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SALMONELLA ENTERICA SUBSPECIES ENTERICA SEROTIP

ENTERITIDIS - AKTUELNOST I ZNACAJ

Biljana Miljkovié¢-Selimovié'?, Tatjana Babi¢'” i Predrag Stojanovié'?

U poslednje vreme kao uzrocnik alimentarnih toksiinfekcija u mnogim delovima sveta
dominira Salmonella enterica subspecies enterica serotip Enteritidis (S. Enteritidis).
Njenom Sirenju doprinose intenziviranje i globalizacija saobracaja, trgovine i ostalih
drustveno-ekonomskih procesa. Medutim, bez obzira na globalno Sirenje S. Enteritidis,
postoji nejednaka rasprostranjenost pojedinih fagotipova (Phage Type - PT) uz dominaciju
PT 4 i 8. Salmonele mogu izazivati oboljenja, pocev od akutnih enterokolitisa do tifusne
groznice. Sve bakterije ovog roda poseduju brojne faktore virulencije u koje spadaju:
athezini, toksini, plazmidi virulencije, lipopolisaharid celijskog zida. Kao i drugi serotipovi
salmonela, S. Enteritidis poseduje plazmid virulencije. On omoguéava bakteriji da
perzistira unutar retikuloendotelnih ¢elija, dok se sojevi bez plazmida brzo eliminisu.
Poslednjih godina se opisuju virulentniji sojevi S. Enteritidis koji pripadaju PT 4 za koje se
smatra da imaju zajednicko poreklo. Dominacija PT 4 uslovljena je, verovatno, i
otpornoséu nekih sojeva na nitrofurantoin koji se primenjuje u Zivinarstvu. Znacaj koji S.
Enteritidis ima povecava se ne samo zbog problema vezanih za pandemiju, vec¢ i zbog sve
cescih izvestaja o ekstraintestinalnim lokalizacijama infektivnih procesa izazvanih ovom
bakterijom. Imajuci u vidu da su pored Zivinskog mesa jaja veoma vazan izvor infekcije,
efikasne mere prevencije bile bi, izmedu ostalog, promene u nacinu pripreme Zzivinskog
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mesa i

ispitivanje jata povezanih sa epidemijama,

unistavanje inficiranih jata ili
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Pandemija

Zastupljenost serotipova salmonela je
razli¢ita u pojedinim geografskim podrucjima, te
se na jednom lokalitetu izoluje veéi broj raznih
serotipova, mada svega nekoliko njih dominira.
Medutim, uoleno je da ova pojava nije stati¢na,
ve¢ da se vremenom menja i to sve brze
poslednjih godina. S obzirom da u poslednje
vreme kao uzrocnik alimentarnih toksiinfekcija u
mnogim delovima sveta dominira Salmonella
enterica subspecies enterica serovar Enteritidis
(S. Enteritidis), Cijem Sirenju svakako doprinose
intenziviranje i globalizacija saobracaja, trgovine i
ostalih drustveno-ekonomskih procesa, nametnulo
se pitanje da li je u toku pandemija enterokolitisa
izazvanih S. Enteritidis.

Do povecanja broja izolata S. Enteritidis
doslo je u Evropi sredinom sedamdesetih godina
proslog veka, tako da i danas ovaj serotip

www.medfak.ni.ac.rs/amm

preovladava (1). U 1979. godini S. Enteritidis je
bila najcesdéi izolat u Austriji i Rumuniji, a 1987. u
Argentini, Austriji, Bugarskoj, Finskoj, Madarskoj,
Portugaliji, Spaniji, Svedskoj i Skotskoj. Prema
nepotpunim podacima za 1987. Godinu, koji su
se odnosili na tadasnju Jugoslaviju, u odnosu na
stopu izolacije, ona se nalazila na Cetvrtom
mestu iza Madarske, Finske i Svedske (2). U
Sjedinjenim Americkim Drzavama, S. Enteritidis
je do kraja osamdesetih godina bila na drugom
mestu po stopi izolacije, iza S. Typhimurium (3).
Poslednih godina, S. Enteritidis je najces¢i serotip
Salmonella dokazan globalno kod ljudi, a posebno
u Evropi, gde predstavlja 85% slucajeva Salmonella
enterica. Sledi je, na drugom mestu, S.
Typhimurium, dok se S. Hadar, S. Virchow i S.
Infantis menjaju pozicije od treceg do petog
mesta. Takode, predstavlja najéesée izolovan
serotip kod ljudi i u Aziji (38%), Latinskoj Americi
i Karibima (31%), gde je slede S. Typhimurium,
S. Typhi, S. Montevideo i S. Paratyphi B, koji se
takode Cesto izoluju kod ljudi. S. Enteritidis je u
2002. godini cinila samo 9% humanih izolata
salmonela u Okeaniji. Iste godine, u Africi, S.
Enteritidis i S. Typhimurium ponaosob, dokazane
su u priblizno jednoj Cetvrtini izolata kod ljudi. U
Severnoj Americi te godine, S. Typhimurium je i
dalje Cesdi izolat od S. Enteritidis medu sojevima
dobijenim kod ljudi, a S. Newport i S. Heidelberg
takode imaju znacajan udeo. U Aziji, od 2000. pa
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do 2002. godine, Japan, Korea i Tajland zajedno
izveStavaju da je S. Enteritidis najcesc¢i humani
serotip. S. Weltevreden bila je drugi najcesce
izolovani serotip u 2000. i 2001. godini, ali je
pala na Cetvrto mesto 2002. godine, kada su je
zamenile S. Rissen i S. Typhimurium (4).

U Srbiji se S. Enteritidis pojavljuje na prvom
mestu po broju izolata 1984. godine (5), mada je u
niSkom regionu postala dominantan serotip 1982.
godine, sa 30 primoizolata u odnosu na 160
izolovanih sojeva razlicitih serotipova (6).

Medutim, bez obzira na globalno Sirenje S.
Enteritidis, postoji nejednaka rasprostranjenost
pojedinih fagotipova (Phage Type - PT) uz
dominaciju PT 4, 8 i 1, a u skorije vreme postoje
saopstenja prema kojima dolazi do ucestalije
izolacije i PT 14b (7). Medutim, i dalje dominiraju
dva fagotipa najCesce opisivana u poslednje dve
decenije, te se PT 4 izoluje i na Havajima (8) i u
Juznoj Africi (9).

Faktori virulencije

Salmonele mogu izazivati oboljenja pocev
od akutnih enterokolitisa do tifusne groznice. Kad
jedanput dospe u ileum, salmonela ulazi u
interakciju sa mukozom iznad mezenterijalnih
limfnih zlezda. Bakterija prolazi kroz intestinalni
epitel unutar vakuole, transcitozom. Da bi
mikroorganizam mogao da ude u celiju domacina,
dolazi do povecane sinteze ribonukleinske
kiseline (RNK) i stvaranja bakterijskih povrsinskih
proteina koji su neophodni za invaziju. Ovi
proteini verovatno nastaju, kao deo globalne
regulatorne mreze, indukcijom od strane epitelnih
Celija i moZda su neophodni za intracelularno
prezivljavanje bakterije. Pri kontaktu salmonele
sa vrhovima epitelnih celija dolazi do gubitka
apikalnih, epitelnih mikrovila i manjih prekida u
meducelijskim vezama, za Sta je sigurno odgovoran
i lipopolisaharid cCelijskog zida bakterije (10).

Ponekad salmonele mogu da produ kroz
bazalnu membranu sluzokoze intestinalnog trakta
i da dospevsi do monocitnomakrofagnog sistema,
prezivljavaju, umnozavaju se i diseminiraju po
drugim tkivima izazivajuc¢i tifusnu groznicu.
Intracelularno prezivljavanje i umnozavanje su
omoguceni i sposobnos¢u salmonela da koriste
purin i aromati¢na jedinjenja, dok prisustvo
siderofora gvozda (enterohelina) izgleda da nije
neophodno (10). Brojni su faktori virulencije
salmonela: athezini, toksini, plazmidi virulencije,
lipopolisaharid celijskog zida.

Athezini

Tacna uloga faktora adherencije (fimbrija
tipa 1 i manoza rezistentnih hemaglutinina) i
flagela nije poznata. Flagele nisu neophodne za
kolonizaciju gastrointestinalnog trakta, ali jesu za
prezivljavanje i razmnozavanje u slezini i jetri;
one ili otezavaju unistavanje mikroorganizma od
strane makrofaga, ili doprinose intracelularnom
umnozavanju u makrofagima (10).
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Toksini

Smatra se da salmonele produkuju barem
tri vrste toksi¢nih supstanci. Jedna od njih je
termolabilni enterotoksin koji se vezuje za
gangliozide, povecava nivo intracelularnog cikli¢nog
adenozin monofosfata (cAMP) i povecava sekreciju
teCnosti. Drugi je citotoksin, nelipopolisaharidna
komponenta spoljasnje membrane, koja inhibira
sintezu proteina eukariota i dovodi do izduzivanja
celija tkivne kulture - CHO (Chinese Hamsters
Ovary) celija. Endotoksin, lipid A, komponenta
lipopolisaharida celijskog zida aktivira makrofage
i limfocite, Sto za posledicu ima niz bioloskih
efekata: povisenje temperature, leukocitozu, pad
pritiska (10).

Plazmid virulencije

Veéina serotipova salmonela poseduje
takozvani plazmid virulencije. On omogucava
bakteriji da perzistira unutar retikuloendotelnih
¢elija, dok se sojevi bez plazmida brzo eliminiSu
(10). Kod S. Enteritidis to je plazmid veli¢ine od
38 megadaltona (MDa) koji, bez obzira na
razli¢ito poreklo i geografsku rasprostranjenost
sojeva, digestijom restrikcionim enzimima (npr.:
EcoRI, HindIIl i BamHI) daje iste restrikcione
fragmente. On se naziva joS i plazmidom
specificnim za specijes, ili plazmidom virulencije
za misa, ili konstitutivnim plazmidom (11), a ima
ga 85% do 100% ispitivanih sojeva. Vrlo Cesto u
izolatima S. Enteritidis postoji samo ovaj plazmid
(12), sto znacajno smanjuje moc¢ analize plaz-
midskog profila kao metode tipizacije (13).

Istrazivanjem sojeva koji su posedovali
plazmid od 38 MDa, sojeva sa vestacki
eliminisanim plazmidom i sojeva bez plazmida,
doslo se do zakljucka da ovaj plazmid kod misa
doprinosi Sirenju infekcije iz tankog creva u
mezenterijalne limfne Zlezde, jetru i slezinu. On
ne utice na otpornost S. Enteritidis prema
baktericidnoj aktivnosti 90% seruma zamorceta
(14) i njenu sposobnost vezivanja gvozda (15).
Sojevi koji ne poseduju plazmid virulencije i
sojevi Ciji je plazmid vestacki uklonjen, manje su
virulentni za misa. Ispitivanjem uloge ovog
plazmida utvrdeno je da je neophodan za punu
ekspresiju virulencije S. Enteritidis kod misa uz
postojanje razlike u virulenciji medu pojedinim
sojevima. Smatra se, takode, da nema udela u
virulenciji ovog serotipa kod Zzivine. Ukazano je
da plazmid od 38 MDa nije povezan sa otpor-
noS¢u na lekove, niti sa osnovnim biohemijskim
svojstvima koja se mogu otkriti kod S. Enteritidis
(11).

Plazmid virulencije je stabilan u svim
sojevima S. Enteritidis na temperaturama od 5,
22, 30 i -80°C u periodu duzem od dve i po
godine. U njemu, takode, ne dolazi do promene u
profilu dobijenim analizom restrikcionim enzimom
Smal na bilo kojoj temperaturi (16). U nekim
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ispitivanjima su nadene dve glavne klase
plazmida virulencije S. Enteritidis. Utvrdeno je i
da postoji njegova varijanta koja je sli¢nija plazmidu
specificnom za serotip S. Typhimurium nego plaz-
midu specificnom za serotip S. Enteritidis. Ova je
varijanta poreklom iz sojeva koji su izolovani iz
zivinskog mesa i pripadaju fagotipu 9b (17).

Studije hibridizacije dezoksiribonukleinske
kiseline (DNK) su pokazale da se na njemu nalazi
fragment veli¢ine 6,4 kb koji je odgovoran za
virulenciju. Kod plazmida S. Enteritidis su identi-
fikovana i Cetiri proteina kodirana ovim frag-
mentom. To su proteini SpvR, SpvA, SpvB, SpvC.
Ukazano je da gen za SpvC protein moze doprineti
ispoljavanju virulencije S. Enteritidis (15).

Izgleda da se ovi regioni virulencije nalaze i
na nekim drugim plazmidima svojstvenim S.
Enteritidis. IzvrSena je analiza plazmida veli¢ine
38, 45, 59 i 65MDa u odabranim sojevima 26
fagotipova S. Enteritidis "fingerprintingom"
restrikcionim enzimima i DNK-DNK hibridizacijom
sa oligonukleotidnim probama za gene plazmida
virulencije (Spv gene). Identi¢an fragment veli-
¢ine 3,5 kb homologan SpvC genu, naden je
prilikom digestije sa HindIII i kod plazmida od 38
i plazmida od 59 MDa, a slican fragment je
dobijen prilikom digestije plazmida od 45 MDa.
Nasuprot ovom nalazu, plazmid tezine 65 MDa
naden u soju PT 10 nije ispoljio slicnost sa ova tri
plazmida i nije nosio SpvC gen (18). Opisana je i
povezanost virulencije S. Enteritidis sa nalazom
malih plazmida. Plazmid veli¢ine 5,3kb, izolovan
je kao jedinstvena ekstrahromozomska DNK iz
soja odgovornog za epidemiju sa visokom
smrtnoscu (19).

Veliki plazmidi u nekim serotipovima salmo-
nela imaju zajednicke regione virulencije. Kod
sojeva S. Enteritidis i S. Typhimurium ispitivan je
sadrzaj plazmida i prisustvo gena na plazmidima
za koje se smatra da imaju ulogu u virulenciji za
misa. Tri plazmida razlicite veli¢ine kod S. Enteritidis
i jedan kod S. Typhimurium sadrzavali su fragment
od 3,5 kb na kome je naden lokus virulencije - VirA.
Lokus virulencije VirB naden je na fragmentu veli¢ine
2,7kb kod S. Enteritidis i veli¢ine 2,5kb kod S.
Typhimurium (20). Aminokiselinske sekvence svakog
proteina kodiranog regionom virulencije plazmida
virulencije S. Enteritidis pokazuju visok stepen
identi¢nosti sa odgovaraju¢im sekvencama kodi-
ranim regionima virulencije plazmida virulencije
kod Salmonella Choleraesuis, S. Dublin i S.
Typhimurium. Stoga se smatra da plazmidi virulen-
cije salmonela ukljucujuéi i S. Enteritidis poseduju
zajednicki nepromenljiv region odgovoran za
virulenciju (15).

Plazmid virulencije S. Enteritidis slican je i
plazmidu virulencije S. Dublin (21). Pokazano je
da plazmidi, specifi¢ni za serotip S. Enteritidis, S.
Dublin i S. Typhimurium prema Dice-ovom koefi-
cijentu medusobno pokazuju 35% sli¢nosti. U
toku su istrazivanja ovih plazmida u cilju ispitivanja
njihove filogenetske povezanosti (22). Kod S. Ente-

ritidis plazmidi od 38 i 59 MDa mogu da spontano
nestanu, mada se to deSava retko (<10-6).

Pojava virulentnog klona

Poslednjih godina se opisuju virulentniji
sojevi S. Enteritidis koji pripadaju PT 4 i smatra
se da ovi sojevi imaju zajedni¢ko, klonalno
poreklo. S obzirom da se sojevi S. Enteritidis PT 4
sve cCeSce izoluju i epidemije izazvane ovim
sojevima se sve CeSce opisuju. Jedno od mogucih
objasnjenja virulencije sojeva S. Enteritidis PT 4
nalazi se i u njihovom izrazenijem afinitetu za
gvozde, odnosno efikasnom preuzimanju gvozda
iz ovotransferina. Ovaj proces se in vivo odvija
preko enterobaktina. Uz to je utvrdeno i da
prisustvo plazmida od 38 MDa nije neophodno za
ekspresiju proteina spoljasnje membrane (Outer
Membrane Protein - OMP) koji takode regulise
unos gvozda. Dominacija PT 4 uslovljena je
verovatno i otpornos¢éu nekih sojeva na nitro-
furantoin zato Sto primena nitrofurantoina u
zZivinarstvu selekcionira sojeve PT 4 koji dovode
do infekcije coveka. Medutim, mada i dalje
dominantan, zapazeno je da se broj izolata ovog
fagotipa u Evropi postepeno smanjuje i da biva
zamenjen drugim manje Cestim fagotipovima (23).

Znacaj ekstraintestinalnih izolacija

Smatra se, da ako se ekstraintestinalna
izolacija prihvati kao indeks potencijalne virulencije,
da je upravo D grupa najinvazivnija, narocito kod
bolesnika starijih od jedne godine. Znacaj koji S.
Enteritidis ima u poslednje vreme povecava se ne
samo zbog problema vezanih za pandemiju, vec i
zbog sve ceScéih izvestaja o ekstraintestinalnim
lokalizacijama infektivnih procesa izazvanih ovom
bakterijom. Komplikacije koje se javljaju posle
enterokolitisa Ceste su kod starih osoba, imuno-
kompromitovanih bolesnika i trudnica, a mogu da
dovedu do sepse i smrti. U Africi se posebno
situacija komplikuje AIDS-om. Saopsteno je da je
52% svih bolesnka koji se hospitalizuju pozitivnih
na HIV i kod ovih bolesnika bakterijemija izazvana
S.Typhimurium i S. Enteritidis zastupljena je sa
10% (24).

Izvori infekcije

Dramatican porast broja izolacija S.Enteritidis
iz epidemija i sporadi¢nih slu¢ajeva salmoneloza
kod ljudi, zapoceo je internacionalnu debatu o
izvorima zaraze i putevima prenosenja ovog
mikroorganizma. Mada je zivinsko meso jedan od
glavnih izvora infekcije S. Enteritidis, epidemioloski
podaci ukazuju da su i jaja veoma vazan izvor
infekcije (25). U njima salmonele lako prezivljavaju
ako postoje nepravilnosti u procesu pripreme,
kuvanja i Cuvanja hrane spravljene od ovih
namirnica, a Sirenju infekcije doprinosi i centra-
lizovana priprema hrane za veci broj osoba. Na
porast broja infekcija izazvanih S. Enteritidis
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utiCe posebno internacionalna trgovina zivinskim
mesom koja omogudéava unoSenje virulentnih
klonova u jedno geografsko podrucje.

Prisustvo S. Enteritidis u jajima klase A
tumacdi se infekcijom pili¢a, iz Cijih se ovarijuma i
ovidukta mogu izolovati bakterije kojima se
kontaminiraju jaja pre formiranja ljuske. Pili¢i se
mogu inficirati kontaminiranom hranom pretezno
zivotinjskog porekla, a olaksavajuci faktori su
stres zbog nepravilne ishrane i pojenja. S.
Enteritidis se prenosi i vertikalnom transmisijom
kao i kontaktom sa glodarima, insektima, divljim
pticama, domacim Zivotinjama, ¢ovekom i otpadnim
materijama. Cesto se S. Enteritidis izoluje iz
kontaminirane okoline inficiranih jata. Ova
salmonela je dokazana u Kanadi u 1%, odnosno
u 2,7% uzoraka okoline (26). Poseban problem
predstavlja identifikacija inficirane zivine, jer se
salmonele tesko identifikuju kultivacijom briseva
kloaka, a dokazivanje antitela u serumu ptica
donosi posebne tehnicke poteskoce.

Prevencija infekcije

Mere prevencije koje se baziraju na
eliminaciji slomljenih jaja ili na pranju ljuske,
nisu dovoljne kada su jaja kontaminirana pre
formiranja ljuske oko Zumanceta i belanceta. Ni
zabrana upotrebe jaja od simptomatski inficiranih
kokosaka nije potpuno efikasna u prevenciji, jer
infekcija moze proticati asimptomatski (2). Efikasne
mere prevencije bile bi promene u nacinu pripreme
zivinskog mesa i ispitivanje jata povezanih sa
epidemijama, unistavanje inficiranih jata ili podvr-
gavanje jaja pasterizaciji. Takode je bitno Cuvanje
jaja u frizideru kao i to da se pre pripreme hrane ne
prave "pulovi" jaja. Vazno je da osobe koje su
posebno osetljive na infekciju S. Enteritidis (mala
deca, stare osobe, trudnice i imunokompromitovani,
ukljucujudi i one sa HIV-om) izbegavaju sirova jaja
i nedovoljno termicki obradenu hranu koja sadrZi
jaja, kao i to da rizicne grupe koriste pasterizovana
jaja i pasterizovane proizvode od jaja.
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SALMONELLA ENTERICA SUBSPECIES ENTERICA SEROVAR
ENTERITIDIS - ACTUALITIES AND IMPORTANCE

Biljana Miljkovi¢-Selimovié, Tatjana Babi¢ and Predrag Stojanovic

Salmonella enterica subspecies enterica serovar Enteritidis (S. Enteritidis) has been
recently recognized as a prevalent cause of alimentary toxi-infection worldwide. Its
widespread presence could be explained by intensification and globalization of traffic,
global trade, and the rest of socioeconomic processes. However, no matter to global
spreading of S. Enteritidis, there is unequal distribution of certain phage types (PT) where
PT 4 and 8 are predominant. Salmonella is considered as a cause of various diseases from
acute enterocolitis to typhoid fever. All bacteria from this species have numerous virulence
factors such as: adhesins, toxins, virulence plasmids, and cell wall lipopolysaccharides
(LPS). Similar to other salmonella serotypes, S. Enteritidis has a virulence plasmid. It
allows a bacterium to persist inside the reticuloendothelial cells, while strains without it are
eliminated quickly. In the last few years several virulent S. Enteritidis strains of PT 4 were
described and considered to be of the same origin. The domination of PT 4 is probably
subjected to the resistance of certain strains to nitrofurantoin which is used in poultry
rising. The increased significance of S. Enteritidis refers not only to its association with
pandemic problems but to frequent reports about extraintestinal infectious processes
caused by this bacterium. Taking into consideration that eggs are very important source of
infection besides poultry meat, the advised efficient preventive measures, among others,
should be some changes in poultry meat preparation, investigation of outbreak-related
flocks and devastation of infected ones, as well as egg pasteurization. Acta Medica

Medianae 2010,49(3):71-75.

Key words: salmonella enteritidis, infection, virulence factors
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