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Namen naloge je bil uvedba metode verizne reakcije s polimerazo (PCR) v
diagnostiko okuzb s Chlamydia psittaci (C. psittaci) pri pticah. Spomladi leta 2005
smo iz Veterinarske klinike v Ljubljani pridobili brise kloake 61 ptic (57 golobov in
4 papig) in bris ofesne veznice osebe, obolele za konjunktivitisom. Brise smo do
testiranja hranili v transportnem gojiscu za klamidije (2SP) pri -70 °C. DNK C.
psittaci smo iz kuznine osamili s kompletom reagentov QIAamp® DNA Mini Kit
(QIAGEN GmbH, Nemcija) po navodilu proizvajalca. PomnoZevanje odseka
znotraj izolirane DNK smo izvedli z metodo "nested" PCR, za kar smo uporabili kit
nemskega proizvajalca Genekam Biotechnology, AG. Dobljene pridelke, znacilne
za bakterijo C. psittaci, v velikosti 127 baznih parov, smo si ogledali z
elektroforezo v agaroznem gelu z dodanim etidijevim bromidom. Rezultati so
pokazali, da noben izmed 50 okrasnih pasemskih golobov 10 razli¢nih rejcev iz
Slovenije ni bil okuzen s C. psittaci. DNK C. psittaci smo dokazali pri 4 od 7
preiskanih prostozivecih golobov. Prav tako smo potrdili DNK C. psittaci pri dveh
papigah, pri katerih je bila okuzba s C. psittaci dokazana z metodo posredne in
neposredne imunofluorescence. Dokazali smo, da je PCR primerna in hitra metoda
za dokazovanje okuzb s C. psittaci pri pticah. Z epidemioloskega stalisa bi v
prihodnje bilo smiselno pregledovati prostozivece golobe.
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AB  The aim of this study was to evaluate the use of polymerase chain reaction (PCR)
for diagnosis of Chlamydia psittaci (C. psittaci) infections in birds. In spring 2005
we acquired 61 cloacal swabs of birds (57 pigeons and 4 cockatiels) and
conjunctival swab of person with conjunctivitis from Veterinary clinic in Ljubljana.
The swabs were placed into 2 SP Chlamydia transport medium and frozen at -70 °C
until testing. C. psittaci DNA was extracted and purified from the swabs by using

QIAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN GmbH, Germany) following the
manufacturer’s protocol. Amplification of the segment inside isolated DNA was
performed by using nested PCR method with comercial kit produced by Genekam
Biotechnology, AG (Germany). Amplified products, of 127 base pair long specific
for C. psittaci were visualized by agarose gel electrophoresis with ethidium
bromide staining. Results shows that none of the 50 tested fancy pigeons of 10
different breeders from Slovenia was not infected with C. psittaci. We detected C.
psittaci DNA in 4 of 7 examined wild pigeons. The presence of C. psittaci DNA
was confirmed in two cockatiels in which infection was previously detected with
direct and indirect imunofluorescence. We concluded that PCR test is a useful and
rapid method for detection of C. psittaci DNA. From the epidemiological point of
view the wild pigeons should be further examined in the future.
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RT retikularno ali mreZasto telesce

RVK reakcija vezave komplementa
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1 UVOD

Chlamydia psittaci (v nadaljnjem besedilu C. psittaci) je najbolj raznolika klamidijska

vrsta, saj je razSirjena med pticami in sesalci (Andersen in Tappe, 1989).

C. psittaci je obligatna, znotrajceli¢na, citoplazemska, bazofilna in kokoidna bakterija. Je
negibljiva, po Gramu pa se obarva negativno (Dov¢, 1995). Vsebuje tako RNK kot DNK
(Moulder, 1966).

Klamidija potrebuje za svoje razmnozevanje ATP gostiteljske celice, zato jo imenujemo
tudi energijski parazit (Schachter, 1978a). Razvojni cikel te bakterije je bifazicen,
predstavljata ga dve obliki, elementarno telo (ET) in retikularno telo (RT) (Ward, 1983).
ET je metabolno neaktivna, zunajceli¢na, infektivna oblika organizma, velikosti od 0,2 do
0,3 um (Vanrompay in sod., 1995). Nasprotno pa je RT ve¢ja (0,6 — 0,8 um),
znotrajceliéna in metabolno aktivna oblika organizma, ki je sposobna sintetizirati

nukleinske kisline in beljakovine (Vanrompay in sod., 1995).

Okuzbo s C. psittaci pri pticah imenujemo klamidioza (Dov¢, 1994). Je zelo nalezljiva
zooantroponoza, ki se pojavlja pretezno kot akutna, redkeje kot kroni¢na respiratorna in
sistemska okuzba divjih in domacih pernatih zivali (Dov¢, 1995). Okuzba se prenasa tudi s
ptic na Cloveka. Najpogosteje so opisani prenosi s papig, zato se za infekcijo pogosto
uporablja izraz psitakoza (Dov¢, 1998b). Glavni vir klamidijskih okuZzb pri ljudeh so
Stevilne ptice (papige, kanarcki, race, purani, golobi, vrabci, kokoSi, morski galebi).
Clovek se okuzi z vdihavanjem aerosolnih delcev posuienih izlo¢kov ptic ali pri obdelavi
okuzenega mesa. V nevarnosti za tovrstne okuzbe so predvsem ljudje, ki se poklicno
ukvarjajo s pticami, torej gojitelji ptic in perutnine, delavci v zivalskih vrtovih in

veterinarji (Kese, 2002).

Andersen (1991) in Vanrompay s sodelavci (1993) so razdelili pti¢je izolate C. psittaci v 6
serotipov s serovar specificnimi monoklonskimi protitelesi - serovar A, B, C, D, E in F.

Serovar A se najpogosteje pojavlja pri papigah, serovar B pri golobih, serovar C pri racah
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in goseh, serovar D pri puranih, serovar E pri golobih, nojih, emujih in puranih ter serovar

F pri papigah.

Seve C. psittaci sesalcev pa razdelimo v 9 imunotipov z uporabo poliklonskih protiteles

(Perez - Martinez in Storz, 1985).

Najucinkovitej$i antibiotiki pri zdravljenju okuzb s C. psittaci pri ¢loveku so tetraciklini in
makrolidi (KeSe, 2002). Zelo pomembna za preprecevanje teh okuzb sta nadzor nad
ilegalnim in legalnim uvozom ptic in ugotavljanje morebitne klamidijske okuzbe

(Mallinson, 1989; Ritchie, 1989).

1. NAMEN NALOGE

Namen naloge je bil uvedba PCR metode za dokaz okuzbe s C. psittaci pri pticah. V ta
namen smo pridobili brise kloake golobov in papig, ki smo jih hranili do preiskave v
transportnem gojiscu za klamidije pri -70 °C.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

e uspesna izolacija DNK iz kloakalnih brisov ptic

e nizek delez pozitivnih rezultatov, ker so okuzbe s C. psittaci redke
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2 PREGLED OBJAV

2.1 TAKSONOMIJA KLAMIDIJ

Klini¢na znamenja bolezni, povzrocene s Chlamydia psittaci pri ljudeh, je prvi opisal
Juergensen leta 1874 (Schachter, 1989). Ritter je leta 1879 odkril, da gre za zoonozo
(Dov¢, 1994). Bolezen so najprej poimenovali psitakoza (gr. psittacus - papiga), kasneje
tudi klamidioza, po bakteriji C. psittaci (Vanrompay in sod., 1995; Kaleta, 2003). Leta
1941 je Meyer uvedel Se izraz ornitoza (gr. ornithos - ptica), ki je oznacevala okuzbe ljudi

s C. psittaci z drugimi vrstami ptic (Dov¢, 1998a).

Tudi za bakterijo Chlamydia psittaci so uporabljali razli¢na imena, po novi taksonomiji pa

naj bi se uporabljalo ime Chlamydophila (Cp.) psittaci (Everett in sod., 1999).

Sprva so klamidije uvrscali med viruse, saj se lahko razmnozujejo samo v zivih celicah.
Menili so, da gre za velike viruse, ki so obcutljivi na delovanje nekaterih antibiotikov.
Scasoma se je pokazalo, da so to bakterije, saj imajo obe vrsti nukleinskih kislin (DNK in
RNK), celi¢no steno, ki je podobna celi¢ni steni po Gramu negativnih bakterij in se
razmnoZzujejo znotraj gostiteljske celice z delitvijo na dvoje. Edina skupna lastnost z virusi

je obvezni znotrajceli¢ni parazitizem (Schachter, 1978a).

Do povecanega zanimanja za klamidije je spet priSlo ob izbruhu pandemije psitakoze v
letih 1929 - 1930. Z uvedbo kultivacijskih metod so lahko izolirali povzrocitelja psitakoze
pri ljudeh in pticah. Uporaba celicnih kultur za izolacijo bakterij je omogocila
raziskovalcem podroben pogled v mikrobiologijo, epizootiologijo, serologijo, terapijo in
patogenezo klamidij (Vanrompay in sod., 1995). V priblizno istem Casu so izolirali tudi

klamidijo, ki povzroca lymphogranuloma venereum (Schachter, 1978a).

Ker klamidije niso bile edine obvezne znotrajceli¢ne bakterije, jih je bilo potrebno lociti od
drugih bakterij (rikecij), ki rastejo in se razmnozujejo le v zivih celicah. Ugotovili so, da

klamidije ne morejo sintetizirati visokoenergijskih molekul ATP in GTP, da nimajo
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citokromov in drugih komponent dihalne verige ter imajo edinstven razvojni cikel (Ward,

1983).

Page je leta 1966 je predlagal zdruzitev mikroorganizmov, ki povzrocajo psitakozo,
lymphogranuloma venereum in trahom v rod Chlamydia. Bakterije, ki so bile podobne
klamidijam po razvojnem ciklu, kemijskih in morfoloskih znacilnostih so uvrscali v red
Chlamydiales in druzino Chlamydiaceae. Rod Chlamydia so razdelili v wvrsti C.
trachomatis in C. psittaci (Page, 1966; Storz in Page, 1971).

Bakterije vrste C. trachomatis in C. psittaci so loc¢ili glede na prisotnost glikogena v
inkluzijah in obcutljivosti za sulfonamide. C. trachomatis tvori inkluzije z glikogenom
(obarvanje z jodom) in je obcutljiva za sulfonamide, medtem ko C. psittaci v inkluzijah

nima glikogena in je odporna proti sulfonamidom (Ward, 1983).

Kasneje so odkrili $e vrsti C. pneumoniae (Grayston in sod., 1989) in C. pecorum (Fukushi
in Hirai, 1992). Kriteriji za razlikovanje teh dveh vrst so podobni: morfologija inkluzij,
glikogen v inkluzijah, obcutljivost za sulfonamide (Grayston in sod., 1989; Fukushi in

Hirai, 1992). Kriterije za razvrstitev klamidij prikazuje preglednica 1.

Preglednica 1: Bioloske lastnosti in znacilnosti bakterij iz vrst Chlamydia spp. (Kese, 2002: 322).

ZNACILNOSTI / VRSTE C. trachomatis  C. pneumoniae C. psittaci C. pecorum
ptice in Stevilni
naravni gostitelj clovek clovek ) govedo, ovce
sesalci
Stevilo serotipoyv 15 1 1 3
morfologija ET okrogla hruskasta okrogla okrogla
ovalna, ovalna, velika, gosta
morfologija inkluzije o ovalna, gosta
vakuolarna gosta variabilna
glikogen v inkluzijah da ne ne ne

obcutljivost za sulfonamide da ne ne ?
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Na sliki 1b je prikazana razdelitev klamidij na osnovi biokemijskih, fizioloskih,
morfoloskih in seroloskih znadilnosti ter hibridizacije DNK - DNK. Zaporedje baznih
parov 16S rRNK je pri vrstah znotraj druzine Chlamydiaceae enako v ve¢ kot 90 %. Z
odkritjem Stirih dodatnih klamidijam podobnih skupin, ki imajo ve¢ kot 80 % enako
zaporedje 16S rRNK s klamidijami, je priSlo do reklasifikacije klamidij na podlagi 16S in
23S rRNK. V redu Chlamydiales so po novem §tiri druzine — Chlamydiaceae,
Parachlamydiaceae, Simkaniaceae in Waddliaceae (Everett in sod., 1999). Novo

razdelitev klamidij prikazuje slika 1a.

[T i _'l)rpbr.nrhml | —
I C. aborius Il'narrmals I
[E.pﬂucr' birds - Chiamydia psitaci |
| C. fag | cae | :
i Comiae | Guineapig I |
. [ peconum im}rrmls. me Chiamyaliales I
| Chicyvophds : . Chiamydiacose
i h_l:_ ONBLTNISS I MLimans I % 'leﬂ‘lm I
Chiam . .
: i Shlamydsores | comds : |
| C. rachomats . humans | :
. Chiamydia { - €. trachomalis |
. e .
iml“’"‘“ |hum5tef5 o e e e e e — s I
| Parachiam
| ( ydjacess P.Bc.mfhnmmt:!a
Waddliacess .
W, chondrophita |
| Simkaniaceas g oo
i sttt

la. NOVA RAZDELITEV 1b. STARA RAZDELITEV

Slika 1: Taksonomsko drevo reda Chlamydiales (Bush in Everett, 2001: 204).

Izpostavila bi druzino Chlamydiaceae, ki se po novi taksonomiji razdeli na dva rodova -
Chlamydia in Chlamydophila. V rodu Chlamydia so Chlamydia trachomatis, Chlamydia
muridarum in Chlamydia suis. V rodu Chlamydophila pa Chlamydophila psittaci,
Chlamydophila  pneumoniae, Chlamydophila pecorum, Chlamydophila abortus,
Chlamydophila caviae, Chlamydophila felis (Everett in sod., 1999). Izolate C. psittaci, ki

so povezani s splavom pri prezvekovalcih (ovce, koze, govedo) ali z boleznimi pri mackah
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in morskih prasSickih, so po novi taksonomiji uvrstili v tri nove vrste - Chlamydophila

PR

psittaci pa po novi taksonomiji spadajo v vrsto Chlamydophila psittaci (Eidson, 2002).

2.2  MORFOLOGIJA C. psittaci

Bakterije C. psittaci so negibljive, imajo rigidno celi¢no steno, ki se po Gramu obarva
negativno. Njihova velikost je od 0,3 - 1,0 um, odvisno od tega, v kateri fazi razvojnega

kroga se nahajajo (Page, 1968).

Vsebujejo DNK in RNK, prokariontske ribosome, sintetizirajo lastne proteine, nukleinske
kisline in lipide, obcutljive so na antibiotike (Wyrick in sod., 1989). Imajo dve morfolosko

razli¢ni razvojni obliki, elementarno telo (ET) in retikularno telo (RT) (Ward, 1983).

ET je majhno, sfericno telo, premera 0,2 - 0,3 um. To je infektivna oblika organizma, ki se
veze na tar¢no celico in vstopi vanjo. Vzrok za rigidnost ET naj bi bile disulfidne povezave
med proteini zunanje membrane. Bakterije so v razvojni fazi ET negibljive, brez bickov in

pilov (Wyrick in sod., 1989).

RT je znotrajceli¢na, metabolno aktivna oblika, ki se deli z binarno delitvijo. Je vec¢ja od
ET, premera 0,6 - 0,8 um in je osmotsko nestabilna. RT sintetizira lastno DNK, RNK in
proteine. Imajo pa omejeno metaboli¢no aktivnost, saj brez celice gostitelja niso sposobne
pridobivati energijske ekvivalente v pentoznem ciklu ali vkljuciti piruvat v cikel
trikarboksilnih kislin. So torej obvezni znotrajceli¢ni zajedavci, za katere je znalilen

edinstven razvojni krog (Wyrick in sod., 1989).

Obe razvojni obliki imata nukleoid, citoplazemsko membrano in celi¢no steno, vendar se

molekularna sestava razlikuje (Ward, 1983).
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2.3 RAZVOINI KROG KLAMIDIJ

Razvojni krog klamidij lahko razdelimo na pet glavnih faz (Moulder, 1985):
e pritrditev in vstopanje ET v celice gostitelja - fagocitoza
e sprememba ET v metabolno aktivna RT
e rastin delitev RT
e dozorevanje neinfektivnih RT v infektivna ET

e sprostitev ET iz gostiteljske celice

Okuzba evkariontske celice se zacne s pritrditvijo ET na receptorska mesta mikrovilov na
epitelnih celicah. Membrane mikrovilov so podrocja, kjer poteka aktivni transport
zunajcelinega materiala v celice. Pripenjanje bakterij na ta mesta omogoca hiter in
zanesljiv vstop (Hodinka in Wyrick, 1986). Membrana gostiteljske in bakterijske celice sta
hidrofobni in negativno nabiti zaradi karboksilnih skupin (Vance in Hatch, 1980). Mozno
je, da negativni naboj preprecuje tvorbo vecjih skupkov bakterij, zato jih gostiteljska celica
ne more fagocitirati (Escalante - Ochoa in sod., 1998). Pritrjevanje sevov C. psittaci je
poveéano v prisotnosti dvovalentnih kationov (Ca>", Mg™"), ki zmanj$ujejo elektrostatiéni
odboj med evkariontsko in bakterijsko celico (Hatch in sod., 1981). K uspesni fagocitozi
pa pripomorejo tudi hidrofobne sile (Escalante - Ochoa in sod., 1998). Pri vezavi klamidij
so pomembni glikoproteini na povrsini bakterij in gostitelja (Schachter in Caldwell, 1980;
Ward, 1983). NovejSe raziskave kazejo pomembnost poglavitne beljakovine zunanje
ovojnice (MOMP) pri vstopu klamidij v celice gostitelja. MOMP (angl. major outer
membrane protein) deluje kot adhezin. Poveca nespecificne elektrostaticne interakcije z
evkariontsko celico, kar vodi v bolj specificne hidrofobne interakcije. Ena izmed moznosti
je, da aminokislinski ostanki znotraj hidrofobne regije variabilne domene IV MOMP

dolocajo specifi¢nost receptorja pri vezavi na gostiteljsko celico (Su in sod., 1990).

ET vstopijo v gostiteljsko celico z endocitozo in se nahajajo v inkluziji, ki nastane iz
gostiteljeve citoplazemske membrane (Slika 2) (Beatty in sod., 1994; Kese, 2002). Do
fuzije fagosoma z lizosomom ne pride (Friis, 1972). Zeichner (1983) je odkril 70 kDa velik

protein na povrsini inkluzije, ki vsebuje ET, ki bi lahko imel vlogo pri preprecevanju
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fuzije. Bakterije so obdane in zaS¢itene z membrano endosoma skozi ves razvojni krog

(Wyrick in sod., 1989).

Priblizno 6 - 9 ur po vstopu se ET znotraj inkluzije povecajo, sintetizirajo ribosome in
tvorijo RT (Ward, 1983). Zacetno diferenciacijo ET v RT spremljajo spremembe strukture
zunanje membrane. Pride do reduktivne cepitve disulfidnih precnih povezav med
beljakovino MOMP in drugimi proteini v zunanji membrani. Posledici reduktivnih
sprememb sta povecana fluidnost in porinska aktivnost, kar omogoca vecjo prepustnost,
transport hranil in metabolno aktivnost RT. Le ta so osmotsko zato manj stabilna in
mehansko bolj obcutljiva. RT se nato delijo z binarno delitvijo, njihov podvojevalni Cas
traja priblizno 2 uri (McClarty, 1994). ATP, ki ga dobijo od gostiteljske celice, je potreben
za transport lizina in drugih klju¢nih hranil v bakterijo. Delitev bakterijskih celic je tako v

ravnovesju z metabolno aktivnostjo gostiteljske celice (Ward, 1983).

Inhibicija ) )
Pritrditev ET in fagolizosomske Preoblikovanje
endocitoza fuzije ETVvRT
ET _ @
@ RT
= : =
Jedro

Sprostitev ET iz Preoblikovanje Razmnozevanje z
gostiteljske RT v ET delitvijo na dvoje
celice

Slika 2: Razvojni krog klamidij (Beatty in sod., 1994: 687).

(ET = elementarno telo, RT = retikularno telo)
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Po 16 do 20 ur po okuzbi, se nekatera RT Se podvajajo, medtem ko so druga ze v procesu
diferenciacije nazaj v infektivna ET. Poleg RT in ET lahko v tej fazi opazimo mnogo
razlicnih vmesnih oblik, ki predstavljajo prehodne stopnje v diferenciaciji (McClarty,

1994).

Razvojni krog se zakljuci, ko pride do lize gostiteljske celice ali do eksocitoze ET. V
primeru C. psittaci so gostiteljske celice obi¢ajno mo¢no poskodovane in so ET v 48 urah
po zacetni okuzbi sproséene z lizo (Wyrick, 1989). Dolzina celotnega cikla klamidij variira
od 48 do 72 ur, odvisno od bakterijskega seva, gostiteljske celice in pogojev v okolju

(Beatty in sod., 1994).

2.4 GENETIKA BAKTERIJE C. psittaci

DNK — DNK hibridizacijske analize so pokazale, da je homologija DNK med razlicnimi
sevi C. psittaci od 14 do 95 % (Fukushi in Hirai, 1989), medtem ko je med razli¢nimi
vrstami rodu Chlamydia manj kot 10 % odstotkov (Kingsbury in Weiss, 1968).

Sekvence genomske DNK v druzini Chlamydiaceae so bile do sedaj objavljene za C.
trachomatis, C. muridarum, C. pneumoniae, C. caviae in C. abortus. Frutos in sod. (1989)
so z uporabo pulzne gelske elektroforeze ocenili, da je velikost genoma C. psittaci

1,450,000 baznih parov.

Pri vecini pticjih izolatov C. psittaci so odkrili 7553 baznih parov velik plazmid, ki je enak
na glede na pti¢jega gostitelja (McClenaghan in sod., 1984; Thomas in sod., 1997).
Poimenovali so ga pCpAl (Thomas in sod., 1997). V nasprotju pa so v izolatih C. psittaci
pri mackah, konjih in praSi¢ih nasli plazmide razlicnih velikosti, medtem ko jih v izolatih
C. abortus, ki povzroca splav pri sesalcih, sploh niso nasli (Wyrick, 1989). Plazmidi
klamidij vsebujejo 8 glavnih odprtih bralnih okvirjev (ORF1 - ORFS), dolZine ve¢ kot 100
aminokislin in kratke nekodirajoce regije med ORF, kar lahko vidimo na sliki 3. V
znotrajgenski regiji med ORF1 in ORF2 se nahajajo 22 baznih parov dolge tandemske
ponovitve, ki so mo¢no ohranjene. ORF1 se nahaja takoj za mestom zacetka podvojevanja

(ORI). Obe verigi plazmida vsebujeta kodirajoce sekvence, ORF2 pa se nahaja na
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komplementarnem delu verige (Thomas in sod., 1997). Vloga plazmidnih genov Se ni
znana, Ceprav je prislo med infekcijo C. psittaci v celi¢ni kulturi do izraZanja nekaterih
plazmidnih genskih produktov (Vanrompay, 1995). Izolati klamidij brez plazmidov kaZejo,
da le ti niso nujni za obstoj klamidij, lahko pa vplivajo na njihovo rast in virulen¢ne

znacilnosti (Thomas in sod., 1997).

C. trachomatis

(i) [HorFi [ orF2 |{ orF3 | orF4 [orFs [ s HORET[ORFE] pLGV/440
—

C. trachomatis

(ii) H orFi [ ORFE T} orF3 [ orF4 [ores |6 {ORFT[ORFE] pMoPn
]

';";\ C. psittaci
(iii) ORF2 || ORF3 ORF4 | ORF 5 |{ 6 |[ORF 7] ORF & |- pCpnE1
- —

Deletion

C. pneumoniae
(iv) HORF U [ORFZ}{  oRF3 [ oRF< J{ORFS {6 HORFIORES} pCpA 1

.‘_
Slika 3: Poravnane mape plazmidnih genomov klamidij (Thomas in sod., 1997: 1850).

Ob izbruhu ornitoze v Angliji so v celicah race, ki je bila okuzena s C. psittaci, s
transmisijskim elektronskim mikroskopom pri klamidijah prvi¢ opazili bakteriofag.
Poimenovali so ga klamidiafag 1 (Chpl). Gre za 22 nm velik ikozaedri¢ni virus, ki se
podvaja v RT in spada v virusno druzino Microviridae. Vsebuje enoverizno krozno DNK
velikosti 4877 baznih parov, ki kodira 11 proteinov. Drugi podrobneje raziskan bakteriofag
je bil klamidiafag 2 (Chp2) seva C. psittaci, ki okuzuje ovce. Chp2 je prav tako krozZen,
vsebuje pa 4567 baznih parov. Njegova morfologija je podobna kot pri Chpl, povzroca pa
drugacne citopatogene ucinke v RT. Vloga beljakovin obeh klamidiafagov do sedaj Se ni
poznana, vendar pa primerjava Chpl in Chp2 kaze ohranjenost glavnih znacilnosti
bakteriofagnega genoma. Ti podatki bodo v pomo¢ pri oblikovanju fagov kot vektorjev za

klamidije (Liu in sod., 2000).
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Tekom razvojnega kroga C. psittaci se izrazajo razlicni geni in glede na to njihove

produkte razdelimo v tri skupine - zgodnje, srednje in pozne.

Zgodnji prepisi zacnejo nastajati 1 - 2 uri po okuzbi. Med produkte zgodnjih prepisov
spadajo homolog bakterijske glutamil - tRNK sintetaze, klamidijski S1 ribosomalni protein
in proteina homologna GroEL in DnaK. GroEL in DnaK sta beljakovini stresnega odziva,
njuna vloga je pravilno zvijanje in translokacija proteinov. Sinteza beljakovin stresnega

odziva je klju¢na za obstoj in preobrazbo ET (Beatty in sod., 1994).

Wichlan in Hatch (1993) sta pri C. psittaci odkrila gen, ki se prav tako izraza zgodaj v
razvojnem krogu in vsebuje odprt bralni okvir (ORF - open reading frame) dolzine 182
kodonov. Poimenovala sta ga euo (early upstream ORF). Gen euo od operona crp loci le
gen, ki vsebuje zapis za homologa bakterijske glutamil - tRNK sintetaze. Homologe gena
euo so kasneje odkrili e pri serovarih C. trachomatis D in L2 in pri sevu C. psittaci GPIC
(angl. guinea pig inclusion conjunctivitis) (Zhang in sod., 1998). Beljakovina EUO naj bi
imela pomembno vlogo v preobrazbi metabolno neaktivnih ET v aktivno deleca se RT,
zato predvidevajo, da ta gen nima homologa pri prosto zivecih, neparazitskih, organizmih
in ga v genski bazi podatkov tudi niso nasli (Wichlan in Hatch, 1993). Proteina EUO je
koli¢insko manj kot beljakovine MOMP in ga ne najdemo v ET, nastane pa kmalu po
vstopu ET v gostiteljsko celico. Koli¢ina beljakovine EUO doseze vrh na sredini
razvojnega kroga in se zmanjSuje proti koncu kroga, ko se RT pretvorijo v ET (Zhang in
sod., 1998). Kaul in sod. (1997) so pokazali, da je produkt gena euo proteaza, ki specificno
reze kon¢ni karboksilni konec Hcl, kar povzroci razpad kompleksa DNK — Hcl. Posledica
je dekondenzacija kromatina. Pri tem ostane N - terminalni del Hcl nedotaknjen (Kaul in

sod., 1997).

Srednji prepisi nastanejo 6 ur po okuzbi, ko RT rastejo in se delijo. Najpomembne;jsi
protein, ki nastane v tej fazi je glavni protein zunanje membrane (MOMP) (Millman in
sod., 2001). Gen ompA (vcasih imenovan ompl), ki kodira MOMP, vsebuje pet relativno
ohranjenih in §tiri variabilna podrocja (VS1 - VS4) (Vretou in sod., 2001; Millman in sod.,
2001). Variabilna podroc¢ja vsebujejo epitope, specifi€ne za podvrsto in serovar bakterije

C. psittaci (Millman in sod., 2001). Promotorjev za gen ompA pri C. psittaci je ve¢ in
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zagotavljajo dodatne prepise tega gena do zacetka binarne delitve RT. Sekvencna analiza
promotorskih zaporedij je pokazala, da so bogata z nukleotidoma A (adenin) in T (timin),
kar omogoca vezavo polimeraze RNK (Yuan in sod., 1990). Sekven¢na podobnost gena
ompA pri C. psittaci in C. trachomatis je 68 %, pri C. psittaci in C. pneumoniae pa 71 %.
Makromolekule kot je MOMP, ki so ohranjene znotraj rodu Chlamydia, sluzijo kot
molekularni  kronometri za ugotavljanje evolucijske oddaljenosti med vrstami

(Kaltenboeck, 1993).

Pozni prepisi nastanejo 20 ur po okuzbi, ko pride do spremembe RT v ET. Produkti so
proteini ovojnice, DNK vezavni proteini, s cisteinom bogati proteini, homologa
evkariontskega histona H1 (Beatty in sod., 1994). V pozni fazi razvojnega kroga pride do
aktivacije operona crp. Le ta vsebuje zapis za dva s cisteinom bogata proteina ovojnice
(omcA, omcB) in dva gena, ki kodirata histonom podobna proteina, Hcl in Hc2.
Prepisovanje genov v operonu Crp je odvisno od glavnega sigma faktorja klamidij.
Regulacija tako ne poteka preko kaskade alternativnih sigma faktorjev, kot pri bakterijah z

drugacnimi razvojnimi znacilnostmi (Zhang in sod., 1998).

Kromatin je v ET stabiliziran s proteini, ki kazejo sekvencno homologijo z evkariontskim
histonom H1. Hcl (hctA) in He2 (hctB) imata pomembno vlogo pri vzpostavitvi strukture
nukleoida in pri regulaciji ekspresije genov, ko se RT pretvarjajo nazaj v ET. Izrazanje
gena hctA in aktivnost Hel sta regulirana transkripcijsko in post - transkripcijsko. Proteina
delujeta tudi kot globalna regulatorja izrazanja genov klamidij tako, da preprecita
prepisovanje DNK (Grleshaber in sod., 2006). Znotraj vrste je gen hCtA popolnoma
ohranjen, medtem ko se med razli¢nimi vrstami klamidij kazejo razlike. Tako je pri C.
psittaci protein Hcl iz 117 aminokislin, pri C. trachomatis pa iz 125 aminokislin (Kaul in
Wenman, 1998).

2.5 CELICNA STENA BAKTERIJE C. psittaci
Vsebnost sestave lipidov in aminokislin v celi¢ni steni klamidij je podobna tisti pri po

Gramu negativnih bakterijah, v zunanji membrani najdemo tudi lipopolisaharid (McCoy in

sod., 2003).
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Med znanstveniki se Se danes poraja vprasanje ali celicna stena klamidij vsebuje
peptidoglikan, ki ga obi¢ajno najdemo pri po Gramu negativnih bakterijah. Beatty in sod.
(1994) navajajo, da so klamidije med redkimi prokarionti, ki v celi¢ni steni nimajo
peptidoglikana, temve¢ imajo verjetno pentapeptidu podobne strukture. Stevilni neuspeli
poskusi detekcije peptidoglikana pri klamidijah kaZejo na njegovo odsotnost. Niso ga
uspeli zaznati z elektronsko mikroskopijo, protitelesa proti peptidoglikanu niso reagirala s
klamidijami, s plinsko - kromatografsko spektrometrijo niso zaznali muraminske kisline,
oznacevalca za peptidoglikan. Kljub temu, da klamidije ne vsebujejo peptidoglikana, imajo
v genomu zapis za gene potrebne za sintezo peptidoglikana (McCoy in sod., 2003). Tudi ¢e
so prisotne analitsko nedokazljive koli¢ine peptidoglikana, le ta ni pomemben pri
ohranjanju strukturne celovitosti ET in RT. Obstaja mozZnost, da ima peptidoglikan
primarno vlogo pri delitvi RT in morda pri prehodu RT v ET. Klamidije v svojem genomu
nimajo gena ftsZ, ki je mo¢no ohranjen pri drugih bakterijah in ima pomembno vlogo pri
celi¢ni delitvi. Posledi¢no ima morda zato peptidoglikan netipi¢no vlogo pri celi¢ni delitvi

klamidij (Chopra in sod., 1998).

Vsekakor pa v celicni steni klamidij opazimo strukturo, ki spominja na peptidoglikan.
Celi¢no ovojnico pri ET in RT sestavljata zunanja in notranja, citoplazemska, membrana.
Rigidnost in osmotsko stabilnost ET naj bi omogocala prisotnost 40 kDa velike poglavitne
beljakovine zunanje ovojnice (MOMP) in najmanj treh beljakovin bogatih s cisteinom v
ovojnici ET, ki so med seboj pre¢no povezani z disulfidnimi vezmi v supramolekularno
mrezo. Nasprotno pa v zunanji membrani RT ni dovolj proteinov bogatih s cisteinom in

beljakovine MOMP, zato ne pride do mo¢nih pre¢nih povezav (Hatch in sod., 1986).

Proteini zunanje membrane so najpomembnejSe virulencne determinante klamidij, saj so
kljucni v procesu pripenjanja, vstopanja in pri preprecevanju zlitja z lizosomi (Wyllie in
sod., 1998). Prevladujoci proteini v pre¢no povezanem kompleksu so proteini MOMP, ki
predstavljajo 60 % odstotkov proteinov zunanje membrane (McClarty, 1994). MOMP naj
bi bil lociran v zunanji membrani in je izpostavljen na povrsini. Izpostavljen pa je tudi
periplazmi, kar sovpada z domnevo, da je MOMP porin. MOMP je prav tako navzo¢ v RT
v cCasu delitve, vendar ne tvori precnih povezav (Everett in Hatch, 1995). Sekundarno

strukturo MOMP predstavljajo B - listi¢i (62 %), kar je znalilnost bakterijskih porinov.
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Vgradnja MOMP v lipidni dvosloj naj bi bila avtokataliticna, podobno kot pri drugih
bakterijskih porinih. Vsaka molekula MOMP se usidra v dvosloj kot trimer. Spremembo
ET v RT spremlja redukcija disulfidnih vezi v zunanji membrani, kar poveca njeno
prepustnost. Porinska funkcija MOMP je uporabljena v fazi RT in omogoca sprejem

gostiteljskega ATP in drugih hranil (Wyllie in sod., 1998).

V nasprotju pa s cisteinom bogate beljakovine najdemo v celi¢ni ovojnici le pozno v
razvojnem krogu, to je 18 - 24 ur po okuzbi, ko se podvojevanje RT upocasni in se zacnejo
spreminjati nazaj v ET. S cisteinom bogata beljakovina C. psittaci (EnvA), velika 12 kDa,
je lipoprotein s podobno strukturo kot jo ima Braunov lipoprotein pri Escherichia coli.
Vecja s cisteinom bogata beljakovina C. psittaci (EnvB) je posttranslacijsko modificirana v
dva proteina, velika priblizno 60 kDa. EnvA in EnvB sta prostorska in funkcionalna
analoga mureinskega lipoproteina in peptidoglikana pri po Gramu negativnih bakterijah.
Oba proteina vsebujeta tipi¢ni signalni peptidazi z razlicnim mestom rezanja. Prisotnost
sekvenc za signalno peptidazo nakazuje, da se nahajata v notranji, zunanji membrani ali v
periplazemskem prostoru (Everett in Hatch, 1995). Model celi¢ne ovojnice C. psittaci je

prikazan na sliki 4.
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Slika 4: Celi¢na ovojnica ET pri C. psittaci (Everett in Hatch, 1995: 881).

Notranja
membrana

Lipopolisaharid (LPS) klamidij sestavljata lipid A, na katerega je vezan srediS¢ni
polisaharid. Sredis¢ni polisaharid je trisaharid KDO(2-8)KDO(2-4)KDO, katerega osnova
je 3-deoksi-D-mano-2-oktulosonska kislina (KDO), ki se povezuje z (2-8) in (2-4) vezmi.

Vez (2-8) je specificna za klamidije in je pri ostalih, po Gramu negativnih bakterijah, ne
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zasledimo (Heine in sod., 2003). Analize zgradbe LPS pri C. psittaci so pokazale, da so
KDO, glukozamin, organsko vezan fosfat in mas¢obne kisline prisotne v razmerju 3,3 : 2 :
1,8 : 4,6 (Rund in sod., 2000). LPS pri bakteriji C. psittaci in C. trachomatis se razlikuje v
vsebnosti KDO. Pri prvi ga je 28 % odstotkov, pri drugi pa 20 % odstotkov. Pri omenjenih
bakterijah je prisoten tudi razli¢en vzorec acilacije lipida A. Profil mascobnih kislin pri C.
psittaci je pokazal tudi navzo¢nost neobicajnih 3 - hidroksi mascobnih kislin z 18 - 22
ogljikovimi atomi in Stevilnih nehidroksiliranih mas¢obnih kislin med katerimi se nahajajo

izo - in anteizo - povezane mas¢obne kisline (Brade in sod., 1986).

2.5.1 Antigeni C. psittaci

Klamidije imajo za tip, vrsto in rod specifi¢ne antigene (Andersen in Tappe, 1989).

Klamidijam je skupen specifi¢en lipopolisaharidni antigen (LPS), ki je ohranjen znotraj
rodu (Rockey in sod., 2000). Zaradi taksonomskih sprememb sedaj predstavlja za druzino
in ne ve¢ za rod specifi¢en epitop (Heine in sod., 2003). LPS klamidij je najbolj podoben
nekaterim antigenom po Gramu negativnih bakterij, kar je eden od moznih vzrokov za
lazno pozitivne reakcije v diagnostiki klamidijskih okuzb. LPS antigen je termostabilen
(Caldwell in Hitchcock, 1984). Na LPS antigenu so tri antigenska podrocja. Dva sta
skupna nekaterim gramsko negativnim bakterijam, le eden pa je specificen za rod klamidij
(Fu in sod., 1992). Brade in sod. (1986) so preucevali imunogene in antigenske znacilnosti
LPS C. psittaci tako, da so imunizirali zajce s formalinom ubitimi elementarnimi telesi C.
psittaci. Vse zivali so se odzvale na tujek s produkcijo visokega titra protiteles IgM.
Ugotovili so, da LPS C. psittaci, poleg epitopa specifi¢nega za rod Chlamydia, vsebuje
tudi za vrsto specificen epitop, ki se nahaja v ogljikohidratnem delu LPS (Brade in sod.,
2000). V nasprotju z ostalimi, po Gramu negativnimi, bakterijami kaze LPS klamidij nizko
endotoksi¢no aktivnost (Heine in sod., 2003). Ena izmed moznih razlag za to je, da so se
klamidije skozi evolucijo na ta nacin prilagodile na znotrajcelicno perzistenco v gostitelju

(Brade in sod., 2000).

Variabilni epitopi, ki dolo¢ajo serotipe, se nahajajo na MOMP, ki je najbolj raziskan

antigen klamidij. MOMP je v zunanji membrani prisoten kot disulfidno povezan oligomer.
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Je glavni imunogen pri naravni okuzbi. Protitelesa usmerjena proti MOMP v in vitro
pogojih nevtralizirajo infektivnost klamidij (Pickett in sod., 1988). MOMP je porin, ki
omogoca vstop kljuénih molekul in hranil v bakterijsko celico in izstop virulen¢nih
faktorjev (Bush in Everett, 2001). Na MOMP so tudi pomembni epitopi za T - celice

(Millman in sod., 2001). Protitelesa proti MOMP §¢itijo pred okuzbo. MOMP zato ostaja
prvi kandidat za cepivo (Wyllie in sod., 1998).

V inkluzijski membrani klamidij se nahajajo tudi proteini Inc (inclusion membrane
proteins). Pri C. psittaci so identificirali tri genske produkte - IncA, IncB, IncC. Antiserum
proti vsakemu izmed proteinov Inc specifi¢no oznaci klamidijsko membrano. Funkcija teh

proteinov pa zaenkrat ostaja Se neznanka (Rockey in sod., 2000).

V klamidijski celicni steni je prisotnih tudi ve¢ proteinov POMP ali Pmp (angl.
polymorphic outer membrane protein). Pri C. psittaci so odkrili Sest razli¢cnih POMP v in
vitro pogojih, v tkivni kulturi. Gre za antigenske molekule velikosti 90 ali 91 kDa. Ker se
nekateri izmed njih nahajajo na celi¢ni povrsini klamidij, lahko predpostavimo njihovo
vlogo pri pritrjevanju, molekularnem transportu ali pri signalizaciji. Nobena izmed teh

vlog pa Se ni bila dokazana v laboratoriju (Rockey in sod., 2000).

2.6 METABOLIZEM KLAMIDIJ

Klamidije so odvisne od energije evkariontske celice, zato jih imenujemo tudi "energijski
paraziti" (Moulder, 1969). Znotraj gostitelja so obdane z membrano inkluzije, preko katere

poteka transport kljuénih molekul v klamidijsko celico (Wyrick, 2000).

Vse bakterije potrebujejo osnovne gradnike (aminokisline, nukleotide, nukleotidne
sladkorje in mascobne kisline) za izgradnjo makromolekul (proteini, DNK, RNK, lipidi,
LPS in murein), ki tvorijo celico. Proizvodnja energije in redukcijske moci, ki je potrebna

za biosintezo, predstavlja zahtevno nalogo za vsako celico (McClarty, 1994).

Klamidije so s prilagoditvijo na znotrajceli¢ni nacin zivljenja izgubile lastni sistem za

pridobivanje energije, obdrzale pa so pomembne biosintetske zmoznosti. Tako najdemo pri
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njih elemente glikolize, dihanja in biosinteze pentoz, nimajo pa encimov potrebnih za neto

produkcijo ATP (Beatty in sod., 1994).

Tekom evolucije so klamidije razvile pomembno prilagoditev, ki jim omogoca uporabo
ATP gostiteljske celice s pomocjo specifi¢nih prenaSalnih proteinov. Ti transmembranski
proteini katalizirajo vnos ATP gostitelja v prokariontsko celico preko bakterijske celicne
membrane. Le ta je drugace neprepustna za relativno velike in nabite molekule. V obratni
smeri pa ti transportni proteini iznaSajo bakterijski ADP nazaj v gostiteljski citosol
(Schmitz - Esser in sod., 2004). Slika 5 prikazuje rast klamidij znotraj z membrano obdane

inkluzije.

V mitohondriju in kloroplastih poteka vnos ADP in iznos ATP s pomocjo ATP - ADP
translokaze, encima v adenilat - nukleotid transportnem sistemu. Translokaza sklopi iznos
ATP, ki nastane z oksidativno ali fotosintetsko fosforilacijo, s prevzemom ADP. Pri

klamidijah pa ATP - ADP translokaza deluje v obratni smeri (Moulder, 1991).
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Slika 5: Inkuzija klamidij znotraj epitelijske celice gostitelja (Wyrick, 2000: 279).
(ER = endoplazemski retikulum; GA = Golgijev aparat; CL = holesterol
PI = fosfatidilinozitol; SM = sfingomielin; PC = fosfatidilholin)
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Pri okuzbi evkariontskih celic s C. psittaci so opazili, da so mitohondriji v tesni povezavi z
vakuolo klamidij. MozZna razlaga za ta pojav je, da je zaradi fizicne blizine pospeSen

prenos ATP iz mitohondrija v bakterijsko celico (Escalante - Ochoa in sod., 1998).

Pri nastajanju inkluzije je pomemben vnos veziklov iz Golgijevega aparata, ki vsebujejo
sfingomielin, fosfatidilinozitol, fosfatidilholin in holesterol. Omenjene molekule so klju¢ne
za strukturno celovitost inkluzijske membrane. Metabolno aktivna RT proizvedejo tudi
proteine Inc, ki se prav tako vgradijo v membrano in skupaj z izrastki na povrsini, ki
kaZzejo podobnost z bicki bakterij, omogocajo vnos Zeleza in hranil iz gostiteljske

citoplazme (Wyrick, 2000).

2.7 PERZISTENCA KLAMIDIJ V GOSTITELJU

Pojem "perzistenca" opisuje dolgorocno povezavo med klamidijo in njenim gostiteljem.
Klamidija je prisotna v gostitelju, vendar je z gojenjem v tkivni kulturi ne moremo zaznati.
Pojem "perzistentna" okuzba pomeni odsotnost bakterijske rasti in razmnozevanja (Beatty

in sod., 1994).

Perzistenco je potrebno razloCevati od okuzb, pri katerih je razmnozevanje klamidij
navzoce in jih povezujemo z izrazoma "subklini¢na" okuZzba in "asimptomatska" okuzba.
Sledn;ji opisujeta klamidijske okuzbe, pri katerih so klini¢ni znaki neznacilni za okuzbo s

klamidijami ali pa se klini¢ni znaki ne razvijejo (Beatty in sod., 1994).

Perzistenco pri klamidijah lahko primerjamo z latenco pri virusih. Kljub precejSnim
razlikam med obema mikroorganizmoma, je pri obeh normalni razvojni krog prekinjen.
Prekinitve normalnega razvojnega kroga pri klamidijah so povezane z nastankom

neobicajnih (aberantnih) razvojnih oblik (Beatty in sod., 1994), kar prikazuje slika 6.
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Inhibicija
Pritrditev ET in fagolizosomske Preoblikovanje
endocitoza fuzije ETVvRT
; Jedro I Neobicajna I
razvojna
oblika
; Omejena

rast in
delitev

Sprostitev ET iz Preoblikovanje Prekinjen
gostiteljske RT vET razvojni krog
celice (prezistenca?)
neinfektivne
oblike

Slika 6: Spremenjen razvojni krog klamidij (Beatty in sod., 1994: 688).

Odsotnost klamidijske rasti naj bi bila povezana z zmanjSanjem metabolne aktivnosti
bakterije, kar omejuje rast, delitev in prepreci preoblikovanje RT v ET. V tem primeru
klamidij ne moremo zaznati v celi¢ni kulturi. ZmanjSana metabolna aktivnost naj bi
vplivala tudi na biokemijske in antigenske lastnosti klamidij, zaradi ¢esar klamidij ne
zaznamo niti z drugimi diagnosti¢nimi testi. Do spremembe RT v ET pride kasneje kot pri

normalnem razvojnem krogu klamidij (Beatty in sod., 1994).

Vzrokov za pojav perzistence je vec. Mnogo Studij opisuje nenormalni razvojni krog
klamidij po dodatku antibiotika. Na splosno velja, da u¢inkovina, ki deluje na bakterijsko
sintezo proteinov ali sintezo RNK, lahko preprec¢i spremembo ET v RT ali RT v ET. To je
odvisno od tega kdaj jo dodamo, koliko in ali je tarCa antibiotika sinteza DNK ali sinteza
peptidoglikana. Dodatek eritromicina, ki zmanjSuje aktivnost ribosomov, v prvih 12 urah
po okuzbi prepre¢i spremembo ET v RT. Ce eritromicin dodamo kasneje, nastanejo
povecana RT, ki se ne morejo preobraziti v ET. V nasprotju penicilin, ki preprecuje precno

povezovanje peptidoglikana, nima ucinka na celice klamidij v prvih 12 urah po okuzbi.
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Kasnejs$i dodatek penicilina pa povzroci povecanje RT in nastanek netipi¢nih razvojnih

oblik (Hogan in sod., 2004).

Perzistenco povzroca tudi pomanjkanje hranil, ki zacasno zaustavi rast klamidij in
gostiteljskih celic, dokler hranila niso spet na voljo (Hogan in sod., 2004). Pomanjkanje
cisteina vpliva na rast bakterije in na ¢as spremembe RT v ET. Omenjena aminokislina je
potrebna za biosintezo treh, s cisteinom bogatih beljakovin, ki so potrebne za spremembo
RT v ET. Po dodatku cisteina se bakterijska rast in sprememba RT v ET spet pojavita. V
pogojih, ko so molekule, potrebne za metabolne procese gostiteljskih celic omejene,
klamidija ne more tekmovati za potrebne makromolekularne prekurzorje in lahko preide v

perzistentno stanje (Beatty in sod., 1994).

Raziskave kazejo, da perzistenco izzovejo tudi citokini (Hogan in sod., 2004). Med njimi
je najpomembnejsi gama interferon (INF-y), ki ga izlo€ajo T - celice imunskega odziva
(Beatty in sod., 1994). Visoke koncentracije INF-y pred okuzbo s C. psittaci v celi¢ni
kulturi so preprecile nastanek inkluzije. Nizje koncentracije INF-y pa vodijo do nastanka
netipi¢nih razvojnih oblik, ki niso infektivna. Najpomembnejsi mehanizem delovanja INF-
v, ki pojasnjuje ucinek INF-y na rast klamidij v tkivni kulturi, je razgradnja triptofana.
INF-y aktivira encim gostitelja, indolamin 2,3 - dioksigenazo (IDO), razcepi triptofan
(Hogan in sod., 2004). V tej stopnji klamidij ne moremo zaznati v celi¢ni kulturi, lahko pa
z molekularnimi metodami zaznamo molekule 16S rRNK, ki kazejo navzocnost bakterije

(Dreses - Werringloer in sod., 2001).

Pri C. psittaci so ugotovili, da lahko perzistentno stanje povzroci tudi liticna okuzba faga
Chpl. Opaziti je bilo mogoce nastanek povecanih, napihnjenih RT, ki niso bila infektivna

(Hogan in sod., 2004).

Zmoznost C. psittaci za razvoj perzistentne okuzbe pri gostitelju ima verjetno pomembno
vlogo pri razvoju kroni¢nih okuzb, kot tudi pri neuspesnem zdravljenju z antibiotiki in

imunoprofilaksi (Goellner in sod., 2006).
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2.8 OKUZBE S C. psittaci PRI ZIVALIH

2.8.1 Ptice

C. psittaci primarno okuzuje ptice (Everett, 2000). Bolezen povzroca pri ve¢ kot 130 vrstah

ptic in pri 32 drugih domacih in divjih zivalih (Theegarten in sod., 2004).

Polovica pti¢jih vrst, dovzetnih za klamidiozo, pripada druzini papig - Psittacidae (Dov¢,
1995). Na sliki 7 sta prikazani nimfica in skobCevka. V naravi je stopnja okuzenosti
papagajskih vrst s C. psittaci nizka. Podobne okuZbe pri perutnini in ostalih nepapagajskih

(angl. nonpsittacine) vrstah ptic imenujemo ornitoza (Schachter, 1978b).

Slika 7: a) nimfica (Nymphicus hollandicus) (Golob, 1994: 45) b) par skobéevk
(Melopsittacus undulatus) (Golob, 1994: 60).

Klamidioza zelo pogosto poteka brez vidnih klini¢nih znakov, zato so okuzene ptice
potencialne prenasalke bakterije C. psittaci (Dov¢, 1994; Greco in sod., 2005). Take ptice
izlo¢ajo bakterije v presledkih, izlo¢anje C. psittaci pa pospesujejo tudi stresni faktorji, kot
so premesc¢anje zivali z razlinimi prevoznimi sredstvi iz ene drzave (kontinenta) v drugo,

gneca med zivalmi v ujetniStvu, mraz in sama reja zivali (Smith in sod., 2005). Stresni
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faktorji lahko vodijo tudi v klini¢no izraZzeno bolezen (Greco in sod., 2005). Izolati C.
psittaci pri pticah se razlikujejo glede virulentnosti. Ptice predstavljajo odli¢en vektor za
prenos klamidij, ker se hranijo in prihajajo v stik z izlocki in iztrebki okuzenih Zivali, so

tudi zelo mobilne in prepotujejo velike razdalje (Van Loock in sod., 2003).

Trenutno ima C. psittaci 8 znanih serovarov, od teh jih je bilo 6 prvotno izoliranih iz ptic
(A - F) in 2 iz sesalcev (WC in M56). Vecina serovarov je gostiteljsko specifi¢nih (Eidson,
2002). Serovar A je endemicen med papagajskimi vrstami ptic, povzro¢a pa tudi
sporadi¢ne zoonoze pri ljudeh, drugih sesalcih in Zelvah. Serovar B je endemicen med
golobi, izolirali so ga tudi pri puranih, pri prezZvekovalcih pa naj bi povzrocil splav. Izolate
serovara C (GD, MT1 in 91/1264, 91/1301, CT1 in Parl) so dolocili pri racah, labodih,
puranih in jerebicah (Geens in sod., 2005a). Serovar D je pogost pri puranih, ¢apljah in
galebih. OkuZbe s serovarom C in D so nevarne za klavce Zivali in za ljudi, ki prihajajo v
tesen stik z zivalmi (Eidson, 2002). Serovar E so izolirali pri ¢loveku in razli¢nih pticah
prvotno pa naj bi izviral iz golobov (Andersen, 1997; Everett, 2000). Edini izolat serovara

F, VS225, je bil najden pri majhni dolgorepi papigi (angl. parakeet) (Geens in sod., 2005a).

Okuzene ptice izlocajo C. psittaci z iztrebki in nazalnimi izlocki. Bakterija C. psittaci je v
zunanjem okolju neobstojna, ¢e pa se nahaja v organskih ostankih (iztrebek, hlevski gnoj)
ali perju, ostane infektivna ve¢ mesecev (Smith in sod., 2005). Zauzitje in vdihavanje
aerosolov sta dva najpomembnejSa nafina prenosa v naravi (Brand, 1989). Spenser (1991)
navaja, da je pri papigah moZzen vertikalni prenos s kontaminacijo prek jajéne lupine in tudi
z regurgitacijo okuzene hrane, medtem ko je neposredni embrionalni prenos vprasljiv. Pri
golobih je bil vertikalni prenos klamidije potrjen, izolirali pa so jo tudi iz racjih jajc (Dovc,

1995).

Inkubacijska doba bolezni pri pticah traja od tri dni do ve¢ tednov. Bolezen lahko poteka
brez vidnih klini¢nih znakov, v akutni ali kroni¢ni obliki, lahko pa se konca tudi s smrtjo
zivali. To je odvisno od vrste ptice in njene dovzetnosti, virulence bakterijskega seva,
infektivne doze, stresnih faktorjev, starosti in od zdravljenja oziroma profilakse Zivali.
Znaki pti¢je klamidioze so podobni kot pri drugih sistemskih okuzbah, pojavi se

apati¢nost, nejes¢nost, nasrseno perje, serozen do serozno gnojen izcedek iz nosnic in o€i,
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driska in zelen do zeleno - rumen sec. Iz¢rpane ptice lahko izlocajo redke, temnozelene
kapljice, temu sledi hujSanje, dehidracija in posledicno smrt (Smith in sod., 2005).
Klamidioza pri pticah obicajno poteka sistemsko in se ob¢asno konca s smrtjo, smrtnost je

do 30 % (Van Loock, 2005).

Klamidioza se pojavlja povsod po svetu, pogostost in razsirjenost okuzb pa sta odvisni od
vrste ptice in serotipa. Vcasih je prihajalo do vecjih nenadnih izbruhov klamidioze pri
puranih (predvsem v Ameriki), ki je prizadela eno ali ve¢ jat. Z vzrejo perjadi v zaprtih
prostorih pa so preprecili stik z divjimi vrstami ptic in posledicno se je zmanjSalo tudi
Stevilo okuzb in nenadnih izbruhov. V Evropi se klamidioza pri puranih endemi¢no
pojavlja v Belgiji, Nemc¢iji in Franciji, vendar se veCinoma kaze z respiratornimi znaki,
brez smrti zivali. C. psittaci povzro¢a pomembne ekonomske izgube za rejce perutnine,
bolj pomembno pa je, da kot zoonoza pomeni nevarnost za ljudi, ki prihajajo v tesen stik z

okuZenimi Zivalmi. Do vecine okuZb pride z vdihavanjem kuZnih aerosolov in tudi pri

nadaljnji obdelavi mesa okuZene zivali (Van Loock, 2005).

Slika 8: a) prostoziveci golob (Columba livia domestica) (Sharon in McLaughlin,

1995; 114) b) staronemski galebcek (Grmek, 1995) c) juznonemski telovnicar
(Grmek, 1995) ¢) nemski okrasni golob (levo), golob pismonosa (Grmek, 1995).
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V naravnem okolju se klamidioza pojavlja tudi pri golobih (Slika 8) in sicer od maja do
junija ter od oktobra do decembra. Kriticno obdobje nastopi spomladi zaradi iz€rpanosti od
valjenja in krmljenja mladicev in jeseni zaradi menjave perja in pomanjkljive prehrane
(Dov¢, 1994). Blato posameznih inficiranih golobov, zlasti med akutno fazo, vsebuje preko
10000 infektivnih enot na gram iztrebka, golob pa v enem letu izlo¢i 2,5 kg iztrebkov

(Dov¢ in sod., 2000).

Sirok razpon ptigjih gostiteljev C. psittaci kaze, da obstajajo $tevilni mehanizmi prenosa
bakterije, odvisno od okolja in obnasanja gostitelja. Pomemben je tudi nacin
prehranjevanja in okolje, kjer se nahaja gostitelj. To doloa nacin prenosa in

izpostavljenost okuzbi (Brand, 1989).

2.8.2 Sesalci

C. psittaci, ki povzro¢a splav, (po novi taksonomiji Chlamydophila abortus), je patogena
predvsem za prezvekovalce (ovce, koze, govedo), pa tudi za prasice in konje. V Evropi
najpogosteje povzroc¢a splav pri ovcah (angl. OEA - ovine enzootic abortion) in kozah, saj
je ta bakterija zmoZna kolonizirati placento (Thomson in sod., 2006). Splav je posledica
sistemske okuzbe, do katere pride z vdihavanjem ali zauzitjem ET ter s spolnim stikom.
Splav pri prezvekovalcih povzrocajo C. psittaci serovar 1, biovar 1, sev ompl, ki niso
gostiteljsko ali tkivno specifi¢ni in povzrocajo splav tudi pri ovcah (DeGraves in sod.,
2004). Okuzba s C. psittaci ostaja ponavadi neizrazena vse do splava v pozni brejosti ali do
skotitve slabotnega oziroma mrtvega ploda. OkuZene samice najverjetneje izlocajo
povzrocitelja blizu ¢asa ovulacije. Bakterija je endemi¢na med prezvekovalci, nasli pa so
jo tudi kot povzrociteljico splava pri konjih, zajcih, prasicih, misih in ¢loveku, medtem ko

je pri pticah niso izolirali (Van Loock in sod., 2003).

C. psittaci, ki povzro¢a okuzbe pri mackah, (po novi taksonomiji Chlamydophila felis), je
endemic¢na med hisnimi mac¢kami povsod po svetu. Povzroca vnetje oCesne veznice, rinitis
in respiratorne tezave. Najdemo jo tudi v Zelodcu in razmnozevalnem sistemu. Izolati se

razlikujejo glede na patogenezo (Everett, 2000). Pogosto povzro€ajo kroni¢ne okuzbe in



Kramljak Z. Chlamydia psittaci pri pticah — dokazovanje okuZb z molekularno metodo PCR.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2006

ponovne okuzbe, pogini so redki. Velikokrat ugotavljajo tudi meSane okuzbe z bakterijami,

macjim kalicivirusom in macjim herpesvirusom (Dov¢ in sod., 1998c).

C. psittaci, ki okuzuje morske prasi¢ke (angl. guinea pig), se po novi taksonomiji imenuje
Chlamydophila caviae. Nasli so jo v o¢esni veznici morskih prasi¢kov, kjer je povzrocila
vnetje z izcedkom. Vsi znani izolati imajo enako sekvenco gena ompA. Izolat GPIC
vsebuje ekstrakromosomalni plazmid. Primarno okuzuje epitelij sluznic, ni invazivna in je

specifi¢na za morske prasicke (Everett in sod., 1999).

Za klamidiozo lahko zbolijo Se psi, kunci, misi in prostoziveci sesalci, med njimi pogosto
opisujejo koale (Girjes, 1993; Vanrompay in sod., 1995). Klamidiozo omenjajo tudi pri
dvozivkah in plazilcih (Schnorr, 1989). Vanrompay s sod. (1994) opisuje okuzbo zelv
(Testudo graeca) s pti¢jim serotipom A C. psittaci. Pri nojih so uspeli izolirati C. psittaci
leta 1993 v Namibiji. V okuzeni jati je bil pogin 37,5 % (Kolb in sod., 1993).

2.9 OKUZBE S C. psittaci PRI CLOVEKU

C. psittaci povzro¢a pri ¢loveku psitakozo, okuzbo plju¢, do katere pride ob
izpostavljenosti okuZenim pticam (Ferreri in sod., 2004). Najpogosteje se ¢lovek okuZzi z
vdihavanjem aerosolov posusenih iztrebkov ali izlo¢kov respiratornega trakta okuzenih
ptic. Do prenosa bakterije pride tudi pri stiku ust s kljunom in pri rokovanju s pti¢jim
perjem ali tkivom okuzene zivali (Smith in sod., 2005). PosuSeni iztrebki ptic so kuzni tudi
ve¢ mesecev. Okuzba po oralni poti s hrano in vodo in okuzba skozi poskodovano kozo sta
dosti redkejSi. Opazamo jih pri ljubiteljih ptic, ki so v neposrednem stiku s ptico. Tudi
vzorci krvi, ki so namenjeni za preiskavo, so lahko potencialno nevarni za osebje
laboratorija. Klamidioza ja ena od najpogosteje opisanih okuzb v laboratorijih, zato je treba
upostevati vse varnostne ukrepe pri sprejemu in obdelavi potencialno kuznega materiala
(Dov¢, 1994). Ze krajsa izpostavljenost infektivnemu delcu lahko vodi do simptomatske

okuzbe (Smith in sod., 2005).

Najbolj so okuzbi s C. psittaci izpostavljeni otroci, starejSe osebe in nosec¢nice. Kljub temu

je psitakoza relativno redka. CDC (angl. Center for Disease Control and Prevention) ima
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podatke o manj kot 100 - ih primerih okuzb na leto v letih 1992 - 1994 (Kirchner, 1997).
Velikokrat se klamidioza ugotavlja pri rejcih, prodajalcih in ljubiteljih ptic. Pogosto zbolijo
ljudje na perutninskih farmah in v klavnicah, veterinarji pri klini¢nih pregledih in sekcijah
ter laboranti pri stiku s kuznim materialom (Dov¢, 1995). Greguri¢ in sod. (1992) porocajo
o endemiji psitakoze pri prebivalcih Zagreba v letih 1987 in 1988, ki so se okuzili od
prosto ziveCih mestnih golobov. Psitakoza se lahko prenasa tudi iz ¢loveka na cloveka,

vendar zelo redko (Dov¢, 1995).

Inkubacijska doba navadno traja 5 - 14 dni, lahko tudi dlje. Bolezen lahko poteka brez
bolezenskih znakov ali kot sistemska oblika s hudo plju¢nico. Ko Se ni bilo na voljo
protimikrobnih sredstev je bila umrljivost 15 do 20 % odstotna. Danes umre manj kot 1 %
zdravljenih ljudi. Pri osebah s simptomatsko okuzbo se nenadoma pojavi vro¢ina, mrzlica,
glavobol, slabost in miSi¢ni revmatizem. Razvije se tudi suh kaSelj, ki ga spremlja
otezkoeno dihanje in dihalna stiska. C. psittaci lahko poleg respiratornega trakta
prizadene tudi druge organske sisteme. Pojavi se endokarditis, miokarditis, hepatitis,
artritis, keratokonjunktivitis in encefalitis. Pri okuzbah nosecnic so porocali o odpovedi

dihal, trombocitopeniji, hepatitisu in odmrtju ploda (Smith in sod., 2005).

C. psittaci izolirana pri sesalcih ima relativno majhno kuznost za ¢loveka, v primerjavi s
pti¢jimi izolati C. psittaci. Klinicno vidne okuzbe so pri ljudeh redke. Med sesalci
najpogosteje opisujejo kot izvor okuzbe za ljudi ovce in macke. Pri prenosu okuzbe preko
mack lahko klamidije pri ljudeh povzrocajo konjunktivitise in tezke sistemske okuzbe, pa
tudi nenormalno delovanje jeter, slabost in kaselj, porocali so prav tako o endokarditisu in
glomerulonefritisu (Dov¢ in sod., 1998c; Eidson, 2002). C. psittaci, ki povzroca splav pri
prezvekovalcih, ogroza predvsem noseCe zenske, ki pridejo v stik z okuzeno zivaljo
(Thomson in sod., 2006). Clovek se pogosto okuzi, kadar nezas¢iten pomaga pri kotitvi
mladi¢ev okuZene samice. Pojavijo se gripi podobni simptomi. Se posebej nevarna je
okuzba za nosecnico, pri kateri je verjetnost za splav velika, ¢e se pojavijo bolezenski

znaki (DeGraves in sod., 2004).
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2.10 LABORATORIJSKO DOKAZOVANIJE OKUZB Z BAKTERIJO C. psittaci

Zelo pomemben dejavnik v laboratorijskem dokazovanju okuzbe s klamidijami je pravilen
odvzem kuznine in prenos kuznine v laboratorij. Obcutljivost in specifi¢nost
diagnosti¢nega testa na klamidije je tako neposredno odvisna od ustreznosti klini¢nega
materiala. Pri neposrednem odvzemu kuznine je potrebno odvzeti celice, v katerih se
klamidije razmnozujejo. Kuznina, ki vsebuje izlocke ali eksudate, ne pa celic kubi¢nega

epitela, ni primerna (Kese in sod., 1999).

Pri Zivih pticah dokazujemo prisotnost bakterije C. psittaci v kloakalnih brisih, brisih nosu
in oCesne veznice. Ker ptice izlo¢ajo C. psittaci v presledkih, je potreben odvzem 3 - 5
zaporednih vzorcev. Pri poginulih pticah lahko C. psittaci izoliramo iz organov kot sta
jetra in vranica (Smith in sod., 2005). V laboratorij je najbolje poslati celo svezo poginulo
ptico. Za ugotavljanje protiteles proti C. psittaci je potrebno odvzeti kri, ponavadi iz krilne

vene (venae axillaris) (Dov¢, 1995).

Pri mackah ugotavljamo okuzbo s C. psittaci v brisih ofesne veznice, faringealnih in
trahealnih brisih, v izlockih iz nosnic in o¢i, pri poginulih mackah pa v patolosko -

anatomsko spremenjenih organih (Dov¢, 1994).

Pri prezvekovalcih jemljemo vaginalne, nazalne in rektalne brise, brise oCesne veznice ter

kri (Jee in sod., 2004; Twomey in sod., 2006)

Pri ¢loveku C. psittaci izoliramo iz izmecka, plevralne tekocCine, plju¢nega tkiva ali krvi

med akutno fazo bolezni (Kese, 2002; Smith in sod., 2005).

Po odvzemu in med prenosom v laboratorij hranimo kuznine v posebnem prenosnem
gojiscu za klamidije pri 4 °C (Smith in sod., 2005). Ce vzorcev v tem ¢asu ne moremo

prenesti v laboratorij, jih zamrznemo pri -70 °C (Pearson in sod., 1989).
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Prenosno gojis¢e za klamidije je iz fosfatnega pufra (2SP: sukrozno fosfatni pufer),
kateremu je dodan fetalni tele¢ji serum in antibiotiki, ki zavrejo prehitro rast nezazelenih

bakterij in ne vplivajo na rast klamidij (Domeika in Mardh, 1993).

2.10.1 Osamitev bakterije C. psittaci iz kuZnine

Ker je C. psittaci obvezna znotrajceli¢na bakterija, jo lahko izoliramo le v tkivni kulturi ali

v koko§jih zarodkih (Smith in sod., 2005).

Klamidije rastejo na Stevilnih misjih, pti¢jih in humanih celi¢nih linijah in tkivnih kulturah.
Primerne celice za rast C. psittaci v tkivnih kulturah so (Dov¢, 1995):

e McCoy celice - heteroploidna misja linija

e HeLa celice - izvor iz humanega cervikalnega karcinoma

e misji fibroblasti, klon L - 929

e primarna kultura pis¢ancjih zarodnih celic

Za izolacijo pti¢jih sevov C. psittaci Vanrompay in sod. (1995) navajajo uporabo celi¢nih

kultur Vero celic, McCoy in Buffalo Green Monkey.

V celicah tkivne kulture po inokulaciji kuznine nastanejo inkluzije, ki jih lahko obarvamo z
razlicnimi barvili (akridin oranz, Giemsa, Gimenez, Macchiavello) (Vanrompay in sod.,
1995). Uporabimo lahko tudi s fluoresceinom oznacena protitelesa (Pearson in sod., 1989).
Pri barvanju po Giemsi se ET obarvajo rdeckasto - vijolicno (DNK), RT pa temno modro
(RNK) (Page, 1975). Prvi rezultati so lahko vidni Ze po 48 urah, pri pocasi rastoc¢ih izolatih
je vcasih potrebna tudi 4 - 5 dnevna inkubacija (Pearson in sod., 1989). Zanesljiv dokaz

inkluzije v celi¢ni kulturi pomeni prisotnost zivih klamidij (Vanrompay in sod., 1995).

Ker izlo¢anje klamidij v feces poteka v presledkih, ena negativna kultura Se ne pomeni, da
ptica ni nosilec C. psittaci (Vanrompay in sod., 1995). Glede na to, da je C. psittaci izredno
virulentna, je izolacija bakterije mozna le v posebno opremljenih laboratorijih. Zato je v

vecini laboratorijev Se vedno najbolj uporabna seroloska metoda v dokazovanju okuzbe s
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C. psittaci (KeSe in sod., 1999). Klamidioza je ena najpogosteje opisanih okuzb v

laboratorijih. Treba je strogo upoStevati vse varnostne ukrepe (Dov¢, 1994).

2.10.2 Dokazovanje antigena

Metode za dokazovanje antigena so hitrejSe in ne zahtevajo zivih, viabilnih organizmov.
Antigene C. psittaci (MOMP, LPS) dokazujemo s specifi¢nimi protitelesi, ki prepoznajo
znacilne epitope. Uporabimo lahko test ELISA (angl. enzyme-linked immunosorbent
assay) ali direktni imunofluorescentni test. Pri imunofluorescentni metodi uporabimo
monoklonska ali poliklonska protitelesa oznacena s fluoresceini, ki se vezejo na antigen,

kar lahko opazujemo s fluorescentnim mikroskopom (Smith in sod., 2005).

Slabost teh metod so laZzno pozitivni rezultati, do katerih pride zaradi navzkrizne
reaktivnosti antigenov ostalih klamidij. Lazno negativni rezultati se pojavijo, kadar ni
dovolj antigena ali ko gostitelj izloca C. psittaci v presledkih. Rezultate testa je potrebno
ovrednotiti skupaj s klini¢no sliko obolele Zivali. Ce je pri ptici rezultat testa ELISA
pozitiven, a je le ta klini¢no zdrava, je potrebno bakterijo C. psittaci dokazati z izolacijo.
Kadar pa je pri oboleli ptici test ELISA negativen, moramo okuzbo s C. psittaci izkljuciti

Se z drugimi testi (kultivacija, seroloske metode, PCR) (Smith in sod., 2005).

2.10.3 Seroloske metode

Za ugotavljanje protiteles proti C. psittaci v serumu ptice so v literaturi opisane naslednje
seroloske metode (Dov¢, 1995):

e reakcija vezave komplementa (RVK) - neposredna, posredna

¢ inhibicija hemaglutinacije

e aglutinacija

e mikroaglutinacija

e lateks aglutinacija

e precipitacija v agaroznem gelu

e nevtralizacijski preizkus
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e posredna imunofluorescenca
e test ELISA

e mikro - imunofluorescenca

Reakcija vezave komplementa (RVK) je standardni seroloski postopek za dokazovanje
specificnih protiteles proti C. psittaci pri pticah. Pri tej metodi se uporablja za rod
specificen antigen. Dobre rezultate te metode dosezemo s pregledom cele jate ptic. V
kolikor pri vec€ini pregledanih ptic dokazemo visok titer protiteles proti in imajo le te tudi
klini¢éne znake znalilne za klamidiozo, lahko potrdimo okuzbo s C. psittaci. Druge
seroloSke metode kot so ELISA, lateks aglutinacija, mikro - imunofluorescenca,
imunodifuzija v gelu, naj bi uporabljali le v posebnih primerih (Vlahovi¢ in sod., 2002).
Metoda RVK v diagnostiki klamidij je uporabna pri Stevilnih Zivalskih vrstah. Tezave se
pokazejo pri dokazovanju specifi¢nih protiteles pod nivojem rodu. Problemi nastopijo tudi
pri obcutljivosti te metode, ko imamo opravka z zivalmi z nizkim titrom protiteles

(Vlahovi¢ in sod., 2001).

Pozitiven seroloski test kaze, da je bila zival okuzena s C. psittaci, ni pa nujno, da pri zivali
tudi trenutno poteka aktivna okuzba. Lazno negativni rezultati pri zivali z akutno okuzbo
se pokazejo, kadar so vzorci odvzeti pred serokonverzijo. Zdravljenje s protimikrobno
ucinkovino lahko zmanjSa odgovor protiteles. Ve¢ kot 4 kratno povecanje titer protiteles
pri parnih serumskih vzorcih ali kombinacija dolocanja titra protiteles in dokaz antigena
potrjuje okuzbo s C. psittaci. Visoki titri protiteles lahko ostanejo tudi po konfanem

zdravljenju, kar oteZkoca interpretacijo opravljenih testov (Smith in sod., 2005).

Pri ljudeh protitelesa proti C. psittaci dokazujemo s testom mikro — imunofluorescence
(mikro — IF) ali z metodo reakcije vezave komplementa (RVK). Z mikro — IF dokazujemo
vrstno specificna protitelesa. Znacilen porast protiteles IgG ali navzo¢nost protiteles IgM
nakazuje na okuzbo s C. psittaci. Protitelesa navadno za¢no naras¢ati ob koncu drugega
tedna bolezni. Ker pri testu RVK dokazujemo protitelesa proti klamidijskemu antigenu
LPS, ki je za rod specificen, ta test nima vecje veljave v diagnostiki klamidijskih okuzb pri

ljudeh (Kese in sod., 1999).
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Krvni vzorci, ki prihajajo v preiskavo v laboratorij, so lahko potencialno nevarni za
laboratorijsko osebje. Nevarnost za laboratorijske delavce obstaja tudi pri pipetiranju

svezih serumov s klamidiozo okuZenih zivali z ustvarjanjem aerosolov (Dov¢, 1994).

2.10.4 Dokazovanje nukleinske kisline C. psittaci

Direktni dokaz C. psittaci v celi¢ni kulturi predstavlja nevarnost za osebje laboratorija in
zahteva delo v laboratoriju tretje varnostne stopnje. Interpretacija serodiagnostike je vcasih
tezka zaradi navzkriZznih reakcij z drugimi vrstami iz rodu Chlamydia in visoke prevalence
Chlamydiae pneumoniae v populaciji. Zato tehnike molekularne biologije predstavljajo

neprecenljivo orodje v diagnostiki klamidij (Menard in sod., 2006).

2.10.4.1 Metoda verizne reakcije s polimerazo (PCR)

PCR (angl. polymerase chain reaction) je in vitro metoda za pomnozevanje nukleinskih
kislin, s katero lahko v kratkem Casu sintetiziramo veliko Stevilo kopij Zelenega odseka
DNK. Zaradi tega za analizo zadostuje Ze zelo majhna koli¢ina vzorca, kar pomeni
bistveno prednost PCR pred klasi¢nimi tehnikami molekularne biologije, kjer analiziramo
nepomnozeno DNK oziroma RNK in potrebujemo vecje koli¢ine celic ali tkiv (Arko,
2004). Z metodo PCR lahko dokazemo prisotnost ze samo 10 klamidijskih ET
(Kaltenboeck in sod., 1991).

Predpogoj za uspesno izvajanje metode PCR je izolacija klamidijske DNK iz kuznine. Na
trziscu je veliko komercialno dostopnih kompletov reagentov za izolacijo DNK (Yang in
sod, 2006). Reakcijsko meSanico poleg DNK, ki sluzi kot matrica, sestavljata dva
oligonukleotidna zacetnika, s katerima omejimo odsek, ki ga zelimo pomnoziti,
deoksinukleozid - trifosfati, ki predstavljajo gradnike za nove verige DNK, Mg ioni,
reakcijski pufer in termostabilna DNK - polimeraza. Najpogosteje se uporablja Taqg DNK

polimeraza, ki je izolirana iz termofilne bakterije Thermus aquaticus (Peake, 1989).
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Reakcija poteka cikli¢no, vsak cikel pa je sestavljen iz treh stopenj (Ieven in Goossens

1997), kot kaze slika 9 :
e denaturacije
e prileganja oligonukleotidnih zacetnikov

e izgrajevanja komplementarne verige

. N
3 5

l 94.95 °C
5 3

1. DENATURACUA

J 40-60 °C

5 ¥
2. PRILEGANJE OLIGONUKLEOTIDNIH
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| ZACETNIKOV
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5 3. PODALISEVANIE
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Slika 9: Princip verizne reakcije s polimerazo (PCR) (Arko, 2004: 216).

V stopnji denaturacije s segrevanjem na 94 - 95 °C razklenemo verigi DNK in iz
dvoverizne dobimo enoverizni DNK. Nato znizamo temperaturo na 40 - 60 °C, pri cemer
pride do prileganja oligonukleotidnih zacetnikov na enoverizne DNK. Temperaturo
dvignemo na 72 °C, ki je optimalna za delovanje termostabilne DNK — polimeraze. Encim
se veze na oligonukleotidni zacetnik in v smeri 5° proti 3’ izgradi komplementarno verigo
DNK. DNK, ki nastane v prvem ciklu, sluzi kot dodatna matrica za izgradnjo novih kopij v
drugem ciklu. Teoreti¢no se torej z vsakim ciklom S$tevilo kopij Zelenega odseka DNK

podvoji. Navadno izvedemo 20 - 40 ciklov (Arko, 2004).



Kramljak Z. Chlamydia psittaci pri pticah — dokazovanje okuZb z molekularno metodo PCR.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2006

Preden uporabimo metodo PCR moramo vedeti, kateri del DNK Zzelimo pomnoziti in
izbrati ustrezne zacetne oligonukleotide. Pomembna je tudi sama kuZnina iz katere Zelimo
izolirati nukleinsko kislino, nacin izolacije DNK, dokazovanje in odstranitev morebitno
navzocCih inhibitorjev (pigmenti, urea) ter nukleaz, kot tudi metoda, ki jo izberemo za
dokazovanje pridelkov PCR (Ieven in Goossnes, 1997). Slabost metode PCR je moznost
lazno pozitivnih rezultatov zaradi kontaminacije matrine DNK ali produktov PCR.
Tveganje za kontaminacijo vzorca zmanjSamo z minimalno predhodno obdelavo vzorcev,
na primer z enostavno lizo in proteoliticno razgradnjo vzorcev (McElnea in Cross, 1999).
Lazno negativni rezultati so najveckrat posledica temperaturno obstojnih inhibitorjev
(lipidi, polisaharidi, hem, idr.) v kuznini. Zaradi tega je potrebna uporaba pozitivnih in

negativnih kontrol (Betsou in sod., 2003).

Z metodo PCR lahko dokazemo Ze 60 - 600 femto gramov (femto - 10 ") klamidijske
DNK, kar je ekvivalentno 6 - 60 organizmov na vzorec. Pozitivni rezultat testa PCR
potrjuje okuzbo s C. psittaci (Hewinson in sod., 1997). Obcutljivost in specifi¢nost metod
PCR se zelo razlikuje, kar je verjetno posledica razli¢nih vrst kuznin, priprave vzorcev,
metod za izolacijo DNK, uporabljenih zacetih nukleotidov in razli¢ic metode PCR (Berg in
sod., 2003). Na rezultate testa PCR lahko vplivajo tudi napake pri vzor¢enju. Predolgo
shranjevanje, veckratno zamrzovanje in odtajanje sta Se dva pomembna dejavnika, ki lahko
vplivata na obcutljivost metode PCR, saj pride s tem do izgube DNK v vzorcu (Tong in
Sillis, 1993). Z obcutljivo metodo PCR lahko dokaZzemo prisotnost perzistentnega,

neviabilnega organizma v kuznini (Tong in sod, 1999).

Zacetni oligonukleotidi, ki so najpogosteje uporabljeni, so komplementarni odsekom
genov ompA (CP1/CP2, CPsittF/CPsittR) (Tong in sod., 1999; Heddema in sod., 2006),
omp2 (PCR-D1/PCR-D2, PCR-Av, PCR-Ab) (Watson in sod., 1991, Sheehy in sod.,
1996), 16S rRNK in "spacer" genom 16 - 23S rRNK (CPS100/CPS101) (Messmer in sod.,
1997; Madico in sod., 2000) in odsekom genov RNaze P RNK (BH1/BH2) (Herrmann in
sod., 1996).
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2.10.4.2 Razli¢ice metode PCR

2.10.4.2.1 "Nested" PCR

Metoda "nested" PCR je bolj obcutljiva in specificna kot klasicna metoda PCR (Messmer
in sod., 1997). Posebnost te metode je uporaba dveh parov zacetnih oligonukleotidov.
Najprej pomnozujemo taréni odsek DNK z zunanjim parom zacetnih oligonukleotidov.
Dobljen pridelek nato pomnozujemo Se z notranjim parom zacetnih oligonukleotidov
(Kaltenboeck in sod., 1991). Pri klamidijah s prvim parom oligonukleotidnih zafetnikov
pomnozujemo zaporedje, ki je skupno rodu Chlamydia. V drugem koraku PCR pa
uporabimo '"ugnezdene" (angl. nested) oligonukleotidne zacetnike, s pomocjo katerih
dobimo pridelek, ki je po Stevilu baznih parov krajsi, in je specificen za vrsto, npr. za C.

psittaci (Messmer in sod., 1997; Herrmann in sod., 2006).

Za dokazovanje specificnosti pridelka metode "nested" PCR se uporabljajo razli¢ne
metode. Najpogosteje se za locevanje pridelkov uporablja elektroforeza v agaroznem gelu,
v katerega dodamo etidijev bromid, ki fluorescira pod UV (ultravijoli¢no) svetlobo (Tong
in Sillis, 1993; Messmer in sod., 1997). NamnoZene produkte lahko predhodno podvrzemo
Se restrikciji, z metodo RFLP (angl.: restriction fragment lenght polymorphism), in nato z
elektroforezo lo¢imo dobljene fragmente. Kaltenboeck in sod. (1991) so z metodo PCR
pomnoZzevali odsek gena ompl in nato z analizo RFLP dokazali in med seboj locili razli¢ne
izolate C. psittaci. Sheehy in sod. (1996) pa so pomnozevali odsek gena omp2 in z metodo
RFLP lo¢ili med seboj razli¢ne izolate C. psittaci in C. pecorum. Van Loock in sod. (2005)
so pridelke "nested" PCR (fragment ompA), ki so bili na 5’ koncu oznaceni s

fluoresceinom in na 3’ koncu z biotinom, zaznali z encimsko imunsko reakcijo.

Slabost metode je vec¢ja verjetnost lazno pozitivnih rezultatov zaradi moZnosti navzkrizne
kontaminacije. Za minimizacijo lazno pozitivnih rezultatov je potrebno vsak korak te
metode izvesti na fizi¢no loCenih lokacijah in uporabiti tehniko sterilnega dela v zaS¢itni
komori (Messmer in sod., 1997). Ker klini¢ni vzorci pogosto vsebujejo inhibitorje metode
PCR, PCR v dveh korakih navadno prepreci uc¢inek inhibitorjev. Tudi ¢e v prvem koraku

metode PCR dobimo premajhno koli¢ino pridelka za dokaz z etidijevim bromidom,
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dobljena koli¢ina zadostuje za pomnozevanje in detekcijo pridelka v drugem koraku PCR.
Z uporabo metode "nested" PCR so dokazali ve¢je Stevilo vzorcev ptic pozitivnih za C.
psittaci kot pri uporabi metode tkivne kulture in tradicionalnih histokemi¢nih in

imunohistokemi¢nih barvanj (Messmer in sod., 1997).

2.10.4.2.2 "Multiplex" PCR

Multiplex PCR je razli¢ica metode PCR, ki omogoca hkratno pomnozevanje ve¢ razlicnih
tar¢ v eni reakciji PCR z uporabo vec¢ razli¢nih oligonukleotidnih zacetnikov. Tong in sod.
(1999) so razvili "multiplex" PCR za sofasno dokazovanje Mycoplasma pneumoniae,
Chlamydia pneumoniae in Chlamydia psittaci v kuzninah respiratornega trakta.
Povzrocitelje, ki jih dokazujemo v reakciji PCR, lo¢imo po razli¢ni dolzini pomnozenega
fragmenta (Tong in sod, 1999). Temperature prileganja zacetnih oligonukleotidov se

obicajno razlikujejo, zato nastopi problem specifi¢nosti (Ieven in Goossens, 1997).

"Multiplex" PCR ima nizjo obcutljivost kot PCR z eno vrsto zacetnih oligonukleotidov.
Obcutljivost je ve€ kot 82 %, specificnost pa 100 %. Meja detekcije "multiplex" PCR je
med 10 - 20 organizmi, kar je sprejemljivo za diagnosti¢ne namene. Obcutljivost te metode
lahko izboljSamo z optimizacijo pogojev reakcije PCR (koncentracija oligonukleotidnih
zaCetnikov, koncentracija magnezijevih ionov, temperatura vezave zacetnih
oligonukleotidov). Obcutljivost lahko poveCamo tudi s "hot start" polimerazo ali s

temperaturno aktivirano polimerazo DNK (Tong in sod, 1999).

2.10.4.2.3 "Touchdown" PCR

Pri metodi "touchdown" PCR postopno znizujemo temperaturo vezave zacetnih
oligonukleotidov, s ¢imer povecamo specificnost njithove vezave in s tem tudi specifi¢nost
same metode. Postopna aktivacija polimeraze DNK med termi¢nim ciklom omogoca
pomnozevanje tarénih zaporedij 60 ciklov. Na ta nacin poveCamo obcutljivost metode.
Polimerazo DNK lahko damo v reakcijsko meSanico tik pred zacetkom reakcije PCR, da se
izognemo nespecifiéni vezavi zacetnih oligonukleotidov ("hot start" polimeraza).

Touchdown PCR omogoca detekcijo najmanj 0,004 - 0,063 IFU (angl. inclusion forming
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unit), zato je obcutljivost boljsa kot pri konvencionalnem PCR in enaka kot pri "nested"

PCR (0,063 IFU) (Madico in sod., 2000).

2.10.4.2.4 PCR v realnem ¢asu

PCR v realnem c¢asu (angl. real - time PCR) predstavlja nadgradnjo konvencionalnega PCR
(Arko, 2004). Omogoca merjenje koli¢ine produkta v vsakem ciklu med samo reakcijo.
Prednost te metode je, da pomnozevanje in detekcija produktov PCR potekata hkrati in v
zaprtem sistemu, kar zmanj$a moznost kontaminacije (Geens in sod., 2005b). Dokazovanje
pridelkov temelji na merjenju fluorescence. NajpomembnejSa prednost PCR v realnem

¢asu pred konvencionalnim PCR je lazja kvantifikacija nukleinskih kislin (Arko, 2004).

Geens in sod. (2005b) so prikazali uporabo PCR v realnem cCasu za specificno detekcijo
pti¢jih izolatov C. psittaci in vseh njenih genotipov. Pri pti¢jih izolatih C. psittaci lo¢imo 9
razlicnih ompA genotipov (A - F, E/B, WC in M56). Z metodo RFLP lahko identificiramo
vse genotipe, razen genotipa E/B, saj ima enak restrikcijski vzorec kot genotip E. Genotip
E/B lahko dolo¢imo s sekveniranjem gena ompA in sedaj tudi z PCR v realnem c¢asu. PCR
v realnem casu je primeren v diagnostiki psitakoze pri ¢loveku, saj omogoca razlocevanje
C. psittaci od C. trachomatis in C. pneumoniae kot tudi od povzroditeljev zoonoz C. felis
in C. abortus. Uporaben je tudi v diagnostiki klamidioze pri zivalih in seveda v

epidemioloskih Studijah pri Cloveku in pticah (Geens in sod., 2005b).
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 ZBIRANIJE IN SHRANJEVANJE KUZNINE

Iz Veterinarske klinike v Ljubljani smo pridobili kloakalne brise 61 ptic (57 golobov in 4
papige) in bris oCesne veznice pri osebi s sumom na klamidijski konjunktivitis. Brise smo
do testiranja hranili v transportnem gojiscu 2SP (0,2 M glukoza, 0,02 M fosfatni pufer pH
7 in 10 % fetalni tele¢ji serum) pri -70 °C.

3.2 OSAMITEV BAKTERIJSKE DNK

Postopek izolacije genomske DNK iz dobljenih brisov smo izvajali v zasCitni sterilni
komori LFV9IT (Iskra PIO d.o.o., Slovenija). Pri tem smo uporabljali rokavice in
asepticno tehniko dela. Na ta na¢in smo zmanjsali verjetnost za morebitno okuzbo s C.

psittaci in prav tako moznost kontaminacije vzorcev med osamitvijo.

Osamitev smo izvedli s kompletom reagentov QIAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN GmbH,
Nemcija), po opisanem protokolu za osamitev iz tkiv (angl. tissue protocol). Sledili smo
navodilu proizvajalca z modifikacijo v prvem koraku postopka. Brise smo predhodno

odtajali pri sobni temperaturi.

Oprema in reagenti:
e toplotni stresalnik mikrotubic Thermomixer 5436 (Eppendorf, Nemcija)
e centrifuga Centrifuge 5403 (Eppendorf, Nemcija)
e stresalnik
e avtomatske pipete (Eppendorf)
e sterilni nastavki za pipete (Eppendorf)
¢ stojalo za mikrotubice (Eppendorf)
e sterilne mikrotubice (1,5 ml)
e mikrokolone (QIAamp Spin Column, prilozene kitu) z 2 ml zbiralnimi epruvetami

e pufer ATL (angl. Tissue Lysis Buffer)
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e pufer AL (angl. Lysis Buffer)

e pufer AWI (angl. Wash Buffer 1)
e pufer AW2 (angl. Wash Buffer 2)
e pufer AE (angl. Elution Buffer)

e proteinaza K

e ctanol (96 — 100 %)

V 1,5 ml tubico smo prenesli 200 pl kuznine (bris kloake v 2SP). Nato smo vsebino
centrifugirali pri 15000 obratih/minuto 20 minut. Po kon¢anem centrifugiranju smo zavrgli
100 pl supernatanta, dodali 180 ul pufra ATL in usedlino resuspendirali. V tem koraku
smo pripravili tudi negativno kontrolo, ki je vsebovala 200 pl sterilne destilirane vode in

180 ul pufra ATL.

Kuznini smo dodali 20 pl proteinaze K. MeSanico smo dobro premesali z vorteksiranjem in

jo inkubirali pri 56 °C na stresalniku ¢ez noc.

Po lizi bakterijskih celic smo tubice centrifugirali 1 - 2 sekundi, da smo odstranili kapljice
iz notranjih sten epruvete. Nato smo dodali 200 pl pufra AL, premesali z vorteksiranjem
(15 s) in inkubirali 10 minut pri 70 °C. Po inkubaciji smo tubico centrifugirali 1 - 2

sekundi.

Mesanici smo dodali 200 pl 96 - 100 % etanola in vsebino premesali.

Lizat smo previdno prenesli v mikrokolono (QIAamp Spin Column) vloZeno v 2 ml
zbiralno tubico. Nato smo | minuto centrifugirali pri 8000 obratih/minuto. Izpirek (eluat)
in zbiralno tubico smo zavrgli, mikrokolono z vezano DNK pa prenesli v novo zbiralno

epruveto.

V tubico smo dodali 500 pl izpiralnega pufra AW1. Sledilo je ponovno centrifugiranje 1
minuto pri 8000 obratih/minuto. Izpirek in zbiralno tubico smo ponovno zavrgli in

mikrokolono prestavili v novo zbiralno tubico.
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Dodali smo 500 pl izpiralnega pufra AW2 in centrifugirali 3 minute pri 14000

obratih/minuto.

Izpirek in zbiralno tubico smo zavrgli in mikrokolono prenesli v novo zbiralno tubico.
Dodali smo 100 pl pufra AE in vzorec inkubirali 5 minut pri sobni temperaturi. Izolirano
DNK C. psittaci smo eluirali iz membrane kolone s centrifugiranjem 2 minuti pri 8000
obratih/minuto. Mikrokolono smo nato zavrgli. Izolirano DNK smo do nadaljnje obdelave

hranili pri - 20 °C.

3.3 VERIZNA REAKCIJA S POLIMERAZO

3.3.1 Sestava reakcijske meSanice in pogoji PCR

Za pomnozevanje izolirane DNK C. psittaci z metodo PCR smo uporabili komplet
reagentov nemskega proizvajalca Genekam Biotechnology, ki v prvem koraku PCR
omogoca dokazovanje DNK Chlamydia sp., v drugem koraku pa DNK C. psittaci. Za

pravilno izvedbo metode smo sledili prilozenemu navodilu proizvajalca.

Za ucinkovito pomnozevanje DNK morajo biti v reakcijski meSanici ustrezne
koncentracije pufra, deoksiribonukleotidov (dNTP), zacetnih oligonukleotidov, MgCl,,
polimeraze Taq in vzorca. V nasem primeru so bile omenjene sestavine v ustreznih

koncentracijah pripravljene v kompletu reagentov za pomnozevanje DNK.

Oprema in reagenti:
e mikrotubice (0,2 ml)
e reagent Alin A2
e reagent Clin C2
e pozitivna kontrola (tubica D1)
e negativna kontrola (tubica D2)
e oznacevalec molekulske mase (tubica E)

e barvilo (tubica F)
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e reagent G

e termi¢ni pomnozevalnik PE 9600 (PE Applied Biosystems, ZDA)
e centrifuga

e Dpipete

e sterilni nastavki za pipete z in brez filtra (20 pl, 5 pl, 1 pl)

Do uporabe morajo biti vsi reagenti shranjeni v zamrzovalniku. Med pripravo reakcijske
mesSanice smo reagente hranili pri -20 °C v posebnem hladilnem bloku, ki ohranja nizko

temperaturo tudi, ko ga vzamemo iz hladilnika.

Reakcijska meSanica za prvo reakcijo PCR (pomnoZevanje z oligonukleotidnimi zacetniki,
specificnimi za rod Chlamydia) je vsebovala reagent G, B, A1, A2, ki smo jim na koncu
dodali Se osamljeno DNK (Slika 10). Negativno kontrolo smo pripravili tako, da smo
namesto osamljene DNK nazadnje dodali reagent D2, pozitivni kontroli pa smo dodali

reagent D1. Skupni volumen reakcijske meSanice je znasal 20 pl.

3 pl DNK 3 ul D1 3 piD2
2 pl A2 2 ul A2 2 nlAZ
2plAa1 | 2 ulAtl 2ulAl
10 pI B 10mB 1\ 10pulB )
3G aplc 34l G
VZOREC + KONTROLA - KONMTROLA

Slika 10: Vsebina reakcijske meSanice za prvi korak PCR v vzorcu, v pozitivni in negativni kontroli

(Genekam Biotechnology AG, 2004).

Pomnozevanje 436 baznih parov dolgega zaporedja DNK smo izvedli v termi¢nem
pomnozevalniku PE 9600 s 35 - kratno ponovitvijo temperaturnega ciklusa PCR
sestavljenega iz treh zaporednih inkubacij:
1) 120 sekund: 95 °C
2) 60 sekund: 94 °C - denaturacija
30 sekund: 55 °C - naleganje 35 - krat
60 sekund: 72 °C - podaljSevanje
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Po konc¢anem pomnoZevanju smo produkte reakcije PCR ohladili pri 4 °C in jih uporabili v

naslednji reakciji PCR.

Reakcijska meSanica za drugo reakcijo PCR (pomnozevanje z oligonukleotidnimi
zacCetniki, specificnimi za C. psittaci) je vsebovala reagent G, B, C1, C2, katerim smo na
koncu dodali Se pridelek iz prve reakcije PCR (Slika 11). Pozitivno kontrolo smo pripravili
tako, da smo dodali pridelek pozitivne kontrole iz prve reakcije PCR, negativni kontroli pa
pridelek negativne kontrole iz prve reakcije PCR. Skupni volumen reakcijske meSanice je

znaSal 10 pl.

C—4

pridelek prve
reakcije PCR

pridelek prve
reakcije PCR

pridelek prve
reakcije PCR

1pl 1ul 14l
1ulCc2 1pulC2 1ulCc?
1 plCA 1l 1plCA
6ulB S5ulB S5ulB
2ulG 2ulG 2ulG
VZOREC ++ KONTROLA -+ KOMTROLA

Slika 11: Vsebina reakcijske mesanice za drugi PCR v vzorcu, v pozitivni in negativni kontroli (Genekam

Biotechnology AG, 2004).

Pomnozevanje 127 baznih parov dolgega zaporedja DNK smo prav tako izvedli s 35 -
kratno ponovitvijo temperaturnega ciklusa PCR sestavljenega iz treh zaporednih inkubacij
kot pri prvi reakciji PCR. Dobljene pridelke PCR smo do nadaljnje obdelave shranili pri 4
°C.
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3.4 DOKAZOVANIJE PRIDELKOV REAKCIJE PCR

3.4.1 Priprava agaroznega gela in elektroforeze

Pridelke PCR smo locevali z vodoravno elektroforezo (HE33 mini horizontal submarine
unit Hoefer™, Neméija) v 1 % agaroznem gelu. Uporabili smo Nusieve 3:1 (BioZym,
ZDA) agarozo v prahu, ki smo jo raztopili v 1 - krat koncentriranem pufru TAE (0'04 M
Tris-HCI, 0'02 M NaCl, 2 mM EDTA, 0'02 M Na-acetat pH 8'3). Pripravljeno raztopino
smo v mikrovalovni pecici segreli do vrelis¢a in pustili vreti nekaj sekund. Preverili smo
ali se je agaroza v celoti raztopila in nato pod teko¢o vodo ohladili do priblizno 40 °C.
Nato smo dodali etidijev bromid (Gibco BRL, ZDA) v koncentraciji 0,1 mg/ml in gel nalili

v kadicko z glavnikom.

3.4.2 Priprava vzorcev in nanos v vdolbinice v gelu

V vdolbinice gela smo nanesli po 10 pl pridelka PCR, ki smo mu dodali Se 1 pl barvila iz
tubice F (prilozeno kompletu reagentov za PCR).

V prvo in zadnjo vdolbinico smo nanesli 10 pl oznacevalca molekulske mase iz tubice E,
ki vsebuje odseke DNA v velikosti mnogokratnika 100 baznih parov. Nanesli smo tudi

pozitivno in negativno kontrolo.

3.4.2 Pogoji elektroforeze in fotografiranje gela

Elektroforeza je potekla pri sobni temperaturi v elektricnem polju 100 Voltov 55 minut. Po
koncani elektroforezi smo gele pregledovali v transiluminatorju LKB MacroVue
(Pharmacia, Svedska) z UV svetlobo valovne dolzine 302 nm in jih fotografirali s

polaroidno kamero Polaroid DS 34 (direct screen instant camera) (Polaroid, ZDA).

Velikost pridelkov reakcije PCR smo dolocili s primerjavo njihove lege glede na fragmente

DNK oznacevalca molekulske mase znane velikosti in glede na pozitivno kontrolo.
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3.4.3 Kontrola kontaminacije

Vsi postopki, osamitev nukleinske kisline iz bioloskih vzorcev, priprava meSanice za
reakcijo PCR, pomnoZevanje in analiza pomnozenih pridelkov so potekali v loc¢enih
prostorih. Pipet in drugega potroSnega materiala nismo prenasali v druge prostore, prav
tako smo oboje uporabljali le za dolo¢en korak. Reagente za PCR smo shranjevali v
majhnih koli¢inah. Pri pripravi DNK in meSanice za PCR smo poleg vzorcev vedno

vkljucili e negativne kontrole.
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4 REZULTATI

Za izvedbo naloge smo pridobili brise kloake 50 okrasnih golobov 10 razli¢nih rejcev iz
Slovenije, 7 brisov kloake prostozivecih mestnih golobov, 4 brise kloake papig in bris

ocCesne veznice pri osebi s konjunktivitisom.

4.1 DOKAZOVANIJE DNK C. psittaci Z VERIZNO REAKCIJO S POLIMERAZO

Za pomnozevanje izolirane DNK C. psittaci z metodo PCR smo uporabili kit nemskega
proizvajalca. V prvem koraku PCR smo uporabili par oligonukleotidnih zacetnikov,
specifi¢en za rod Chlamydia, pri ¢emer smo dobili pridelek velikosti 436 baznih parov. Ta
pridelek smo nato uporabili v drugi reakciji PCR, v kateri smo dobili pomnozen 127
baznih parov dolg fragment. Velikost pridelkov PCR smo dolocali glede na velikost DNK
oznacevalca molekulske mase (100 baznih parov). Vzorce, pri katerih smo po koncani
elektroforezi dokazali 127 baznih parov velik fragment DNK, smo oznacili kot pozitivne

za C. psittaci.

Preglednica 2: Rezultati dokazovanja okuzb s C. psittaci z metodo PCR pri pticah in ¢loveku.

mesto odvzema

brisa Stevilo pregledanih Stevilo pozitivnih  Stevilo negativnih
okrasni golobi kloaka 50 0 50
mestni golobi kloaka 7 4 3
papige kloaka 4 2 2
¢lovek ocesna veznica 1 0 1

V preglednici 2 so prikazani dobljeni rezultati. Z metodo PCR pri nobenem od 50
pregledanih okrasnih golobov nismo detektirali DNK C. psittaci, medtem ko smo dokazali
C. psittaci v brisih kloake pri 4 prostozivecih golobih. Pri dveh papigah, pri katerih je bila
okuzba s C. psittaci dokazana z metodo posredne in neposredne imunofluorescence, smo
potrdili okuzbo. Brisa kloake preostalih dveh papig pa sta bila negativna. Prav tako okuzbe

s C. psittaci nismo dokazali pri osebi, oboleli za konjunktivitisom.
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Na sliki 12 lahko vidimo tri primere pozitivnih vzorcev (progi 1 in 2 - prostoziveca goloba,

proga 8 - nimfica).

Slika 12: Gelska elektroforeza PCR C. psittaci. (M,g: ozna¢evalec molekulske mase v velikosti
mnogokratnika 100 baznih parov, Gibco BRL); proge 1-2, 8 so pozitivni vzorci; proge 3-7 so

negativni vzorci; proga 9 je negativna kontrola in proga 10 pozitivna kontrola).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

C. psittaci je znotrajcelina bakterijska vrsta, ki povzrofa klamidiozo pri pticah in
psitakozo pri ¢loveku. OkuZba pri pticah zelo pogosto poteka brez bolezenskih znakov,
vendar so ptice kljub temu prenasalke C. psittaci in jo ob&asno izlogajo. Clovek se okuZi z
vdihavanjem aerosolov z izloCki in prahom iz perja okuzenih ptic. Okuzba pri ljudeh je
navadno asimptomatska, lahko pa se razvije tezka oblika pljucnice in prizadetost drugih
organov (Van Loock in sod., 2003; Menard in sod., 2006). V stiku s kuznino, ki vsebuje C.
psittaci, se lahko okuzi tudi osebje laboratorija (Menard in sod., 2006).

Sama diagnostika klamidioze je tezavna. Osamitev in identifikacija povzrocitelja okuzbe
sta zlati standard za vec¢ino infektivnih bolezni (Elder in Brown, 1999). Ta metoda je pri
dokazovanju C. psittaci tezje izvedljiva, saj se bakterija prenasa z aerosoli, zaradi Cesar
mora delo potekati v laboratoriju tretje varnostne stopnje (Menard in sod., 2006). Za
gojenje C. psittaci potrebujemo specializirane celi¢ne linije ali oplojena kokoSja jajca,
poleg tega je potrebno izvajanje inokulacijskih tehnik, ki niso na voljo v vseh laboratorijih.
Ker se klamidije izlo€ajo v iztrebkih ptic v presledkih, lahko en sam poskus osamitve na

celi¢ni kulturi vodi v lazno negativen rezultat (Elder in Brown, 1999).

V diagnostiki klamidij so na voljo tudi Stevilni seroloski testi (Elder in Brown, 1999). S
seroloskimi metodami pri pticah dokazujemo protitelesa proti C. psittaci (Dov¢ in sod.,
2000), pri cemer se uporablja klamidijam skupen lipopolisaharidni antigen (VIahovi¢ in
sod., 2002). Rezultate seroloskih metod je vcasih zato tezko interpretirati zaradi moznih
navzkriznih reakcij z drugimi vrstami v rodu Chlamydia, zaradi ¢esar dobimo laZzno
pozitivne rezultate (Menard in sod., 2006). Tudi LPS nekaterih enterobakterij, ki jih
pogosto izoliramo iz prebavil ptic, pogosto navzkrizno reagira s protitelesi, usmerjenimi
proti LPS klamidij (McElnea in Cross, 1999). Seroloski odzivi pri okuzbah ptic s C.
psittaci so zelo razli¢ni, zato so lahko rezultati seroloskih metod v zgodnji fazi okuzbe

negativni (Elder in Brown, 1999).
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ImunoloSka reaktivnost na okuzbo s C. psittaci pri pticah ni vedno zanesljiv kriterij
okuzenosti jate. Nizki titri protiteles lahko nakazujejo staro, prebolelo, okuzbo ali akutno
¢revesno okuzbo. Prav tako pa so nizki titri protiteles mozni pri okuzeni ptici, kjer Se ni
vzpostavljenega protitelesnega imunskega odziva. Ob stresnih situacijah in drugih so¢asnih
infekcijah C. psittaci prodre v kri in povzroci sistemsko okuzbo s protitelesnim imunskim

odzivom (Dov¢ in sod., 2000).

Danes prihajajo vse bolj v ospredje tehnike molekularne biologije, ki predstavljajo
neprecenljivo orodje v diagnostiki okuzb s C. psittaci (Menard in sod., 2006). Dokazovanje
pti¢je klamidioze s PCR ima Stevilne prednosti pred drugimi metodami, ki dokazujejo
antigen C. psittaci. Z metodo PCR lahko zaznamo ze eno samo celico C. psittaci v vzorcu
kuznine. Edina druga metoda, ki se pribliza tej stopnji obcutljivosti, je osamitev bakterije v
celiéni kulturi. V nasprotju pa osamitev v tkivni kulturi zahteva infektivno obliko C.
psittaci, vzorec pa lahko razglasimo za negativnega Sele v 2 - 3 tednih. Test PCR je hiter,
lahko ga zaklju¢imo Ze v 1 - 2 dneh. Ustrezno izbrani oligonukleotidni zacetniki
omogocijo specificnost reakcije. Restrikcijska analiza in sekveniranje pridelkov PCR daje

tudi informacijo o epidemiologiji doloCenega izolata (McElnea in Cross, 1999).

Pomembna znacilnost metode PCR je visoka obcutljivost in specifi¢nost. Zelo dobra
obcutljivost metode PCR je lahko tudi slabost, ¢e je ne izvajamo pod strogimi pogoji.
Lazno pozitivne rezultate lahko dobimo pri navzkrizni kontaminaciji med samo reakcijo
PCR. Zato moramo biti posebej pozorni, da priprava reakcijske meSanice, dodajanje vzorca
DNK in procesiranje pridelkov PCR poteka v loc¢enih prostorih. Minimalno procesiranje
vzorcev, kot sta enostavna liza in proteolitska razgradnja, zmanjSuje tveganje za
kontaminacijo. Vzorci iztrebkov vsebujejo tudi visoke koncentracije inhibitorjev reakcije
PCR (pigmenti, urea), zato je v takem primeru smiselno uporabiti Se interne kontrole, s

katerimi je mo¢ dokazati morebitno navzoce inhibitorje (McElnea in Cross, 1999).

Cilj naSega raziskovanja je bil, da bi z metodo PCR ugotovili, kako pogosta je okuzba s C.
psittaci med okrasnimi golobi. Ker smo to metodo preizkusali prvi¢, smo poleg pozitivnih
in negativnih kontrol v sami reakciji PCR Zeleli vkljuciti tudi vzorce, v katerih je bila s

serolosko metodo dokazana navzocnost C. psittaci. V ta namen smo z Veterinarske
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fakultete pridobili brise kloake 2 papig, pri katerih je bila okuzba s C. psittaci dokazana z
metodo posredne in neposredne imunofluorescence. Poleg tega smo DNK C. psittaci
ugotavljali tudi v brisih kloake prostozivecih mestnih golobov, pri katerih je klini¢na slika

kazala sum na klamidiozo.

V nas$i nalogi smo za pripravo reakcijske meSanice za PCR izbrali komercialno dostopen
komplet reagentov nemskega proizvajalca Genekam Biotechnology, AG. Le ta je vseboval
vse potrebne reagente za izvedbo "nested" PCR, vklju¢no z oligonukleotidnimi zacetniki.
Nukleotidno zaporedje zacetnih oligonukleotidov je skrivnost proizvajalca, vse kar vemo
je, da smo v prvem koraku PCR uporabili za rod Chlamydia specificna zacetna
oligonukleotida in tako dobili 436 baznih parov dolge pridelke. V drugem koraku PCR pa
smo pomnozevali z oligonukleotidnimi zacetniki specificnimi za vrsto C. psittaci. Pridelki
PCR so bili dolgi 127 baznih parov. Dobljene pridelke smo locili z gelsko elektroforezo.
Za kontrolo nasega dela in rezultatov smo hkrati pripravili Se pozitivno in negativno
kontrolo, po navodilu proizvajalca. Vsak korak metode (izolacija DNK, priprava reakcijske
mesanice, dodajanje DNK, PCR) smo izvedli na fizicno lo¢enih lokacijah in uporabili

tehniko asepti¢nega dela v sterilni zasc¢itni komori.

Pomembna prednost metode PCR v dveh korakih z dvema paroma zacetnih
oligonukleotidov je visoka specifi¢nost in obcutljivost. [zvedemo jo lahko v enem dnevu,
pri Cemer ne potrebujemo dodatnih tehnik za dokazovanje pomnozenih pridelkov, kot so
hibridizacija po Southernu ali hibridizacija na osnovi encimsko imunske metode

(Kaltenboeck in sod., 1991).

Obcutljivost in specificnost metod PCR se zelo razlikuje, kar je verjetno posledica
razli¢nih vrst kuznin, koli¢in bakterij v kuznini, priprav vzorcev, metod izolacije DNK,
uporabljenih parov zacetnih oligonukleotidov in razli¢nih metod PCR (Berg in sod., 2003).
Na rezultate testa lahko vplivajo tudi napake pri vzorCenju. Predolgo shranjevanje,
veckratno zamrzovanje in odtajanje sta Se dva pomembna dejavnika, ki lahko vplivata na

obcutljivost metode PCR, saj pride s tem do izgube DNK v vzorcu (Tong in Sillis, 1993).
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Messmer in sod. (1997) v svoji Studiji opisujejo uporabo "nested, multiplex" metode PCR,
s katero so hkrati dokazovali in lo¢ili med sabo C. pneumoniae, C. psittaci in C.
trachomatis. Pri tem so v prvem koraku PCR uporabili oligonukleotidne zacetnike, s
katerimi so dobili pridelke velikosti 436 baznih parov in so omogocili dokaz bakterij rodu
Chlamydia. V drugem koraku so nato s tremi pari razli¢nih oligonukleotidnih zacetnikov
lo¢ili med sabo tri vrste znotraj rodu Chlamydia. Velikost pridelka PCR, znalilnega za
dokaz C. psittaci, je bila 127 baznih parov, kot v naSem primeru. Mejna vrednost detekcije
z uporabljenimi pari zaCetnih oligonukleotidov, ki nalegajo na odsek gena 16S rRNK, je
bila v omenjeni Studiji manj kot 5 IFU (angl. inclusion forming unit). Ne notranji in ne
zunanji oligonukleotidni zacetniki niso navzkrizno reagirali z drugimi respiratornimi
patogeni, ki so jih preskusili. Pridelke PCR so opazovali z elektroforezo v agaroznem gelu

(Messmer in sod., 1997).

Van Loock in sod. (2005) so razvili "nested" PCR - encimsko imunski test za dokazovanje
okuzb s C. psittaci pri puranih. Gre za semi kvantitativno metodo dokazovanja
pomnozenega gena OMpA, v katero so vkljucili tudi notranjo kontrolo inhibicije, da bi
preprecili moznost lazno pozitivnih rezultatov. Uporabili so faringealne brise puranov.
Izvedbo "nested" PCR encimsko imunske metode so primerjali z "nested" PCR, katerega
tarca je bil gen za 16S rRNK. Pri "nested" PCR encimsko imunski metodi je bila
specificnost 100 %, saj so dokazali vse genotipe C. psittaci, ne pa DNK C. trachomatis, C.
pneumoniae, C. abortus ali C. felis. Poleg tega niso zaznali nobene navzkrizne reaktivnosti
z drugimi bakterijskimi respiratornimi patogeni, ki jih najdemo v pti¢jem respiratornem
traktu. "Nested" PCR so izbrali, da bi dosegli visoko obcutljivost in specifi¢nost.
Pomnozevanje notranje DNK kontrole je pripomoglo k temu, da so potrdili negativne
rezultate, saj so z negativno kontrolo izlocili navzoc¢nost inhibitorjev pomnozevanja DNK.
Njihova primerjava je pokazala, da je "nested" PCR encimsko imunska metoda 50 krat bolj
obcutljiva od metode "nested" PCR, ki jo opisujejo Messmer in sod. (1997) (Van Loock in
sod., 2005). Iz teh ugotovitev so zakljucili, da je pri pticah boljSe pridobiti faringealne brise
kot brise kloake, saj se C. psittaci iz kloake izlo¢a v presledkih, medtem ko se C. psittaci
iz dihal odstrani kasneje. Patogeneza C. psittaci je tudi pokazala, da so lateralne nazalne
zZleze lahko okuZene dlje ¢asa (Van Loock in sod., 2005). Andersen (1996) je v svoji Studiji

primerjal delez pozitivnih rezultatov izolacije C. psittaci na celi¢ni kulturi iz faringealnih
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brisov, iztrebkov in brisov kloake domnevno okuzenih ptic. Pokazalo se je, da so
faringealni brisi najprimernej$a kuznina za dokaz C. psittaci pri zivih pticah, saj je bilo v

brisih farinksa mogoce zaznati visji odstotek okuzenih ptic (Andersen, 1996).

Latentno okuzene ptice lahko nosijo povzrocitelja vec let preden se pokazejo bolezenski
znaki. Ves ta Cas so lahko nevarne za okuzbo ¢loveka. Med pticami so pomemben izvor
okuzbe s C. psittaci divje ptice, ki se druzijo v vec¢jih skupinah. Med njimi so pogosto
omenjene ptice selivke, ptice pevke, divje race in prostoziveci golobi (Dov¢, 1994).
Neposreden kontakt prostozivecih in pasemskih golobov ima z epizootioloskega stalisca
velik pomen, saj se obolenje zlahka prenaSa na pasemske golobe, s katerimi so gojitelji v
tesnem stiku (Dov¢ in sod., 2000). Zato je potreben stalen nadzor nad velikostjo rej in
pravilnim odvzemom vzorcev za redne preglede pred prodajo in pred razstavami ptic.
Potrebno je tudi tesno sodelovanje z rejci papig in golobov, pri katerih so bile okuzbe s C.

psittaci v preteklosti pogoste (Dov¢, 1994).

Ker so danes reje okrasnih golobov pod stalnimi veterinarskim nadzorom, smo v nasi
Studiji pricakovali nizek delez s C. psittaci okuzenih okrasnih golobov. Z epidemioloskega

staliS¢a je pomembna situacija klamidioze pri prostozivecih mestnih golobih.

Analiza brisov kloake ali vzorcev iztrebkov s testom PCR je enostavna, hitra in uporabna
metoda, ki omogoc¢a dokaz C. psittaci pri zivalih, ki jo izlo¢ajo v okolje. Na prenos C.
psittaci iz okuzenih zivali na ¢loveka lahko sklepamo kadar se pojavljajo epizodni izbruhi

psitakoze pri ljudeh, ne glede na to ali so pri pticah izrazeni ali ne (Greco in sod., 2005).

Zaradi moznega prenosa C. psittaci iz zivali na ¢loveka je potrebno postaviti hitro in
nedvoumno diagnozo pri okuzenih pticah. Za uporabnost metode PCR v diagnostiki
klamidijskih okuzb je potrebna standardizacija postopkov osamitve DNK, izbora zaCetnih
oligonukleotidov in metodologije pomnozevanja. Standardizacija teh postopkov zagotavlja
kredibilnost metode PCR in moznost primerjave rezultatov med razli¢nimi laboratoriji

(Trevejo in sod., 1999).
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5.2 SKLEPI

Na podlagi naSe raziskave smo prisli do naslednjih zakljuc¢kov:

e PCR je uporabna in hitra metoda za dokazovanje DNK C. psittaci v kuznini

e pri okrasnih golobih nismo dokazali okuzb s C. psittaci

e v prihodnosti bi bilo smiselno pregledovati prostozive¢e mestne golobe, ki prav

tako predstavljajo potencialen vir C. psittaci za ¢loveka
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6 POVZETEK

C. psittaci je obvezna znotrajceli¢na bakterija, ki povzroc¢a klamidiozo pri razli¢nih vrstah
ptic. Najpogosteje so okuzene papige, purani, golobi in galebi. Bakterija se lahko preko
aerosolov, ki vsebujejo posusene iztrebke, nazalne izlocke in delce iz perja okuzenih ptic,
prenese tudi na Cloveka, kjer povzroca psitakozo, ki se lahko razvije v hudo obliko
pljucnice, pride pa lahko tudi do drugih zdravstvenih tezav. OgroZeni so predvsem rejci,
prodajalci in ljubitelji ptic, ki so v neposrednem in tesnem stiku s pticami. Za
preprecevanje teh okuzb sta zelo pomembna nadzor nad uvozom ptic in njihovo testiranje

na morebitno klamidijsko okuZzbo.

Do sedaj so se v diagnostiki tovrstnih okuzb uporabljale metode osamitve bakterije iz
kuznine ptic, najpogosteje pa seroloske metode. Glede na to, da je bakterija izredno
virulentna, je osamitev moZzna le v posebno opremljenih laboratorijih. Tudi seroloske
metode imajo svoje omejitve, saj je pri pticah precej otezkoceno ze samo pridobivanje
krvi, problem pa predstavlja tudi interpretacija serodiagnostike. Zato imajo v dokazovanju
okuzb s C. psittaci vedno vecji pomen molekularno bioloSke metode, kot je PCR. Prednost

teh metod je predvsem v tem, da so hitre, obcutljive in specifi¢ne.

V tej diplomski nalogi smo za dokaz okuzbe s C. psittaci pri pticah uvedli metodo PCR. Za
izolacijo DNK C. psittaci iz kuznine smo uporabili komplet reagentov QIAamp® DNA
Mini Kit. DNK C. psittaci smo ugotavljali z metodo "nested" PCR. Pomnozene pridelke
velikosti 127 baznih parov smo opazovali z elektroforezo v agaroznem gelu z dodanim

etidijevim bromidom.

Rezultati uvedene metode so pokazali, da noben izmed testiranih okrasnih golobov ni bil
okuzen s C. psittaci. Okuzbo s C. psittaci smo nasprotno dokazali pri 4 od 7 odvzetih
brisih kloake prostozivecih mestnih golobov. Pri dveh papigah, pri katerih je bila okuzba s
C. psittaci dokazana z metodo posredne in neposredne imunofluorescence, smo potrdili
okuzbo. Okuzbe s C. psittaci nismo dokazali pri osebi s sumom na klamidijski

konjunktivitis.
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Ugotovili smo, da je metoda PCR v diagnostiki C. psittaci pri pticah primerna in je hkrati
tudi hitra, obcutljiva in specificna. Reje okrasnih golobov so pod stalnim veterinarskim
nadzorom, saj se rejci z njimi udelezujejo razstav in so namenjeni tudi prodaji. S tem lahko
razlozimo, zakaj nismo dokazali nobenega za C. psittaci pozitivnega okrasnega goloba. V
prihodnosti bi bilo zato z epidemioloSkega staliS¢a smiselno pregledovati in preiskovati
prostozivece, predvsem mestne golobe, ki prav tako vsakodnevno prihajajo v stik z ljudmi

in lahko predstavljajo mozen rezervoar C. psittaci.
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