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Diverzita humannich izolatu salmonel
v Jihomoravském krajivletech 2009-2012

Myskova P., KarpiSkova R.

Vyzkumny Ustav veterindrniho lékarstvi, v. v. i., Brno

SOUHRN

Cil prace: Cilem této studie bylo urcit diverzitu humannich
izolatC salmonel v jednom z krajd Ceské republiky v ¢asovém
horizontu ¢ty let pomoci riznych typiza¢nich metod.
Materidl a metody: 7 fenotypovych metod byla pouzita
sérotypizace, fagova typizace a diskova difuzni metoda
ke stanoveni rezistence k antimikrobidlnim latkam. Z geno-
typovych metod pak makrorestrikéni analyza a pulzni gelova
elektroforéza (PFGE).

Vysledky: Jako nejcastéjsi sérotyp humannich pripadd sal-
moneldz v Jihomoravském kraji byly detekovany Salmonella
Enteritidis, Sa/monella Typhimurium a monofazicka
Salmonella 4,[5],12:i:-. Fagova typizace odhalila dominanci
fagového typu 8 u S. Enteritidis a zmény ve vyskytu fago-
vych typl u S. Typhimurium v pribéhu let. Mira rezistence
u S. Typhimurium, monofazické salmonely a nékterych ostat-
nich sérotypl naznacuje vzristajici problém multirezistent-

ABSTRACT

Myskova P., Karpiskova R.: Diversity of human Sa/monella
isolates in the South Moravian Region in 2009-2012
Study objective: To characterize the diversity of human
Salmonella isolates from one of the administrative regions
of the Czech Republic in a time horizon of four years using
different typing methods.

Material and methods: The following phenotyping methods
were used: serotyping, phage typing, and the disk diffusion
method for antimicrobial susceptibility testing. Genotyping
was performed using DNA macrorestriction analysis resolved
by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE).

Results: The most common serotypes involved in human
cases of salmonellosis in the South Moravian Region were
Salmonella Enteritidis, Sa/monella Typhimurium, and mo-
nophasic Salmonella 4,[5],12:i:-. Phage typing revealed the
predominance of phage type 8 in S. Enteritidis and changes
in phage types of S. Typhimurium over years. The resistance

UuvobD

Salmonelézy (non-tyfoidni) jsou v Ceské republice druhym
nejcastéjsim bakteridlnim onemocnénim s alimentarni
cestou prenosu [1]. I pfes vyrazny pokles v poctech hlase-
nych onemocnéni pati{ Ceskd republika k zemim s nejvyssi
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nich kmen( jako patogent c¢lovéka. V pribéhu studie byly
odhaleny izoldty patfici do lokalnich i nadndrodnich epidemii.
Taktéz byly detekovany izolaty sérotypu 9,12:l,v:-, ktery byl
na Uzemi Ceské republiky detekovan vibec poprvé.
Zavéry: Variabilita izolatl ziskanych ve studii provedené
v letech 2009-2012 v Jihomoravském kraji naznacuje, ze he-
terogenita zdrojd humannich salmoneldz je pomérné velka.
Nicméné odhaleni nékolika pfipadd s moznou epidemickou
souvislosti ukazuje na dilezitost provadeéni peclivé typizace
humannich izolatl a jejich porovnani s kmeny non-human-
niho plvodu. Zvysend mira rezistence u nékterych sérotypd
dokazuje nezbytnost monitorovani situace v oblasti vyskytu
multirezistentnich kmend.
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levels in S. Typhimurium, monophasic Salmonella, and some
other serotypes give increasing cause for concern about multi-
drug resistant strains as human pathogens. The study isolates
were assigned to the complexes implicated in both local and
international outbreaks. Isolates of serotype 9,12:,v:- were
identified for the first time in the Czech Republic.

Conclusions: The diversity of the study isolates from 2009-
2012 collected in the South Moravian Region suggests a high
heterogeneity of the sources of human salmonellosis. However,
the detection of several cases likely to be epidemiologically
linked points out the need for careful typing of human isolates
and their comparison with the strains of non-human origin.
Higher resistance levels in some serotypes is behind the need
for the surveillance of multidrug resistant strains.
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incidenci salmoneldz v celé Evropské unii [2]. Vznik one-
mocnéni je spojovan s konzumaci nedostatecné tepelné
upravenych potravin zivoc¢isného ptivodu, predevsim pak
driibeziho masa, vajec a vyrobkl z nich a vepfového masa.
V poslednich letech se také diskutuje o pfenosu potravinami
rostlinného ptivodu, které mohou byt sekundarné kontami-
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novany na riznych stupnich péstitelského a zpracovatelské-
ho procesu [2].

V Ceské republice je dlouhodobé nejhojnéji hlaSenym séro-
typem Salmonella enterica subsp. enterica sérotyp Enteritidis.
Nasleduji sérotypy Typhimurium a monofazicky sérotyp
Salmonella 4,(5],12:i:-, ktery byl popsan v 90. letech minu-
1ého stoleti a nyni je pandemicky rozsifen [3]. Pfi typizaci
epidemickych kment zminénych tfi nejcetnéjsich séroty-
pti se v Ceské republice vyuziva figova typizace, metody
na principu PCR a makrorestrik¢éni analyza. A pravé ta, jeZ je
povazovana za zlaty standard v typizaci salmonel, ma nékdy
nizsi diskriminacni schopnost nez rychla a levna metoda
fagové typizace [4].

Zavaznym problémem baktérii ¢eledi Enterobacteriaceae, kam
patii také zastupci rodu Salmonella, je zvysSujici se vyskyt
kment rezistentnich k vice nez tfem skupinam antimikro-
bidlnich latek. V neddvné dobé provadéné studie ukazuji zvy-
$ujici se rezistenci u izolatd rodu Salmonella [5, 6]. Problémem
je predevsim vyskyt kment produkujicich Sirokospektré
beta-laktamdazy typu ESBL a kment rezistentnich k fluoro-
chinolondm, protoZe praveé ty jsou ¢asto pouzivany k 1écbé
komplikovanych salmonelovych infekci [7].

V letech 2009-2012 probihal v nasi laboratofi sbér humannich
izolatl rodu Salmonella a jejich nasledna typizace. Cilem
studie bylo sledovani Cetnosti vyskytu sérotypt salmonel,
fagovych typli u sérotypt Enteritidis a Typhimurium véetné
monofazické varianty a rezistence salmonel k antimikrobi-
alnim latkam.

MATERIAL A METODY

Celkem bylo béhem daného obdobi do nasi laboratofe doru-
Ceno 688 suspektnich kmend salmonel. Kmeny pochazely
ze tfi klinickych laboratotfi na tizemi Jihomoravského kraje.
Prijaté kmeny byly z transportnich médii vyockovany
na ptidy BGA (Oxoid, UK) a v ptipadé potfeby na Rambach
agar (Merck, Némecko). U nékolika izolati, které nerostly
na chromogennim médiu v koloniich typické morfologie,
byla prokazovana nalezitost k rodu Salmonella rodové specific-
kou metodou PCR [8]. Sérotyp byl ovéfovan metodu sklickové
aglutinace se somatickymi a bicikovymi antiséry (Denka
Seiken, Japonsko a BioRad, Francie). U kment s ur¢enymi
sérotypy Enteritidis, Typhimurium a 4,(5],12:i:- byla prove-
dena fagova typizace podle protokolu HPA Colindale Londyn
[9, 10]. U suspektnich kmend sérotypu Typhimurium, které
nevykazovaly reakce se zakladni sadou fagli, byla pouzita
i pfidatna sada fig a provéfena pritomnost genu druhé
bicikové faze fljB [10, 11]. U kment sérotyptt Typhimurium,
4,[5],12:i:-, vybranych izolat Enteritidis a ostatnich séroty-
P, bylo provedeno stanoveni rezistence k antimikrobialnim
latkam diskovou difuzni metodou s vyhodnocenim rezis-
tence podle standardd CLSI a pouzitim antibiotickych diskd
Oxoid (pocet analyzovanych kment n = 175) [12]. Spektrum
testovanych latek bylo néasledujici: A - ampicilin (10 pg),
AMC - ampicilin/kyselina klavulanova (30 ug), CTX - cefo-
taxim (30 pug), C - chloramfenikol (30 pg), S - streptomycin
(10 pg), K - kanamycin (30 pg), CN - gentamicin (10 ug), N
- neomycin (30 ug), APR - apramycin (15 pg), SU - sloZzené
sulfonamidy (300 pg), SXT - sulfamethoxazol/trimethoprim
(25 pg), W - trimethoprim (5 pg), TE - tetracyklin (30 pg),
NA - nalidixova Kyselina (30 pg), CIP - ciprofloxacin (5 ug),
ENR - enrofloxacin (5 pg), CT - kolistin (10 pg).
Makrorestrikéni analyza byla provedena u kmenti méné
Castych sérotypl s moznou epidemickou souvislosti. Analyza
byla provedena pomoci pulsni gelové elektroforézy (PFGE)
podle protokolu PulseNet a vyhodnocena pomoci softwaru
BioNumerics verze 5.1. [13]

VYSLEDKY

Celkem bylo béhem daného obdobi do nasi laboratote do-
ruceno 688 kment suspektnich salmonel, u 5 kment byla
prokazana ptislusnost k jinému rodu. Ziskany soubor izolatd
salmonel tvofil kazdy rok od 12 do 16 % vSech humannich
izolatl hlaSenych z Jihomoravského Kkraje. Pocty izolatl
salmonel pfijatych k typizaci v jednotlivych letech jsou
zobrazeny v grafu 1.

Sérotypizace

Celkem jsme ve sledovaném souboru detekovali 28 riznych
sérotypl salmonel. Cetnost sérotypl v procentech je uve-
dena v tabulce 1 a poCty sérotypl jinych neZ Enteritidis,
Typhimurium a monofazické 4,[5],12:i:- jsou sumarizovany
v tabulce 2.

Fagova typizace

U 493 kment sérotypu Enteritidis, 97 kmend sérotypu
Typhimurium a 22 kmend sérotypu 4,[5],12:i:- byla pro-
vedena fagova typizace. Nejcetnéjsimi fagovymi typy
u S. Enteritidis byly PT8, PT21c, PT4b, PT13a, PT6c (graf2).
Také byl evidovan vyskyt pro Ceskou republiku vzacnéjsiho
fagového typu PT3. Celkem bylo béhem sledované doby
detekovano 25 riznych fagovych typd. U S. Typhimurium
pak mezi nejcetnéjsi patfily fagové typy DT104, DT141,
DT120, DT193 (graf 3). Celkem bylo detekovano 13 riznych
fagovych typd. U monofazické varianty dominoval fago-
vy typ DT193, byl potvrzen u vice nez 90 % vSech kment
tohoto sérotypu.

m Pocet izoldtl zaslanych k typizaci

193 172 153 165

W Pocet hlasenych pripad( (EPIDAT)

2009 2010 2011

Graf 1. Pocty hlasenych pripadil salmonel6z a izolatd salmonel
zaslanych k typizaci v letech 2009-2012 v Jihomoravském kraji

Fig1. Reported salmonellosis cases and isolates referred for
typing in 2009-2012 from the South Moravian Region

Tabulka 1. Vyskyt nejéetnéjSich sérotypl salmonel v jednotlivych
letech

Table1l. Most common Sa/monella serotypes by years

Sérot Celkem 2009 2010 201 2012

vP G O

Salmonella Enteritidis 72,2 77,2 738 70,6 66
salmonella 142 17, 134 | 137 121
Typhimurium
Salmonella 4,[5112:i:- 32 1,6 17 2,6 73
Ostatni sérotypy 10,4 4,1 n1 13,1 14,6
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Graf 4. Procentudlni vyjadieni miry rezistence k antimikrobialnim
latkam u kmend salmonel

Fig 4.

Salmonella strains
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byl zaznamendan postupny pokles vyskytu tohoto sérotypu
z plivodnich 73% na 56,6 %. Tento pokles mizZe byt zplso-
ben pozitivnimi zménami v chovech nosnic, souvisejicimi
s narodnim ozdravnym programem probihajicim od roku
2009 [14]. Zaznamenany vzestupny trend v cetnosti vyskytu
ostatnich sérotypti mize byt zptisoben tim, Ze se v §ifeni
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Antimikrobidlni latka

Graf 5. Mira rezistence kment salmonel k jednotlivym
antimikrobidlnim latkdm

Fig 5. Antimicrobial resistance levels in Sa/monella strains by
drug

Tabulka 3. Makrorestrikéni profily u vybranych kment salmonel
ziskané pomoci pulsni gelové elektroforézy
Macrorestriction profiles of selected Salmonella
strains obtained by pulsed-field gel electrophoresis

Table 3.

Sérotyp . P'u!snl' profil .
(pocet izolatd s danym profilem)

9,12:,v:- 5 S9-Xba-1(5)

Mikawasima 4 SMw-Xba-1(3)
SMw-Xba-2 (1)

Stanley 5 SSt-Xba-1(5)

Urbana 1 SUr-Xba-1(1)

Indiana 4 SIn-Xba-1(4)

salmonel stale vice uplatriuje jako vehikulum salmonelo-
vych infekci vedle vajec i driibezi maso. A pravé v chovech
brojlerti je popisovano $irsi spektrum sérotypli salmonel
nez u nosnic [2].

Sérotyp Typhimurium si v préibéhu sledovanych let udr-
Zel zhruba stejnou Cetnost, u jeho monofazické varianty
4,[5],12:1:- doSlo podle ocekavani, zfejmé zejména diky zlep-
Seni diagnostiky, k postupnému nartistu v Cetnosti.

Mezi 28 detekovanymi sérotypy, byly i takové, jenz byly spo-
jené s lokalnimi (9,12:1,v:-, Mikawasima) i nadnarodnimi
epidemiemi (Urbana, Stanley) [15, 16]. Sérotyp 9,12:1,v:- byl
v na uzemi Ceské republiky detekovan viibec poprvé, a to
v roce 2011 [17].

Zajimavy je také vyskyt sérotypu defektniho v prvni bi¢ikové
fazis. 6,7:-:1,5. Ve stejnych letech byl tento sérotyp nékoli-
krat detekovan u prasat (laboratorni data). Otazkou je, zda
bude Casem stejné uspésny jako monofazicka S. 4,(5],12:1:-,
ktera je taktéz spojovana s chovy prasat [18]. FAgova typizace
u sérotypu Enteritidis potvrdila i po letech vysledky studie
z roku 2008, a to, Ze PT8 je stale nejhojnéji se vyskytujicim
fagovym typem na naem tzemi [19]. OvSem v roce 2012 do§lo
iunéj ke sniZeni cetnosti a naopak zvyseni cetnosti figovych
typti PT21c, PT14b a PT6c.

Naproti tomu u sérotypu Typhimurium doslo k pomérné
dramatické proméné vyskytu jednotlivych fagovych typt
v pribéhu let. V letech 2009 a 2010 dominoval k antimik-
robidlnim latkam citlivy fagovy typ DT141, ktery se v 90.
letech minulého stoleti podilel na jedné z nejvétsich sal-
monelovych epidemii v Ceské republice a ktery byl potvrzen
také v uzenych makrelach zpracovanych v potravinarském
podniku v Jihomoravském Kkraji, jenz byly vehikulem této
nakazy. Posléze tento fagovy typ zcela vymizel a byl nahrazen

vétSinou multirezistentnim figovym typem DT104. Tento
typ se na nasem tzemi i v zahranici vyskytoval v 90. letech
20. stoleti, nicméné v posledni dobé je také na ustupu [20].
U monofazické salmonely 4,[5],12:i:- se vyrazna dominance
fagového typu DT193 v pribéhu let neménila.

Jak vyplyva z testovani rezistence k antimikrobidlnim lat-
kam, tak i u rodu Salmonella dochazi ke zvySovani miry rezi-
stence, coZ potvrzuje i nedavna studie autorii Zemlickova et
al. [21]. Nicméné je potieba rezistence k antimikrobialnim
latkam posuzovat u jednotlivych sérotypit oddélené, protoZe
u sérotypu Enteritidis jsou rezistence k antimikrobidlnim
latkam vzacné, kdezto u sérotypti Typhimurium a monofa-
zické 4,(5],12:i:- je multirezistence béznym jevem. Z grafu 3 je
znatelné, Ze typickou kombinaci rezistenci je tetrarezistence
ASSuTe (monofazické kmeny) a pentarezistence ACSSuTe
(Typhimurium DT104). Nicméné jsme mohli pozorovat i zvy-
Seni po¢tu kment rezistentnich ke kyseliné nalidixové, a to
predevsim u sérotypu Infantis, jehoz vyskyt je opét spojen
s chovy dribeZe. Gen rezistence k chinolonim muze byt
nesen na plasmidu, tudiZ muZe snadno dochazet k jeho ho-
rizontalnimu $ifeni mezi dals§imi stfevnimi bakteriemi,
zejména z Celedi Enterobacteriaceae [22, 23].

Pulsni gelova elektroforéza byla pouZita u kment, které vy-
kazovaly pravdépodobnou epidemickou souvislost. Pomoci
této metody byly v roce 2012 odhaleny v Jihomoravském
kraji tfi lokalni epidemie zpisobené vzacnymi séroty-
py Mikawasima, Indiana a monofazickou variantou S.
9,12:1,v:-. Izolaty téchto sérotypl byly v roce 2012 ziskany
také z non-humannich zdroji (laboratorni data). U sérotypu
Mikawasima byly ovSem u humannich izolati odhaleny dva
rizné pulsni profily, coz naznacuje, Ze se na nasem tzemi
vyskytly minimalné dvé klonalni linie. Celoevropska epi-
demie zplisobena sérotypem Stanley se taktéz dotkla Ceské
republiky. V ramci této studie bylo typizovano 5 izolat S.
Stanley humanniho ptivodu. Jejich antibioticky i pulsni
profil tyto izolaty taktéz pfiradil k probihajici epidemii.
Vzhledem k tomu, Ze ve stejném roce jsme v nasi laboratofi
také typizovali izolaty sérotypu Stanley non-huméanniho
puvodu se stejnym pulsnim profilem, je jasné, Ze tento
sérotyp pronikl do potravniho fetézce v Ceské republice a je
otazkou, zda dojde k jeho vymizeni nebo se stane bézné
detekovanym sérotypem. Pulsni profil S. Urbana byl také
zkoumdn na zakladé mozné souvislosti s nadnarodni epi-
demii, ktera se nakonec ukazala jako skutecna [15].

ZAVER

V této studii bylo v pribéhu let 2009-2012 typizovano 683 hu-
mannich kment salmonel pochazejicich z Jihomoravského
kraje. Dvacet osm detekovanych sérotypl ukazuje na po-
meérné velkou heterogenitu v ramci rodu Salmonella a také
na rizné cesty prenosu. Salmonella Enteritidis je stale domi-
nujicim sérotypem, pfestoZe jeho podil v poslednich letech
klesd. Nasleduje sérotyp Typhimurium a jeho monofazicka
varianta. FAgova typizace ukazala nékteré zmény v tren-
dech ve zkoumaném casovém obdobi, pfedevsim u sérotypu
Typhimurium, u kterého doslo k ispésnému rozsifeni mul-
tirezistentniho figového typu DT104 a v posledni dobé opét
k poklesu jeho vyskytu. Vysoké procento multirezistentnich
kment u sérotypli Typhimurium a 4,[5],12:i:- poukazuje
na nutnost obezfetného ptistupu pfi pouzivani antimikro-
bidlnich latek. Odhaleni tfi lokalnich epidemii zdGraznuje
uzite¢nost peclivé typizace kment a nutnost spoluprace
rutinnich mikrobiologickych laboratofi s epidemiology.
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mozné uskutecnit.
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