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Fagotypy a markery virulencie klinickych izolatov
Salmonella Enteritidis

Majtanova L., Majtan V.

Slovenska zdravotnicka univerzita, Odd. mikrobiolégie, Bratislava

Salmonella Enteritidis je najéastejSi sérovar
netyfusovych salmonel zapriéifiujici potravou
prenasané infekcie u fudi. Epidemiologické studie
urcili ako hlavné faktory prenosu vajicka a vajec-
né produkty [13, 22, 23]. V niektorych Eurép- .

Sadhrn

V sibore 487 klinickych izolatov Salmonella Enteritidis sa okrem fagotypu hodnotili markery
virulencie - hydrofébnost bunkového povrchu baktérii, motilita, tvorba biofilmu ako aj pritom-
nost sérovar-$pecifického 60kb plazmidu virulencie.

Najéastejsi fagotyp bol PT8 (48,3%), a dalsie fagotypy boli PT13a (7,2%), PT15 (6,4%), PT4 (4,5%). 31
kmeriov (6,4%) bolo netypovatelnych. Na zaklade ziskanych vysledkov z hodnotenia jednotlivych
markerov virulencie, 128 kmenov (26,3%) bolo hydrofébnych v teste adherencie na xylén, priGom
najvicsi poéet kmenov s vysokou hydrofébnostou sa zistil medzi fagotypmi PT9a (84,6%), PT25
(81,8%), PT15 (54,8%) a PT8 (23,4%). Motilita > 50 mm bola u 294 (60,4%) kmernov a viditelny biofilm
rozneho stupnia v skimavkovom teste tvorilo 448 kmenov (91,9%). Schopnost tvorby biofilmu in
vitro poukazuje na vysoky virulenény potencial Studovanych kmenov. Sérovar-Specificky 60 kb
plazmid virulencie obsahovalo 467 (95,9%) kmernov. Jasna korelacia medzi fagotypom a jednotli-
vymi markermi virulencie v Studovanom subore kmetiov sa nezistila. Ziskané in vitro vysledky
naznaduju flexibilitu Salmonella Enteritidis v infikovani hostitela.

Kluéové slova: Salmonella Enteritidis — fagotyp - virulencia - sérovar-specificky plazmid viru-
lencie.

Summary

Majtanova L., Majtan V.. Phage Types and Virulence Markers of Clinical
Isolates of Salmonella Enteritidis

A set of 487 clinical isolates of Salmonella Enteritidis were phage typed and analyzed for virulence
markers, i.e. bacterial cell surface hydrophobicity, motility, biofilm formation and the presence of
a 60 kb serovar-specific virulence plasmid.

The most frequent phage type was PT8 (48.3%), followed by PT13a (7.2%), PT15 (6.4%), and PT4
(4.5%). Thirty-one (6.4%) strains were non-typeable. As many as 128 (26.3%) strains showed
hydrophobicity in the hydrocarbon xylene adherence assay, with the highest percentages of
highly hydrophobic strains being found among the following phage types: PT9a (84.6%), PT25
(81.8%), PT15 (54.8%) and PT8 (23.4%). Motility > 50 mm was observed in 294 (60.4%) strains and
visible biofilm was formed in the test tube assay in different degrees by 448 (91.9%) strains. The
capacity of in vitro biofilm formation is indicative of a high virulence potential of the study
strains. The 60 kb serovar-specific virulence plasmid was present in 467 (95.9%) strains. Clear
correlation between phage types and particular virulence markers was not revealed in the study
set of strains. The obtained in vitro results are suggestive of flexibility of Salmonella Enteritidis
in infecting the host.

Key words: Salmonella Enteritidis — phage type — virulence - serovar-specific virulence plasmid.
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teru, je zapri¢inenych tymto sérovarom. V roku
2004 bolo zaznamenanych 12 667 ochoreni (cho-
robnost 235,4 na 100 000 obyvatelov). Fagova
typizacia ulahcéuje epidemiologické sledovanie
nakaz, i ked vAcsina izolatov patri k obmedzené-
mu poctu fagotypov.

Cielom predlozenej $tadie bolo uréit fagotyp
a markery virulencie — povrchovi hydrofébnost,
motilitu, tvorbu biofilmu a sérovar-$pecificky
plazmid virulencie v stbore 487 klinickych izola-
tov Salmonella Enteritidis, izolovanych v SR
v priebehu rokov 2002—2004.

Material a metody

Bakteridlne kmene: 487 kmenov Salmonella Enteritidis
bolo izolovanych z klinického materialu pacientov s gastroen-
teritidou. Jednalo sa o nahodny vyber kmetiov, ktoré boli
zaslané na urcenie fagotypu Oddeleniami klinickej mikrobio-
légie pri nemocniciach v ramci celej SR.

Fagova typizdcia izolovanych kmerniov bola vykonana podla
typizac¢nej schémy [32], pouzitim fagov WHO Referen¢ného
Centra pre fagovu typizaciu Health Protection Agency, Colin-
dale, Londyn.

Bakterialna adherencia na hydrokarbon-xylén (BATH) —
povrchova hydrofébnost bola hodnotena metédou adherencie
na xylén podla Rosenberga et al. [25]. Testovany kmeri bol hod-
noteny ako hydrofébny, ked jeho adsorbcia na xylén bola >
35 %.

Motilita kmenov bola uréena v polotuhom agarovom médiu
(0,35 %) podla Braga et al. [4]. Platne sa inkubovali pri 37 °C
pocas 6 hodin a hodnotili sa priemery rastovych zon z 3 neza-
vislych experimentov. Vysledok rastovej zony > 50 mm bol hod-
noteny ako pozitivny.

Tvorba biofilmu — bakteridlne bunky predinkubované do
stacionarnej fazy v tryptoza-séjovom bujone (T'SB) s 0,8 % glu-
kozy, boli premyté a resuspendované v chudobnom adherenc-
nom testovacom médiu (ATM), ktorého zloZenie bolo: 60mM
NaCl, 30mM NaHCOg, 20mM KCl, 111mM glukéza, pH 8.4.
Suspenzie sa upravili na absorbanciu Ag,,=0.8 a inkubovali sa
pri 37 °C pri 200rpm na orbitélnej trepacke 18 hodin. Tvorba
biofilmu testovanych kmertiov sa hodnotila v skumavkach
vizualne: ziadna (-), slaba (+), mierna (++), silna (+++) [3].

Analyza plazmidovej DNA — plazmidova DNA bola izolova-
na metodou alkalickej lyzy podla Birnboim a Doly [2]. VSetky
kmene sa kultivovali na krvnom agare pri 37 °C cez noc. Plna
bakteriologicka klucka bakterialnej kultury sa pouzila na izo-
laciu plazmidovej DNA. 7.7 M octan aménny sa pouzil na neu-
tralizaciu a extrakcia s fenol-chloroformom sa vynechala.
Vzorky boli analyzované elektroforézou v lkratTrisborato-
vom-EDTA pufri (TBE) pri 150 V 1h v 0,7% agar6zovom géli
a potom farbené v roztoku ethidium bromidu. Velkost plazmi-
dov bola uréena podla vysledkov analyzy DNA referen¢nych
kmenov Escherichia coli V517, Salmonella Typhimurium LT2
a pomocou Standardu molekulovych hmotnosti — DNA ladder
(Gibco BLL, Prissley, UK).

Vysledky a diskusia

Vysledky fagovej typizacie kmenov Salmonella
Enteritidis za ¢asové obdobie 2002 — 2004 st uve-
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dené v tabulke 1. Pouzitim 16 $tandardnych typi-
zaénych fagov sa kmene diferencovali do 22 fago-
typov, z ktorych vyrazne dominovali kmene fagoty-
pu PT8 (48,3 %). Na druhom mieste boli kmene
fagotypu PT13a s celkovym poc¢tom 35 (7,2 %). Tie-
to dva fagotypy patria medzi najéastejSie identifi-
kované v USA a Kanade [1, 11]. Pokial ide o kme-
ne fagotypu PT8 tieto patria medzi dominantné
tiez v Ceskej republike a v Polsku [24]. Kmene
fagotypu PT15 (31-6,4 %) boli pri¢inou rozsiahlej
epidémie v r. 2003 a pocet kmerniov s fagotypom
PT4 bol 22 (4,5 %). Fagotyp PT4 je uvadzany ako
najcastejsi v Anglicku, Nemecku, Franctzsku, Tali-
ansku, Spanielsku, Holandsku, Japonsku a Brazi-
lii [6, 9, 20, 24, 26, 30]. Kmene fagotypu PT6 sa
identifikovali v 18 pripadoch (3,7 %) a zastipenie
ostatnych fagotypov nie je epidemiologicky
vyznamné. Kmene atypickych lytickych reakeii
predstavovali 5,7 % a netypovatelné kmene 6,4 %.

Kmene Salmonella Enteritidis sa m6zu vo svo-
jej virulencii ligit aj v rAmci toho istého fagotypu
[8, 12, 21]. Predmetom tejto prace preto bolo urcit
markery virulencie kmeriov tohto sérovaru deter-
minujuice ich patogénny potencial.

Tab. 1. Fagotyp kmenov Salmonella Enteritidis izolovanych
v SR v r. 2002-2004

Table 1. Phage types of Salmonella Enteritidis strains iso-
lated in the Slovak Republic in 2002—2004

Fagotyp Pocet kmeriov
abs. (%)
PT8 235 (48,3)
PT13a 35 (7,2)
PT15 31 (6,4)
PT4 22 (4,5)
PT6 18 (3,7)
PT1b 14 (2,9)
PT2 13 (2.7)
PT9a 13 (2,7)
PT25 11 (2,3)
PT5 9(1,8
PT14b 7 (1,4)
PT21 5 (1,0)
PT1 3(0,6)
PT5a 3(0,6)
PT13 2(0,4)
PT4a 1(0,2)
PT18 1(0,2)
PT16 1(0,2)
PT23 1(0,2)
PT19 1(0,2)
PT1la 1(0,2)
PT32 1(0,2)
ALR 28 (5,7)
NT 31 (6,4)
Celkom 487

ALR — kmene atypickych lytickych reakcii
NT - netypovatelné kmene

ALR — atypical lytic reactions
NT - non-typeable

88

—



Epidemiologie 3-06

20.7.2006 9:03 Str. 89

Je zname, ze adherencia baktérii, ako fenomén
prispievajuci k vyvoju infekcie, je spojena s hyd-
rofébnostou [17]. Bakterialna adherencia sa zvy-
Suje so zvySujucou sa hydrofébnostou bunkového
povrchu a zniZuje so zniZujucou hydrofébnostou
[10, 31]. Medzi vyznamné testy pouzZivané ako
markery hydrofébnosti baktérii patri adherencia
na hydrokarbény [25]. Tabulka 2 uvadza hodno-
tené markery virulencie v $tudovanom sibore
kmenov Salmonella Enteritidis. Z celkového
poétu kmenov réznych fagotypov len 128 (26,3 %)
kmenov bolo adherentnych na xylén v percente
> 35%. Najvacsi potet kmenov s vysokou hydro-
fobnostou sa zistil medzi fagotypmi PT9a (84,6
%), PT25 (81,8 %), PT15 (54,8 %) a PT8 (23,4 %).
Z kmenov fagotypu PT13a len 3 (8,6 %) a z 22
kmeniov PT4 len 4 (18,2 %) bolo hydrof6bnych.
Olsen et al. [21] uvadza kmene PT8, PT13a a PT4
ako mierne virulentné v teste adherencie na liniu
buniek MDCK. V nasich predchadzajacich studi-
4ch s kmenimi sérovaru Salmonella Typhimurium
sme zistili vysokd hydroféobnost u 51,4 % [18]
au 46,1 % [19] testovanych kmenov réznych fago-
typov.

Motilita, ako dalsi marker virulencie, podstatne
prispieva k invazivnym schopnostiam baktérii [5].
Motilita je vSeobecne spojena s pritomnostou bi¢i-
ka a bi¢iku podobnym vybezkom, ktoré umoznuju
pohyblivost baktérii. Tato funkcia je spojena

Tab.2. Markery virulencie kmenov Salmonella Enteritidis

Table 2. Virulence markers of Salmonella Enteritidis strains

Faktor virulencie Pocet pozitivnych
kmenov (%)

|Adherencia na xylén > 35% 128 (26,3)

Motilita > 50 mm 294 (60,4)

Tvorba biofilmu

+ 218 (44,8)

4 223 (45,8)

+4++ 7(4,1)

Sérovar-$pecificky

60kb plazmid virulencie 467 (95,9)

s patogenitou, pretoZe jej inhibicia redukuje moz-
nost tvorby novych kolénii a Sirenia infekcie. Hoci
salmonely patria medzi pohyblivé baktérie, len 294
(60,4 %) kmenov prejavilo pohyblivost > 50 mm po
6hodinovej kultivacii v polotuhom agarovom
médiu. Tato vlastnost bola nezavisla od fagotypu.
Okrem pohybu existuju aj mikrobidlne kolénie,
ktoré ostavaju adherované na povrch v spolo¢en-
stvach nazyvanych biofilmy. Biofilmy st zlozené
z exopolysacharidov alebo slizu vylucovaného
adherujicimi baktériami [34]. Genetické Studie
ukéazali, Ze podobne ako motilita, aj biofilmy sa

—b-

tvoria vo viacerych stuprioch [33] a vyZaduju
intracelularnu signalizaciu [7].

Ako vyplyva z tabulky 2, az 448 kmeriov (91,9
%) produkovalo biofilm v skimavkovom teste po
kultivacii v chudobnom médiu deficientnom v nie-
kolkych esencialnych prvkoch, ako su dusik, fos-
for, vapnik, hor¢ik, sira a zelezo, s jedinym zdro-
jom uhlika a energie — glukézou. Najvyssia tvorba
biofilmu (+++) sa zistila u $tyroch kmenov fagoty-
pov PT8 a PT4, u jedného kmena s atypickymi
lytickymi reakciami a u jedného netypovatelného
kmena. Vo vSeobecnosti vSak produkcia biofilmu
nesuvisela s fagotypom jednotlivych kmerniov.
Podla Bonafonteho et al. [3] len najvirulentnejSie
kmene Salmonella Enteritidis boli schopné pro-
dukovat biofilm in vitro. Majtan J. a Majtan
V. [18] uvadzaju, zZe az 90,5 % kmenov Salmonel-
la Typhimurium rozneho fagotypu tvorilo biofilm
v skimavkovom teste. Na rozdiel od Bonafonteho
et al. Turnock et al. [28] zistili, Ze zvySena pro-
dukcia biofilmu u Salmonella Typhimurium
nevyhnutne nesuvisela so zvySenou virulenciou.

Okrem 20 Studovanych kmerov vSetky ostatné
obsahovali sérovar—Specificky 60 kb plazmid viru-
lencie. Chart et al. [15, 16] davaju do suvislosti vari-
acie vo virulencii jednotlivych fagotypov s pritom-
nostou tohto plazmidu virulencie a Humphrey et al.
[14] s toleranciou voéi réznym environmentalnym
podmienkam. Exaktny mechanizmus, ktorym plaz-
mid virulencie ovplyviiuje systémova a lokalnu
infekciu nie je znamy. V experimentoch sa zistilo, ze
jeho nepritomnost neredukuje virulenciu Salmo-
nella Enteritidis u teliat [27], ale na druhej strane
jeho pritomnost udrzuje virulenciu kmerov pre
mysi [29]. Sérovar-Specificky plazmid virulencie
obsahuje 7,8kb spv lokus, ktory obsahuje pat génov
spv RABCD. Expresia génov spv mdzZe hrat tlohu
v rozmnozovani intracelularnej salmonely predov-
Setkym v lymfatickych tkanivach, slezine a peceni.
Fimbrie Salmonella Enteritidis kodované plazmi-
dom sprostredkuju adherenciu na tenké érevo mysi
[29]. Jasnu korelaciu medzi pritomnostou plazmidu
virulencie a jednotlivymi markermi virulencie sme
nezistili, ale z 20 kmenov roznych fagotypov bez
tohto plazmidu, 16 bolo nehydrofébnych, 1 netvoril
biofilm a 4 kmene ho tvorili len velmi slabo (+/-).

Zaver

Bolo naznacené, ze kmene Salmonella Enteriti-
dis variruju vo svojej virulencii a fagotyp samot-
ny nie je vyznamné kritérium virulencie. Vysled-
ky studie 487 klinickych izolatov Salmonella
Enteritidis poukazuju na ich patogénny potencial
a v dosledku dominancie tohto sérovaru treba
venovat pozornost jeho virulencii v surveillance
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salmonel6z. Environmentalne podmienky tiez
casto ovplyviiuju expresiu faktorov virulencie
v patogénnych baktériach.
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SARS - Syndrom akutniho respira¢niho selhani

Roman Prymula, Miroslav Splifio

Publikace pfinaSi ucelené a kvalitni zpracovani mimoradné
aktualniho tématu - pribé&hu pandemie 21. stoleti. Zaroven
dava dllezité informace o hrozbé SARS v kombinaci s rizikem
bioterorizmu, hrozici pandemii chfipky €i ptaci chfipky... UrCe-
no nejen epidemiologlim, mikrobiologim a infekcionistlim — ale
i Siroké zdravotnické verejnosti, ktera v ni najde pouceni i infor-
mace, jak postupovat a jak se chranit pfi pandémii nejen SARS.

Wdala Grada Publishing v roce 2005, ISBN 80-247-1550-3, kat. ¢is-
lo 1062, formdt 15x21, broZovand vazba , 144 stran, cena 195 K¢.

Objednavku miZete poslat na adresu: Nakladatelské a tiskové
& stiedisko CLS JEP, Sokolska 31, 120 26 Praha 2, fax: 224 266 226,
- e-mail: nts@cls.cz

Epidemiologie, mikrobiologie, imunologie
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