneliy padermémis.

3. Polimerazés grandininés reakcijos ir DNR
hibridizacijos metodas salmoneléms nustatyti yra jautres-
nis ir specifiSkesnis palyginti su mikrobiologiniais ir
serologiniais metodais.
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