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Danas je Salmonella enterica subspecies enterica serovar Enteritidis (S. Enteritidis)
jedan od najzastupljenijih serotipova uzrocnika enterokolitisa. S obzirom da se metode
identifikacije S. Enteritidis stalno usavr$avaju, od fenotipskih metoda mogu se primeniti
biotipizacija, fagotipizacija (Phage typing - PT) i rezistotipizacija. Od genotipskih metoda
tipizacije na S. Enteritidis se primenjuju analiza plazmidskog profila (PP), restrikciona
analiza plazmida virulencije, ribotipizacija, elektroforeza u pulsiraju¢em polju jednosmerne
struje (Pulsed Field Gel Electrophoresis - PFGE), insercione sekvence, lan¢ana reakcija
polimeraze (Polymerase Chain Reaction - PCR), analiza strukture slu¢ajno odabrane
sekvence DNK (Random Amplified Polymorfic DNA Analysis - RAPD). S. Enteritidis sa jedne
strane ispoljava izrazito homogenu strukturu koja se manifestuje dominacijom nekoliko
fagotipova, ispoljavanjem jednog plazmidskog profila u vecini sojeva, postojanjem samo tri
klonalne linije, kao i veéim brojem elektroforetskih tipova u samo jednoj liniji dendrograma.
Suocavanje sa nedovoljnom diskriminacijom tipizirajucih sistema kod S. Enteritidis upucuje
nas na uvodenje novih metoda i poboljSavanje vec¢ postojeéih za tipizaciju sojeva. Acta
Medica Medianae 2009;48(3):31-34.
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Uvod

Salmonella enterica subspecies enterica
serovar Enteritidis (S. Enteritidis) je danas jedan
od najzastupljenijih serotipova uzroc¢nika entero-
kolitisa (1). Mada se metode identifikacije pojedinih
sojeva S. Enteritidis stalno usavrSavaju, ovaj serotip
je zbog njegove homogenosti i dalje tesko tipizirati,
a genotipske i fenotipske metode tipizacije omogu-
¢avaju tipizaciju uz odredena ogranicenja.

Od fenotipskih metoda, na S. Enteritidis
se uglavnom primenjuje biotipizacija, fagotipizacija
(Phage typing - PT) i rezistotipizacija. Rezistotipi-
zacija, koja se primenjuje na druge serotipove
salmonela, kod S. Enteritidis nema veliku vrednost
posto je vecina sojeva osetljiva na primenjivane
antibiotike (2). Za biotipizaciju S. Enteritidis neopho-
dno je 45 biohemijskih testova koji se rutinski koriste
u tipizaciji bakterija iz porodice Enterobacteriaceae.
Medutim, sojevi fagotipa (PT) 8, koji su i najcesci
(do 80%) u mnogim delovima sveta, uglavhom
daju identi¢ne reakcije za vecinu testova, izuzev
Sto je odsustvo razgradnje meliobioze obi¢no
udruzeno sa PT 13ai 14 (3).

Za S. Enteritidis postoji nekoliko metoda
fagotipizacije. Kolindejlska metoda fagotipizacije
omogucava podelu ovog serotipa na 27 fagotipova.
Medutim, vecina sojeva pripada jednom ili dvoma
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najcéeséim fagotipovima (4). Ovaj sistem u sada-
Snjem momentu zahteva kolekciju od najmanje
10 faga. Do sada su razvijene barem joS dve
metode, Sto znadi da ne postoji internacionalni
dogovor i moze do¢i do konfuzije o dominantnim
fagotipovima u razli¢itim zemljama. Da bi se ova
tehnika uvela obi¢no je potrebno nekoliko meseci.
Prednost fagotipizacije je Sto se moze tipizirati i
do 40 sojeva za 48 sati, a losa strana je slaba mo¢
razlikovanja medu sojevima, jer najesée pripadaju
PT 4 i 8 (4). Sa druge strane, zabelezen je prelaz
jednog fagotipa u drugi (5).

Biohemijski fingerprinting (Phene Plate
System), primenjen za ispitivanje 86 sojeva S.
Enteritidis izolovanih u Nemackoj izmedu 1980. i
1992. godine, identifikovao je 23 biohemijska feno-
tipa (Biochemical phenotypes - BPT). Kombinacija
biohemijskog fingerprintinga i fagotipizaciijje omo-
gucila je podelu u 25 fenotipova. Fenotip C2:8
(BPT:PT) naden je u duzem vremenskom intervalu,
a fenotip C4:4 bio je izolovan samo izmedu 1988.
i 1992. godine (6). Ovaj nalaz ukazuje da bi
kombinovanje nekih fenotipskih metoda moglo da
poboljsa njihovu mo¢ diskriminacije.

Kombinacija elektroforeze multilokusnih
enzima, analize proteina spoljasnje membrane,
analize ukupnih celijskih proteina (Whole Cells
Proteine Profile - WCPP) i primena “Fourier -
transform” infracrvene spektroskopija (FTIR), na
sojeve S. Enteritidis PT 25/17 pokazala je da se
unutar jednog fagotipa mogu nadi sojevi koji se
razlikuju od osnovnog profila. Utvrdeno je da su
WCPP i FTIR pogodne metode za dodatnu podelu
S. Enteritidis (7).

Od genotipskih metoda tipizacije na S.
Enteritidis se primenjuju, sa manje ili viSe uspeha,
analiza plazmidskog profila (PP), restrikciona analiza
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plazmida virulencije, ribotipizacija, elektroforeza
u pulsiraju¢em polju jednosmerne struje (Pulsed
Field Gel Electrophoresis - PFGE), insercione
sekvence, lanCana reakcija polimeraze (Polymerase
Chain Reaction - PCR), analiza strukture slucajno
odabrane sekvence DNK (Random Amplified
Polymorfic DNA Analysis - RAPD).

Samo analiza plazmidskog profila S. Ente-
ritidis nema veliku diskriminatornu mo¢ (8). Ispitiva-
njem plazmidskog profila sojeva S. Enteritidis
izolovanih na nasem geografskom podruciju
dokazano je 12 razlicitih profila. Medutim, vecina
od njih pripadala je jednom plazmidskom profilu
sa plazmidom od 38 MDa. Takode, nije utvrdena
ni razlika izmedu pojave plazmidskih profila kod
epidemijskih i neepidemijskih sojeva njihovim
pracenjem u istom vremenskom periodu (9).

Vrlo ¢esto se primenjuje kombinacija fago-
tipizacije i ispitivanja plazmidskog profila. U studiji
u kojoj je ispitano 318 sojeva S. Enteritidis,
uglavnom izolovanih iz zivine i njene okoline u
Kanadi, dokazano je dvanaest fagotipova. Medutim,
kod ovih sojeva bilo je mogucée odrediti petnaest
plazmidskih profila (10). Ispitujuci plazmidski profil
S. Enteritidis, izolovane samo iz Zivine u periodu
1989-90. godine u Kanadi, autori su dokazali dvana-
est profila naspram samo cetiri fagotipa (11).

Kada su u pitanju sojevi S. Enteritidis PT
8, smatra se da je Sirenje ovog dominantnog
klona, kod koga je uglavhom dokazan PP 38
MDa, smanjilo diskriminatornu sposobnost oba
tipizirajuca sistema. Ispitivanjem 203 sporadi¢na
i epidemijska izolata S. Enteritidis, koja su izolo-
vana u Merilendu izmedu 1985. i 1990. godine,
identifikovano je deset plazmidskih profila.
Dominantan profil bio je PP 55 kba (38 MDa); on
je Cinio 86% plazmidskih profila kod izolata ovog
fagotipa iz 1988-89. godine (12).

U drugom istrazivanju analiza plazmidskih
profila pokazala se superiornom u odnosu na
fagotipizaciju sojeva PT 8, jer je bilo moguce
opisati Sest razli¢itih plazmidskih profila naspram
samo jednog fagotipa. Sa druge strane, tri soja
bez plazmida od 55kba (38 MDa) mogla su biti
diferencirana primenom dva dodatna faga (3).
Ovi rezultati ukazuju da u nekim slucajevima
odredivanje plazmidskog profila i fagotipizacija
mogu biti komplementarne metode.

Prema jednom broju autora, odredivanje
plazmidskog profila predstavlja dopunu fagotipizaciji.
Ispitivanje predstavnika 27 fagotipova S. Enteritidis
pokazalo je da se moze identifikovati samo jeda-
naest plazmidskih profila. Dva profila su dokazana
u petnaest sojeva PT 4 i 8, koji su i dva najcesca
fagotipa u Velikoj Britaniji. Varijacije plazmidskih
profila, pogodne za epidemioloska ispitivanja, nadene
su kod trinaest fagotipova (13). S. Enteritidis PT
4 imala je devet razli¢itih plazmidskih profila
(14). Stoga se analiza plazmidskog profila prema
ovim autorima moze prihvatiti kao efikasna
dopuna fagotipizacije.

Ribotipizacija se u nekim ispitivanjima poka-
zala kao bolja diskriminatorna metoda od analize
plazmidskog profila i fagotipizacije. Ipitivanjem
sojeva S. Enteritidis izolovanih iz Zivine, nepoveza-
nih epidemijski, sojeva dobijenih iz dve epidemije
i humanih sporadic¢nih izolata, autori su nasli pet
razlicitih plazmidskih profila i Cetiri razlicita fagotipa.
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Utvrdeno je, medutim, deset ribotipova. Ovakav
nalaz ukazuje na primenljivost ribotipizacije u dife-
rencijaciji sojeva istog plazmidskog profila (15).

Ribotipizacija moze biti i samo komple-
mentarna analizi plazmidskog profila. Ispitivani
su sojevi izolovani iz uzoraka stolica dve grupe
bolesnika koji su S. Enteritidis izluCivali do Cetiri
meseca posle infekcije. Utvrdeno je da je osetlji-
vost analize ribozomalne DNK zavisila od kori-
S¢enih enzima. Od cetrnaest razli¢itih enzima,
samo su Smal i Sphl dali razli¢ite profile. Razlike
su utvrdene izmedu grupa, ali su svi sojevi koji
su pripadali istoj grupi pokazivali identiCne profile.
U jednom jedinom soju, izolovanom 66. dana od
pocetka bolesti, zapazen je Sphl profil koji se
razlikovao od originalnog izolata iz istog bole-
snika. S obzirom na to da je i izmedu plazmidskih
profila sojeva ove dve grupe postojala razlika
(PP 55 4,5 kba i PP 55 4,3 kba) (PP 38 3MDa i PP
38 2,8MDa) pokazano je da analiza gena za rRNK
moze biti komplementarna analizi plazmida
ukoliko su oni prisutni (16).

Ribotipizacijom je pokusana i subtipizacija
sojeva S. Enteritidis PT 8, s obzirom na to da
analiza plazmidskog profila ¢esto ne omogucéava
njihovu efikasnu podelu. Ispitivani sojevi su ugla-
vnom vodili poreklo iz severoisto¢nog, srednje-
atlantskog i srednjezapadnog regiona SAD. Vecina
sojeva (15 od 20) imala je identican i plazmidski
profil i ribotip, ukazujuéi na slicnost ovih sojeva.
Primenom restrikcione endonukleaze Accl dobijeno
je Sest razliCitih profila, a jedan uzorak je mogao
biti subtipiziran primenom enzima Smal. Epide-
mioloski povezani sojevi imali su identi¢ne riboti-
pove. Ovi nalazi ukazuju da ribotipizacija pomocu
Accl i Smal obezbeduje dodatnu diskriminaciju
medu nekim sojevima PT8 (17). Restrikcionom
analizom plazmida virulencije S. Enteritidis iz
razli¢itih izvora, potvrden je stalni karakter nukleo-
tidnih sekvenci plazmida sa molekularnom tezinom
od 38 MDa. Stoga je zakljuCeno da restrikciona
analiza ovog plazmida nije pogodna metoda za
definisanje epidemijskog soja (18).

Primenom PFGE na analizu sojeva S.
Enteritidis PT 4, izolovanih u Engleskoj i Velsu, uz
koris¢enje restrikcionog enzima Xbal, utvrdeno je
devet profila uz dominaciju jednog (14). Takode,
kada je ova tehnika, uz isti enzim, primenjena na
analizu sojeva S. Enteritidis PT 4 ljudi i zivine
izolovane u Koreji, utvrdeno je deset profila (19).
Medutim, primena ove metode na sojeve fagoti-
pova 9a, 13a, 25 izolovanih u Slovackoj Republici,
utvrdila je prisustvo samo dva profila koji nisu
korespondirali sa potvrdenim fagotipovima (20). Sa
druge strane, kombinovana primena PFGE sa tri
restrikciona enzima (Xbal, Spel i Notl), analize
plazmidskog profila i fagotipizacije na sojeve S.
Enteritidis izolovane na Tajvanu potvrdila je posto-
janje 46 subtipova sa diskriminatornim indeksom
koji je iznosio 0,795 (21).

Diferenciranje sojeva S. Enteritidis poku-
Sano je i odredivanjem 1S200 profila i utvrdeno je
da izolati S. Enteritidis imaju visok stepen genomske
homogenosti. S. Enteritidis sadrzi konstantna i vari-
jabilna mesta insercije insercione sekvence (IS)
200. Utvrdeno je da se kod S. Enteritidis izolo-
vane u Svajcarskoj uz pomo¢ odredivanja 1S200
profila mogu identifikovati svega tri klonalne
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linije (22). Analiza rearanzmana DNK oko varija-
bilnih mesta i njihovo uporedivanje sa fagotipom
pokazalo je da humani izolati PT 4, koji su
izazivali epidemije enterokolitisa, pripadaju istoj
klonalnoj liniji. S obzirom na to $to su primenom
I1S200 dokazane tri osnovne klonalne linije, one
su delimi¢no omogudile diferencijaciju PT 4 i 8.
PT 4 priblizno odgovara klonalnoj liniji (SeCL) I,
PT 8 odgovara SeCL II, a PT NT, 15, 11 odgo-
varaju SeCL III koja se rede javlja posle 1983.
godine. Imajudi u vidu ove rezultate, smatra se da
je profil dobijen uz pomo¢ SE 1S200 prime-nljiv
za ispitivanje epidemiologije samo manje Cestih
serotipova (22). Primena insercionih sekvenci za
tipizaciju sojeva S. Enteritidis ne mora biti uspesna.
Primenom 1S200 i ribotipizacije na Cetrnaest sojeva
ovog serotipa francuski autori nisu mogli da izvrse
tipizaciju koja je bila moguca odredivanjem plazmi-
dskog profila i ispitivanjem osetljivosti na anti-
biotike (23).

Na analizu sojeva S. Enteritidis primenjuje
se i kvantitativna lancana reakcija polimeraze. Deo
fragmenta plazmidske DNK oznacen kao Psti/Pvull,
koji se nalazi na plazmidu virulencije S. Enteritidis i
koji je specifiCan za ovaj serotip, upotrebljen je
za dizajniranje prajmera za ovu reakciju (24).

Metoda analize slucajno umnozene sekvence
DNK (Random Amplified Polymorfic DNA Analysis
- RAPD) je, takode, primenjena za diferencijaciju
izolata S. Enteritidis. Ispitano je 29 izolata, koji
su primenom fagotipizacije, ribotipizacije i PFGE
podeljeni na dvadeset razliCitih subtipova. Medutim,
RAPD fingerprinting je sam omogucio podelu na
Cetrnaest RAPD tipova. Izolati S. Enteritidis koji
se na drugi nadin nisu mogli tipizirati ovom su
metodom podeljeni na tri podtipa. Nasuprot ovome,
izolati koji su poticali iz istog izvora nisu diferenci-
rani ni jednom subtipiziraju¢om metodom (25).

Ni primena vise razli¢itih metoda ne mora
da bude uspesna u tipizaciji S. Enteritidis. Kombi-
nacija sero-fagotipizacije, analize plazmida, fingerpri-
nting genoma i ribotipizacije koriS¢ena je u tipizaciji
S. Enteritidis koja je izazivala epidemije u jednoj
oblasti Spanije. Analizirani izolati pripadali su
fagotipu A, imali su plazmid veli¢ine 38 MDa,
pokazivali su sli¢an fingerprinting genoma i isti
ribotip (26).

Sojevi S. Enteritidis (62), predstavljeni sa
33 fagotipa i jedan soj osetljiv na fage, koji je
klasifikovan kao RDNC (React Did Not Comply),
ispitani su sa Cetiri razli¢ite metode koje se baziraju
na tipizaciji hromozoma da bi se utvrdili odnosi
genoma izmedu sojeva razlicitih fagotipova. Izolati
su ispitivani primenom 1S200, ribotipizacijom,
PFGE i genskim probama. Kombinovanom prime-

nom Cetiri genotipske metode formirane su dve
grupe sojeva sa po osam i sedam fagotipova. Ove
dve grupe se mogu smatrati glavnim linijama
evolucije S. Enteritidis (27).

Analizom multilokusnih enzima S. Enteritidis
dokazano je Cetrnaest elektroforetskih tipova (ET).
Ovi elektroforetski tipovi su neravnomerno raspore-
deni u dendrogramu salmonela. Utvrdeno je da
10 od 14 elektroforetskih tipova (1,5,6,9,10,12-
15,17) pripadaju liniji A, a da se drugi elektrofo-
retski tipovi nalaze u trima dodatnim linijama. ET
7 ulazi u sastav linije C, ET 3 i 4 obrazuju liniju
H, a ET 2 ulazi u sastav linije L; svi su daleko
povezani sa linijjom A. Ova analiza je pokazala da
sojevi S. Enteritidis jesu genotipski heterogeni i
da mogu biti predstavljeni sa viSe veoma
divergentnih filogenetskih linija (28).

Elektroforeza multilokusnih enzima definise
S. Enteritidis kao polifilogenetski serotip blisko
povezan sa salmonelama koje poseduju flagelarni
g antigen: S. Gallinarum i S. Pullorum. Ukazano
je da S. Enteritidis zauzima najstarije i vodece
mesto medu ovim serotipovima salmonela (29).
Utvrdena je i slicnost genoma S. Enteritidis sa
genomom S. Dublin (28) i smatra se da klonovi
ova dva serotipa imaju skoro poreklo iz zajedni-
¢kog pretka (30). Evolucija nastanka S. Dublin iz
istog pretka kao Sto je S. Enteritidis bi
obuhvatala modifikaciju faze jedan flagelarnog
antigena, gubitak epitopa m i sticanje epitopa p,
izmene u strukturi plazmida virulencije i poveza-
nost sa infekcijama stoke (Selander et al., 1992).
Sa druge strane genom S. Enteritidis je slican i
genomu nekih sojeva S. Typhimurium Sto je utvr-
deno mapiranjem hromozoma ove dve bakterije (31).

S. Enteritidis sa jedne strane ispoljava izrazito
homogenu strukturu, s obzirom na dominaciju
nekoliko fagotipova, zastupljenost jednog plazmi-
dskog profila u vecini sojeva, postojanje samo tri
klonalne linije, kao i veci broj elektroforetskih
tipova u samo jednoj liniji dendrograma. Sa druge
strane, S. Enteritidis ispoljava genetsku sli¢nost
sa salmonelama koje poseduju slicne flagelarne
antigene, a neki elektroforetski tipovi se nalaze
veoma daleko od linije A. Mozda u ovakvoj, sa
jedne strane izrazenoj genetskoj homogenosti
najveceg broja sojeva, a sa druge strane u izra-
zenoj genetskoj heterogenosti preostalih sojeva,
leze razlozi za teSku subtipizaciju S. Enteritidis
danas poznatim metodama feno- i genotipizacije.
Suocavanje sa nedovoljnom diskriminacijom tipizi-
rajucih sistema kod S. Enteritidis, upuéuje nas na
uvodenje novih metoda i poboljSavanje vec
postojecih u tipizaciji sojeva.
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SALMONELLA ENTERITIDIS — PHENOTYPIC AND GENOTYPIC
TECHNIQUES

Biljana Miljkovi¢-Selimovic, Tatjana Babié, Branislava Koci¢ and Ljiljana Risti¢

Nowadays, Salmonella enterica subspecies enterica serovar Enteritidis (S. Enteritidis)

represents one of the most common serotypes that causes enterocolitis.

Since S.

Enteritidis identification methods are being advanced, for this purpose, the following
phenotyping methods could be applied: biotyping, phagotyping (phage typing - PT), and
resistotyping. Among the methods for genotyping of S. Enteritidis, the following could be

applied: plasmid profile analysis (PP),

restriction analysis of the virulence plasmid,

ribotyping, pulsed field gel electrophoresis (PFGE), insertion sequences, polymerase chain
reaction (PCR), random amplified polymorphic DNA analysis (RAPD). On the one hand, S.

Enteritidis clearly expresses the homogenous structure which

is reflected by the

domination of few phagotypes, presence of one plasmid profile in most of the strains,
merely three clonal lines, as well as a large number of electrophoretic types in a single
dendrogram line. Insufficient discrimination of typing systems of S. Enteritidis points to the

necessity of introducing
Medica Medianae 2009,;48(2):31-34.

new typing methods as well as improving the old ones. Acta
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