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C. psittaci pri mestnih golobih. Metoda se je izkazala za ob¢utljivo in hitro.
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The aim of this study was to introduce molecular method polymerase chain
reaction (PCR) for diagnosis of Chlamydia psittaci (C. psittaci) that causes
chlamydiosis or ornithosis in birds and can transfer to humans. We used a
nested PCR to increase the specificity and sensitivity of the assay. In 2007 we
acquired 86 cloacal swabs of free-living pigeons from the city Ljubljana from
the Institut for health care of poultry, Veterinary faculty in Ljubljana. The swabs
were placed into chlamydia transport medium and frozen at —70 °C. DNA was
extracted from samples and purified by using QIAamp® DNA Mini Kit
(QIAGEN GmbH, Germany), following the manufacturer’s protocol.
Amplification of the DNA was performed by using nested PCR that uses genus
and species specific primers. For amplification we used comercial kit produced
by Genekam Biotechnology, AG. Amplified products of 389—404 base pairs
specific for C. psittaci were visualized by agarose gel electrophoresis. DNA of
C. psittaci was confirmed in 7 of 86 examined wild pigeons samples. We
established that with the method nested PCR we can detect C. psittaci in wild
pigeons. The method was demonstrated to be sensitive and fast.
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1 UVOD

Klamidije so majhne, kokoidne po Gramu negativne bakterije, ki jih uvr§¢amo v red
Chlamydiales, druzino Chlamydiaceae in povzrocajo Sirok spekter bolezni pri ljudeh in
zivalih (Kese, 2002).

Zanimive so s staliS¢a mikrobiologije, saj izstopajo s posebnim na¢inom razmnozevanja

in edinstvenim odnosom z gostiteljem, v katerem parazitirajo (Nagli¢ in sod., 2005).

Klamidioza (ornitoza) je bolezen ptic, ki jo povzroca bakterija Chlamydia (C.) psittaci
(Andersen in Vanrompay, 2003). Clovek se okuzi z vdihovanjem aerosolnih delcev
posusenih izlockov ptic ali pri obdelavi okuzenega mesa (Kese, 2002). Pomemben vir

okuZzbe za ljudi so mestni golobi, ki Zivijo v tesnem stiku z ljudmi (Dov¢ in sod., 2000).

Do razvoja molekularnih diagnosti¢nih testov je bil "zlati standard" med neposrednimi
metodami za dokaz okuzbe s klamidijami osamitev bakterije (Everett, 2000).
Najpogosteje pa se pri pticah za dokazovanje klamidioze izvaja serolosko testiranje
(Geens in sod., 2005b, Kaleta in Taday, 2003). Razvoj molekularnih metod je omogo¢il
hitrejSo laboratorijsko diagnostiko okuzb s C. psittaci. Verizna reakcija s polimerazo
(angl. polymerase chain reaction, PCR) je visoko obcutljiva in specificna metoda za

dokazovanje taréne DNA (Messmer in sod., 1997).
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1.1 NAMEN NALOGE

V nasi nalogi smo uvedli molekularno metodo “nested” PCR za dokaz okuzbe z
bakterijo C. psittaci pri mestnih golobih. Namen naloge je bil ugotoviti prevalenco
okuzb s C. psittaci pri mestnih golobih. V ta namen smo z Instituta za zdravstveno
varstvo perutnine (doc. dr. Alenka Dov¢, dr. vet. med.) Veterinarske fakultete

Ljubljana, pridobili brise kloake mestnih golobov iz Ljubljane.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Predpostavljamo:

e da je bris kloake primerna kuznina za izolacijo DNA Chlamydia psittaci
e da z naso metodo lahko dokazemo DNA Chlamydia psittaci

e daje vsaj 5 % mestnih golobov okuzenih s Chlamydia psittaci
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2 PREGLED OBJAV

2.1 BIOLOSKE LASTNOSTI KLAMIDIJ

Dolgo ¢asa so klamidije uvrscali med viruse, ker so obvezni znotrajcelicni organizmi.
Od vecine bakterij se razlikujejo po tem, da njihova celicna stena ne vsebuje
peptidoglikana in  niso  sposobne  sintetizirati  visokoenergijskih  molekul
adenozintrifosfata (ATP) in gvanozintrifosfata (GTP). Te molekule dobijo od

gostiteljske celice, zato jih imenujemo “energijski” paraziti (Kese, 2002).

Celi¢ni tropizem klamidij se kaZze za razli¢ne celi€ne vrste, predvsem za celice
kubi¢nega epitelija in mukozne celice (Kese, 2002). Ker klamidije rastejo pocasi
znotraj gostiteljskih celic, se dejanski bolezenski znaki pokazejo dosti kasneje v poteku

okuzbe (Raulston in Wyrick, 2000).

Klamidije so pleomorfne, negibljive bakterije, velike od 0,2 do 1,5 um. Imajo edinstven
zivljenjski krog z dimorfnimi oblikami, ki se funkcionalno in morfolosko razlikujejo.
Velikost in oblika mikrobov je odvisna od razvojne stopnje, v kateri se nahajajo (Nagli¢

in sod., 2005).

V gostiteljsko celico vstopajo klamidije v obliki tako imenovanega elementarnega
telesca (ET), ki ga fagocitira gostiteljska celica. ET se ob fagocitozi obda s plas¢em
celi¢ne membrane gostiteljske celice (gr. chlamis — plas¢). Iz tega tudi izhaja ime
klamidija — obdana s plas¢em (Mehle in Bole - Hribovsek, 2000). Nastane klamidijski
vkljucek ali inkluzija v citoplazmi gostiteljske celice (Moulder, 1991). Po fagocitozi se
ET preoblikuje v vecjo razmnoZevalno obliko, ki se imenuje retikularno telesce (RT) in
se podvojuje z delitvijo na dvoje (Peeling in Brunham, 1996). RT se pretvorijo v ET in
klamidije se sprostijo iz gostiteljske celice preko celi¢ne lize ali preko zlitja vkljucka in

membrane (Moulder, 1991). Med prehodom ET v RT in med kondenzcijo RT nazaj v
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ET pred sprostitvijo novih potomk ET v okolico, so opazene razlicne vmesne oblike —
IT (intermediarna telesca) (Raulston in Wyrick, 2000). Med razmnoZevanjem je pod

elektronskim mikroskopom vidna heterogenost ET in RT (Slika 1).

Slika 1: Posnetek elektronske mikroskopije vkljucka Chlamydia psittaci v okuZenih 1929 celicah.
Prisotne so razlicne morfoloske oblike: elementarno telesce (ET), retikularno telesce (RT) in
intermediarno — vmesno telesce (IT). Povecava x15 000 (Andersen in Vanrompay, 2003).

Klamidijska ovojnica je sestavljena iz citoplazmatske in zunanje membrane, ki vsebuje
lipopolisaharid, kar kaze, da so klamidije po Gramu negativne bakterije (Raulston in
Wyrick, 2000). Vendar klamidije ne vsebujejo muraminske kisline, kar kaze, da

klamidijska celi¢na stena ne vsebuje znacilne koli¢ine peptidoglikana (Everett in sod.,

1999).
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2.2 TAKSONOMIJA KLAMIDIJ

Skozi ¢as se je zaradi narascujocega znanja morfoloskih, bioloskih in molekularnih

podatkov spreminjal taksonomski status klamidij (Kaleta in Taday, 2003).

Sprva so klamidije uvrSc¢ali med viruse, ker so znotrajceli¢ni paraziti. Kasneje so
ugotovili, da so to bakterije, ker imajo sledece lastnosti:
e razmnozujejo se z delitvijo na dvoje
e celicna stena je po strukturi primerljiva s celicno steno po Gramu negativnih
bakterij
e imajo DNA in RNA
e imajo ribosome (Moulder, 1966 cit. po Vanrompay in sod., 1995; Wyrick in
Richmond, 1989).

V casu, ko ni bilo podatkov in metod iz molekularne biologije, so poznali samo dve
vrsti klamidij: C. psittaci in C. trachomatis (Everett, 2000). Bakterije, ki so jih uvrscali
med C. psittaci, niso kopicile glikogena v vkljuckih in so bile odporne na sulfadiazin.
Vkljucki C. trachomatis pa vsebujejo glikogen in bakterije so ob¢utljive na sulfadiazin.
Uveljavitev te razvrstitve je predstavljala mejnik v klamidijski taksonomiji (Everett in

sod., 1999).

V letih 1988 in 1989 so uvedli DNA-DNA hibridizacijo in ugotovili veliko raznolikost
pri C. psittaci. Po tem kriteriju je C. psittaci vsebovala najmanj Sest razli¢nih tipov
(Everett, 2000). Med njimi sta tudi kasneje imenovani novi vrsti C. pneumoniae
(Grayston in sod., 1986) in C. pecorum (Fukushi in Hirai, 1992). Glede na analize 16S
in 23S rRNA, druzina Chlamydiaceae vsebuje dva rodova, Chlamydia in

Chlamydophila ter devet vrst.

V rod Chlamydophila uvr§¢amo vrste Chlamydophila abortus, Chlamydophila psittaci,
Chlamydophila caviae, Chlamydophila felis, Chlamydophila pecorum in
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6

Chlamydophila pneumoniae. V rod Chlamydia pa Chlamydia trachomatis, Chlamydia

suis in Chlamydia muridarum (Everett, 2000).
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Slika 2: Genetska struktura reda Chlamydiales. a) nova taksonomska razdelitev Chlamydiales po

reklasifikaciji (Everett in sod., 1999). Spisek gostiteljev prikazuje ekolosko heterogenost druzine

Chlamydiaceae. b) taksonomska razdelitev pred reklasifikacijo (Bush in Everett, 2001).

Vrsta Chlamydophila psittaci vkljucuje samo pti¢je seve, medtem ko so seve

Chlamydia psittaci, povezane s splavom pri prezvekovalcih, z boleznimi pri mackah in

morskih prasic¢kih, uvrstili v nove vrste: Chlamydophila abortus, Chlamydophila felis

in Chlamydophila caviae. Seve Chlamydia trachomatis, ki povzro¢ajo okuzbe pri misih

in hrc¢kih ter seve, ki okuzujejo prasice, so uvrstili v novi vrsti: Chlamydia muridarum

in Chlamydia suis (Everett in sod., 1999).
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Uporaba molekularno bioloskih pristopov v zadnjem desetletju je razkrila tudi
prisotnost klamidijam sorodnih bakterij v razli¢nih okoljih in s tem upravicila potrebo
po novi taksonomski ureditvi reda (Horn in Wagner, 2001; Kostanjsek in sod., 2004;
Corsaro in Venditti, 2004; Corsaro in sod., 2002; Ossewaarde in Meijer, 1999).
Dodatno so bile ustvarjene tri nove druzine. Red Chlamydiales tako trenutno sestavljajo
4 druzine: Chlamydiaceae, Parachlamydiaceae, Simkaniaceae in Waddliaceae
(Everett, 2000).

2.3 Chlamydia psittaci

Chlamydia psittaci je najbolj raznolika klamidijska vrsta, saj je razSirjena med pticami
in sesalci. Trenutno Chlamydia psittaci po Everettu in sodelavcih (1999) uvr§¢amo v
red Chlamydiales, druzino Chlamydiaceae, rod Chlamydophila in vrsto Chlamydophila
psittaci. Velja omeniti, da vsi mikrobiologi ne sprejemajo razdelitve klamidij na rod
Chlamydia in Chlamydophila. Tako bom v nadaljnem besedilu uporabljala naziv
Chlamydia (C.) psittaci.

C. psittaci je patogen ptic, ki se prenasa z inhalacijo okuzenega prahu, aerosolov ali z
neposrednim stikom (Travnicek in sod., 2002; NASPHYV, 2008). Pri vecini vrst ptic je
okuzba asimptomatska. Vendar stresni dejavniki (trgovanje in neustrezno ravnanje z
zivalmi), lahko povzroCijo zacetek klini¢nih znakov, katerih posledica je hitro
poslabSanje in smrt (Everett, 2000; Greco in sod., 2005). Prihaja do okuzbe §tevilnih
organov, kot so oCesna veznica, respiratorni sistem in gastrointestinalni trakt (Everett,

2000).
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2.4 MORFOLOGIJA BAKTERIJE C. psittaci

C. psittaci ima tako kot ostale klamidije znacilen dvostopenjski razvojni krog, ki
vkljucuje dve obliki. Zunajcelicno infektivno obliko ET in znotrajceli¢no
razmnozevalno obliko RT. ET je majhno, elektronsko gosto in sferi¢no telo, veliko 0,2
do 0,3 um v premeru. RT je znotrajceliéna metabolno aktivna oblika. Je prav tako
sfericne oblike, vendar vecja kot ET. Meri 0,5 do 1,3 pm v premeru (Slika 1)
(Escalante - Ochoa in sod., 1998; Vanrompay in sod., 1995).

Zunajceli¢na infektivna oblika je obdana s troslojno ovojnico, ki omogoc¢a odpornost na
neugodne pogoje zunaj gostiteljske celice (Nagli¢ in sod., 2005). Zaradi osmotske
stabilnosti in metabolne neaktivnosti je to telo sposobno preziveti v zunajceliénem

okolju, dokler ni na voljo dovzetna gostiteljska celica (Raulston in Wyrick, 2000).

2. 4.1 Celi¢na stena bakterije C. psittaci

Klamidije so obdane s citoplazmatsko membrano in zunanjo membrano (Vanrompay in
sod., 1995). Zunanja membrana je sestavljena iz fosfolipidov, lipidov,
lipopolisaharidov in proteinov. Za razliko od ostalih po Gramu negativnih bakterij pa
klamidije v celi¢ni steni nimajo muraminske kisline (Barbour in sod., 1982), ki je

sestavni del peptidoglikana.
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Slika 3 prikazuje model celi¢ne stene ET C. psittaci.
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Slika 3: Model celi¢ne stene elementarnega telesca (ET) Chlamydia psittaci sev 6BC (Everett in Hatch,
1995).

notranja
membrana

Zunajcelicno osmotsko stabilnost ET klamidij omogoca kompleks beljakovin, ki so
med sabo pre¢no povezane z disulfidnimi vezmi:
e poglavitne beljakovine zunanje ovojnice MOMP (angl. major outer membrane
protein) z molekulsko maso 40 kDa
e s cisteinom bogati 60 kDa proteini (EnvA), ki so zasidrani v zunanji membrani s
svojim lipidnim delezem, s hidrofilnim peptidnim delom pa segajo v periplazmo
e s cisteinom bogati bakterijski lipoproteini (EnvB) z nizko molekulsko maso, ki

se nahajajo v periplazmi (Everett in sod., 1999; Everett in Hatch, 1995).

Bavoil in sodelavci so dokazali, da MOMP deluje tudi kot porin (Bavoil in sod., 1984).
Z analizo sekundarne strukture so namrec razkrili, da je beljakovina MOMP sestavljena
predvsem iz B-listiCev (62 %), kar je znacilnost bakterijskih porinov (Wyllie in sod.,
1998). Prav tako ima MOMP antigenske determinante, ki so specificne za rod, vrsto in

serotip (Vanrompay in sod., 1995).
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Disulfidne vezi imajo v beljakovinah zunanje membrane pomembno vlogo pri
ohranjanju celostne strukturne ET. Hkrati disulfidne vezi vplivajao na aktivnost tvorbe
por (Bavoil in sod., 1984). Po okuzbi z ET pride do kemijske redukcije disulfidnih
povezav znotraj proteinov in med proteini ovojnice. To privede do preoblikovanja ET v
RT in povecane prepustnosti RT (Everett in sod., 1999; Wyllie in sod., 1998).
Beljakovina MOMP je prisotna tudi v zunanji membrani RT, vendar ne tvori pre¢nih
povezav (Everett in Hatch, 1995). Pri RT je pomembna vloga beljakovine MOMP
sprejem gostiteljevega ATP in drugih hranil (Wyllie in sod., 1998).

Pri po Gramu negativnih bakterijah pomemben del celicne stene predstavlja
peptidoglikan, ki je netopen v ionskih detergentih, kot je sarkosil. Ta del klamidijske
celicne stene je prav tako netopen v sarkosilu, ¢eprav ni prisotnega peptidoglikana.
Peptidoglikan bakterijske celicne stene je kovalentno zaprt polimer, kjer so glikanske
verige iz kislinskih ostankov N-acetilglukozamina in N-acetilmuraminske kisline
navzkrizno povezane s peptidi. V nasprotju z vecino eubakterij pri klamidijah ne
dokaZzemo tega esencialnega polimera. Vendar so klamidije dovzetne za D-cikloserin,
bacitracin in penicilin, ki so inhibitorji peptidoglikana v celi¢ni steni. Sintetizirajo tudi
tri penicilin vezavne proteine — PBP (angl. penicillin binding protein), ki so
molekularne tare penicilinskega delovanja (Ghuysen in Goffin, 1999). PBP
imenujemo tudi transpeptidaze. To so encimi, ki sodelujejo v transpeptidazni reakciji,
ki omogoca navzkrizno povezovanje dveh peptidnih verig v sintezi celicne stene. PBP
vezejo penicilin ali druge antibiotike z [-laktamskim obro¢em, kar ovira
transpeptidazno aktivnost (Madigan in sod., 2003). Izpostavljanje penicilinu vodi do
poveCanih RT znotraj vkljuckov, ki se ne podvajajo z delitvijo na dvoje, temvec
obstajajo v stanju perzistence (sposobnost za zivljenje je ohranjena, vendar RT ne
zorijo v ET dokler penicilina ne odstranimo iz kulture) (Raulston in Wyrick, 2000).
Ghuysen in Goffin sta na osnovi raziskav s C. trachomatis ugotovili, da klamidije ne
sintetizirajo peptidoglikana, ker jim manjka glikoziltransferaza za podaljSanje glikanske

verige iz lipida II (Ghuysen in Goffin, 1999).
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V membrani klamidijskega vkljucka se nahajajo proteini imenovani Inc (angl. inclusion
membrane protein). Pri C. psittaci so opisali tri proteine: IncA, IncB in IncC (Rockey in
sod., 1995; Bannantine in sod., 1998). IncA C. psittaci GPIC (angl. guinea pig
inclusion conjunctivitis) sega proti citoplazemski strani vkljucka, kjer kinaze
gostiteljske celice fosforilirajo serinske in treoninske ostanke IncA (Rockey in sod.,
1997). IncA C. trachomatis sodeluje pri zdruzevanju klamidijskih vkljuc¢kov, medtem
ko pri vkljuckih C. psittaci GPIC nastanejo samo skupki klamidijskih vklju¢kov, ne
pride pa do zdruzevanja (Rockey in sod., 2002). Domnevajo, da je funkcija vecih
vklju¢kov povecanje povrsine membrane vkljucka za povecano pridobivanje energije in

metabolitov (Wyrick, 2000).

Chlamydia spp. kodira druzino polimorfnih proteinov zunanje membrane — POMP
(angl. polymorphic outer membrane protein) ali Pmp (angl. polymorphic membrane
protein). Ugotovili so, da se proteini Pmp sintetizirajo v pozni fazi klamidijskega
razvojnega kroga socasno s cistein bogatimi periplazemskimi proteini. Tako oc€itno niso
potrebni pri rasti in celiéni delitvi (Tanzer in sod., 2001). Pri C. psittaci 6BC so
identificirali 7 genov pmp, ki so sorodni s C. abortus pmp90A/B in pmp91A/B
(Laroucau in sod., 2007)

2.4.1.1 Antigeni C. psittaci

Najbolj preiskovan antigen C. psittaci je beljakovina MOMP (Slika 4). Le-ta ima
antigenske determinante, na podlagi katerih razlikujemo posamezne serotipe bakterije.
MOMP se nahaja v zunanji membrani kot disulfidni oligomer (Vlahovi¢ in sod., 2002).
Za tipizacijo izolatov klamidij se uporabjajo monoklonska protitelesa (Andersen, 1991;
Vanrompay in sod., 1993). Ta protitelesa prepoznajo specificne regije na povrsini

izpostavljenih epitopov MOMP klamidij (Vanmropay in sod., 1995).
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Slika 4: Shema poglavitne beljakovine zunanje ovojnice — MOMP v klamidijski celi¢ni steni.
Neprekinjena ¢rta predstavlja v zunanjo membrano (ZM) vstavljeno peptidno verigo MOMP, sivi
kvadrati predstavljajo variabilne domene (VD I-IV), beli kvadrati so ohranjeni cisteini. Prisotnost
lipopolisaharida — LPS (¢rne kocke) je nakazana kot del zunanje membrane (Vanrompay in sod., 1995).

MOMP predstavlja 60 % teze zunanje membrane. Obstajajo dokazi, da imajo
protitelesa za povrSinsko dostopne epitope MOMP zasCitno vlogo pri imunosti na

klamidijsko okuzbo (Vanrompay in sod., 1995).

Klamidijski lipopolisaharid (LPS) je tudi osnovna sestavina zunanje membrane in tako
kot MOMP predstavlja povrsinsko izpostavljen antigen klamidij tako pri ET kot pri RT.
LPS ima molekulsko tezo 10 kDa in je kemic¢no ter serolo§ko soroden z LPS po Gramu
negativnih bakterij (Andersen in Vanrompay, 2003). Klamidijski LPS vsebuje
antigenske determinante, ki navzkrizno reagirajo z LPS po Gramu negativnimi
bakterijami Acinetobacter calcoaceticus in Re mutantami Salmonella sp. (Nurminen in
sod., 1984; Brade in sod., 1985). Vendar LPS klamidij vsebuje v svojem saharidnem
delezu trisaharid 3-deoksi-D-mano-2-oktulosonsko kislino (Kdo), ki se povezuje z (2—
8) in (2—4) vezmi (Brade in sod., 1987). Ta antigenski epitop imajo samo predstavniki
rodu Chlamydia in Chlamydophila. Tako predstavlja za druzino Chlamydiaceae

specificen antigen (Heine in sod., 2003).
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Ugotovili so, da ima LPS klamidij, v primerjavi z drugimi po Gramu negativnimi
bakterijami, nizko endotoksi¢no aktivnost (Brade in sod., 1986). Heine in sodelavci so
dokazali, da je LPS C. psittaci najmanj 10-krat manj aktiven kot ostali endotoksini
(Heine in sod., 2003). Nizko endotoksi¢no aktivnost pripisujejo nenavadnemu vzorcu
acilacije, ki povecuje hidrofobnost LPS (Brade in sod., 1986). Daljsa dolzina acilnih
verig in nizko Stevilo acilnih verig lahko vplivata na nizko endotoksi¢no aktivnost
(Ingalls in sod., 1995). Prav tako je nizka aktivnost lahko rezultat evolucijskega
prilagajanja klamidij na perzistenco znotraj gostiteljske celice (Sahachter in Caldwell,

1980 cit. po Brade in sod., 1986).

2. 4.2 Razvojni krog bakterije C. psittaci

Razvojni krog klamidij razdelimo v naslednje stopnje:
e pritrditev ET na celi¢no membrano
e vstop ET v gostiteljevo celico
e sprememba ET v RT znotraj vkljucka
e razmnozevanje RT z delitvijo na dvoje
e sprememba RT v ET

e liza celi¢nega vkljucka in sprostitev ET (Kayser in sod., 2005).
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Prva stopnja v razvoju klamidijske infekcije je pritrjanje ET na receptorska mesta v

celicni membrane gostiteljeve celice. Sledi vstopanje ET (Slika 5) (Kese, 2002).

\stopanje ET

gostiteljska
celica

|
. / Transformacija
/ \ ETvRT
o

%, Vkljugki
Razmnoievanjer/__.f?;j:"-'_@f\ JagH

-~ N Transformacija
), RTVET

Slika 5: Razvojni krog klamidij (Everett, 2000).

Verjetno imajo klamidije ve¢ kot en mehanizem vstopa v celico (Hodinka in Wyrick,
1986). Stephens je opisal mehanizem povezave med klamidijsko in evkariontsko celico,
pri katerem glikozaminglikanu (GAG) podobna molekula na povrSini omogoca
pritrditev. Klamidije sintetezirajo molekulo, ki posnema heparan sulfat in jo uporablja
pri pritrditvi na evkariontske celice na receptorje za heparan sulfat (GAG) (Stephens
1992 cit. po Vanrompay in sod., 1995).

Prisotnosti dvovalentnih kationov (Ca®" in Mg*"), ki zmanjujejo elektrostatiéni odboj

med evkariontsko in bakterijsko celico, pospesi pritrjevanje C. psittaci na evkariontske
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celice (Hatch in sod., 1981). Ugotovili so, da je povrSina C. psittaci hidrofobna in
negativno nabita pri pH 7 (Vance in Hatch, 1980). K uspesni fagocitozi pa pripomorejo
tudi hidrofobne sile (Escalante - Ochoa in sod., 1998). Pomembno vlogo ima tudi
beljakovina MOMP, ki deluje kot adhezin. Vstop ET je odvisen tako od kontinuirane
integritete membrane kot od metabolne aktivnosti gostiteljske celice (Escalante - Ochoa

in sod., 1998).

Po vstopu v gostiteljsko celico najdemo klamidije v citoplazemskih vkljuckih, ki
nastanejo z invaginacijo membrane gostiteljske celice med prehodom klamidij
(Vanrompay in sod., 1995). Pri fagocitozi klamidij se fagosom in lizosom ne spojita in
tako ostane mikrob skozi ves razvojni ciklus neposkodovan (Mehle in Bole -
Hribovsek, 2000). Infektivno ET se nato preoblikuje v neinfektivno RT, ki zacne z
delitvijo. Vse to se dogaja znotraj vkljucka. Po razmnozevanju, ki traja 16 do 20 ur, se
RT v vkljucku preoblikujejo nazaj v ET, ki se nato sprostijo iz gostiteljske celice
(Vanrompay in sod., 1995). V okuzeni celici se razvije od 10 do 1000 novih ET (Nagli¢
in sod., 2005).

Po vstopu ET v gostiteljsko celico se spremeni celicna stena infektivnih telesc. V
zunanji membrani ET so disulfidne vezi navzkrizno povezane, kar daje zunanji
membrani trdnost. Prehod v znotrajceli¢no RT spremlja redukcija disulfidnih vezi in s

tem povecana prepustnost membrane (Bavoil in sod., 1984).

Mehanizem sproscanja klamidij ni jasen. Klamidije se lahko sprostijo iz gostiteljske
celice s celicno lizo (Vanrompay in sod., 1995). Todd in Caldwell (1985) sta
predstavila morfoloske dokaze sprosc¢anja ET brez celicne lize. Lahko pa pride tudi do

perzistentne okuzbe (Moulder in sod., 1980).
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2.4.3 Metabolizem

Zaradi edinstvenega znotrajcelicnega razvojnega kroga ter odpornosti na gensko
manipulacijo je malo znanega o molekularnem mehanizmu klamidijske okuzbe (Bavoil

in sod., 2000).

Tako pri ET kot pri RT so dokazali prisotnost DNA in RNA (Wyrick in Richmond,
1989). Vendar je kolicina RNA in DNA visja pri RT (Andersen in Vanrompay, 2003).
Znotraj gostiteljske celice RT izvrSuje samostojno sintezo nukleinske kisline, sintezo
proteinov in aminokislin (Hatch in sod., 1982). Nekatere metabolne sposobnosti pa so
omejene v primerjavi s prostozivecimi bakterijami. Ne morejo koncati pentoznega cikla
in ne uporabljajo piruvata preko cikla trikarboksilinske kisline (Andersen in
Vanrompay, 2003). Vendar lahko katabolizirajo piruvat, aspartansko in glutaminsko
kislino, kjer pridobijo CO, ter 2- in 4-karbonske ostanke (Moulder, 1969 cit. po
Vanrompay in sod., 1995).

Klamidije so tekom evolucije izgubile sposobnost sinteze energetskih molekul, zato so
odvisne od celic gostitelja, v katerem parazitirajo. RT ne more ustvariti
visokoenergijske fosfatne vezi pri metabolizmu S$tevilnih sladkorjev in aminokislin
(Vanrompay in sod., 1995). Klamidije tako uporabljajo ATP gostiteljske celice s
pomocjo specificnih prenasalnih beljakovin, ki katalizirajo vnos ATP v prokariontsko
celico preko bakterijske celicne membrane. Le-ta je sicer nepropustna za relativno
velike in nabite molekule. V obratni smeri pa prenasalne beljakovine omogocijo prenos
bakterijske ADP nazaj v gostiteljski citosol (Schmitz - Esser in sod., 2004).

V celicah, okuzenih s C. psittaci, je mitohondrij v tesni povezavi z vklju¢kom (Wyrick,
2000). Mozno je, da je zaradi fizi¢ne bliZzine pospeSen prenos ATP iz mitohondrija v

klamidijsko celico (Escalante - Ochoa in sod., 1998)
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Potem, ko se po vstopu klamidij v gostiteljsko celico klamidijski vkljucek izogne
lizosomu, le-ta fuzira s sfingomielinskimi vezikli gostiteljske celice. Ti lipidi prihajajo
iz Golgijevega aparata okuzene celice, ki se verjetno zaradi olajSanega prenosa nahaja v
blizini klamidijskega vkljucka (Hackstadt in sod., 1997). Do vecanja klamidijske
inkluzije prihaja zaradi lipidne sinteze (Wyrick, 2000). Wylie in sodelavci so dokazali,
da poleg sfingomielina iz Golgijevega aparata, klamidjska inkluzija pridobi Se
fosfatidilinozitol, fosfatidilholin in holesterol iz endoplazemskega retikuluma in

mitohondrija gostiteljske celice (Wylie in sod., 1997).

2.5 GENETIKA BAKTERIJE C. psittaci

Prisotnost ribosomalne RNA (rRNA) v ET C. psittaci je bil prvi znak, da se klamidije

razlikujejo od virusov (Tamura in Higashi, 1963 cit. po Vanrompay in sod., 1995).

Geni 16S rRNA razli¢nih serotipov C. psittaci se med sabo razlikujejo za manj kot 0,8
% (Everett in sod., 1999). Stevilni sevi C. psittaci imajo prisoten zunajkromosomski
plazmid (Everett in sod., 1999). Thomas in sodelavci so proucevali genetsko
raznolikost plazmidov pri klamidijah. 1z ra¢jega seva N325 C. psittaci so doloc¢ili 7553
bp velik plazmid (pCpAl) (Thomas in sod., 1997).

Primerjava podatkov med razlicnimi klamidijami ni razjasnila sploSne bioloske funkcije
plazmidov, vendar je pokazala precejSno ohranjenost zaporedja (manj kot 60 %) in
izredno dosledno razvrstitev genoma. Klamidijski plazmidi so med seboj bolj sorodni
kot kromosomalna DNA. Vsi klamidijski plazmidi imajo osem glavnih odprtih bralnih
okvirjev — ORF (angl. open reading frame), daljsih od 100 aminokislin in $tiri 22 bp
dolge tandemske ponovitve v intergenskih regijah med ORF 8 in ORF 1. Obsezna
ohranjenost zaporedja med plazmidi razli¢nih klamidij nakazuje evolucijski razvoj
plazmidov iz skupnega prednika (Thomas in sod., 1997). Sevi C. psittaci, ki povzro¢ajo

splav pri prezvekovalcih (C. abortus), nimajo prisotnega plazmida (Everett in sod.,
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1999; Van Loock in sod., 2003), medtem ko imajo sevi C. psitaci, ki povzrocajo
okuzbe mack (C. felis) in morskih prasi¢kov (C. caviae), prisotne plazmide (Everett,
2000).

Bakteriofage (klamidiofage) pri C. psittaci so prvi¢ opisali leta 1982, ko so pri racah
odkrili dva izolata C. psittaci, ki sta vsebovala fage. Bakteriofag so poimenovali Chpl.
Pomnozuje se v RT C. psittaci. Ugotovili so, da gre za 22 nm velik ikozaedri¢ni virus
(Richmond in sod., 1982). Hibridizacijske Studije s kloniranimi fargmenti DNA Chpl
so pokazale, da DNA faga ne vstopa v klamidijski kromosom in ni soroden plazmidu,
ki ga najdemo pri mnogih klamidijskih sevih (Storey in sod., 1989b). Poliakrilamidna
elektroforeza — PAGE (angl. polyacrylamide gel electrophoresis) je pokazala, da je
bakteriofag Chpl sestavljen iz treh velikih strukturnih proteinov VP1, VP2 in VP3 z
molekulskimi masami 75, 30 in 16,5 kDa, ki jih kodirajo ORF 1, ORF 2 in ORF 3
(Storey in sod., 1989b). Genomsko zaporedje enoverizne krozne DNA je dolgo 4877 bp
in lahko kodira 11 proteinov. Chpl vsebuje osem ORF. ORF 6 in ORF 7 lezita znotraj
ORF 2 in ORF 1 (Slika 6). ORF 8 lahko kodira beljakovine, vendar ni funkcionalen.

Chp 1
ORF 1 ORF 2
1
El_ i I:] ORF 5 .
4= s [ g ) 2 brahi
e R s B
ORF 3 ORF 4
Chp 2
ORF 1 ORF 2 ORF 3 ORF &
I | I ] O 1 .
) , bralni
= | ORF 5 oladir
Jet 3 >

Slika 6: Primerjava racunalniske analize odprtih bralnih okvirjev — ORF in organizacija genoma
klamidiofagov Chp1l in Chp2. Modri kvadrati predstavljajo glavne ORF, ki lahko kodirajo funkcionalne
proteine. Sivi kvadrati (ORF 6 in ORF 7) se prekrivajo z ORF 1 in ORF 2 (Liu in sod, 2000).



Verbanci¢ M. Molekularno dokazovanje klamidioze. 19
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddelénega Studija mikrobiologije, 2008

Izkazalo se je, da je Chpl soroden dobro opisanemu bakteriofagu Escherichia coli,
¢X174, iz virusne druzine Microviridae. Aminokislinska homologija in podobnost v
organizaciji genoma Chpl in ostalih predstavnikov Microviridae nakazujejo, da so se

razvili iz skupnega prednika (Storey in sod., 1989a).

Liu in sodelavci (2000) so prvi opisali bakteriofag Chp2, ki okuzuje ov¢je seve C.
psittaci (Chlamydophila abortus). Racunalniska analiza kroznega genoma Chp2 je
pokazala prisotnost osmih ORF, kar je podobno organizaciji genoma Chpl (Slika 6).
Chp2 in Chpl imata podobno morfologijo, vendar ima Chp2 drugafen citopatoloski
ucinek na RT. Elektronska mikroskopija je pokazala majhno spremembo v velikosti in
obliki neokuzenih RT in RT okuzenih s Chp2. To je v nasprotju z RT, okuZzenimi s
Chpl, kjer se RT povecajo in se klamidofagi kopicijo v obliki parakristalnih vrst (Liu in
sod., 2000). Dokazali so, da Chp2 lahko okuzuje poleg C. abortus tudi C. felis in C.
pecorum, vendar ne more okuziti ostalih predstavnikov rodu Chlamydophila (Everson
in sod., 2002).

Hsia in sodelavci so leta 2000 porocali o bakteriofagu ¢CPG1, ki okuzuje sev C.
psittaci (Chlamydophila caviae), ki povzro¢a vnetje oCesne veznice pri morskih
prasSi¢kih. Posledica okuzbe klamidij z bakteriofagom ¢@CPGI1 je spremenjena pot
razmnozevanja. Celi¢na delitev je ovirana. Otezuje jo nenormalno velika RT, ki ne
zorijo v ET (Hsia in sod., 2000). Read in sodelavci (2000) so primerjali klamidijske
fage pAR39 (C. pneumoniae), 9CPG1 in Chp2 s klamidijskim fagom Chpl C. psittaci.
Ceprav si vsi $tirje fagi delijo identiéno razvrstitev petih glavnih genov, se Chpl
bistveno razlikuje v nukleotidnem in proteinskem zaporedju od ostalih treh fagov, med

katerimi je sorodnost genoma vec¢ kot 90% (Read in sod., 2000).

Gen ompA kodira poglavitno beljakovino zunanje membrane — MOMP. Vsebuje pet
ohranjenih in §tiri variabilne regije (angl. variable sequence regions, VS) VS1 do VS4,
ki kodirajo domene variabilnih beljakovin (angl. variable protein domains, VD) VDI do

VDIV. VDI, VDII in VDIV $e posebaj strlijo iz membrane C. psittaci (Slika 4).
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Mapiranje epitopa je pokazalo, da se rodovno in vrstno specificne antigenske
determinante nahajajo znotraj ohranjene regije. Vendar so vrstno specifi¢ne antigenske

determinante nasli tudi znotraj ohranjenih delov VDIV (Vanrompay in sod., 1995).

Molekularno proucevanje persistence C. psittaci je pokazalo sposobnost patogena, da
odgovori na izzive gostitelja s spreminjanjem izrazanja specificnih genov mRNA. Ta
sprememba vodi v stanju persistence do oviranja ali popolne ustavitve izrazanja
mRNA. Reverzibilnost tega stanja kaze na zmozZnost klamidijskega odziva in nudi
razlago za Stevilne posebnosti, kot so kroni¢na klamidioza, neuspesno antibioti¢no
zdravljenje in imunoprofilaksa ter prakticne tezave pri izolaciji in kultivaciji sevov iz

okuzenih tkiv (Goellner in sod., 2006).

Geens in sodelavci so leta 2005 odkrili nov genotip C. psittaci E/B. Tako sedaj
poznamo 7 znanih genotipov: genotip A, B, C, D, E, F in E/B (Geens in sod., 2005a).
Vsak genotip je bolj ali manj povezan s specifi¢no skupino ptic iz katerih je obi¢ajno
izoliran (Heddema in sod., 2006a).

Genotipizacijo C. psittaci lahko izvedemo s sekvencioniranjem gena ompA
(Vanrompay in sod., 1997) ali z analizo RFLP (Sudler in sod., 2004). Genotipe
razlikujemo tudi z metodo PCR v realnem cCasu, kjer se uporablja genotipsko-specificen

gen OmpA (Geens in sod., 2005b).

2.6 EPIDEMIOLOGIJA BAKTERIJE C. psittaci

Klamidije so najbolj poznane po boleznih, ki jih povzrocajo pri ljudeh. Vendar te
znotrajcelicne bakterije vkljuCujejo Stevilne druge vrste, ki so odgovorne za Siroko
raznolikost klini¢nih in ekonomsko pomembnih bolezni pri zivalih, ki zivijo v skupinah

(Everett, 2000).
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Epidemiologija klamidijskih okuzb ima nekaj skupnih lastnosti. Zaradi dolgega
razvojnega cikla (48 do 72 ur) je inkubacijska doba relativno dolga (1 do 3 tedne).

Pogoste so persistentne okuZzbe, ki so klini¢éno nezazanavne (Schachter, 1990).

Okuzbe s C. psittaci so razsirjene po celem svetu (Nagli¢ in sod., 2005). Zaradi
zoonoticnega potenciala morajo biti upoStevani varnostni ukrepi pri ravnanju z
okuzenimi pticami ali kontaminiranim materialom (Andersen in Vanrompay, 2003).
Zunaj gostitelja zadrzijo klamidije infektivnost nekaj dni do nekaj tednov. Dlje pri nizji

temperaturi (Nagli¢ in sod., 2005).

Epidemioloske raziskave so potrebne pri nadzorovanju prenosa C. psittaci pri pticah in
ljudeh. Epidemioloska preiskava mora biti vpeljana:
e (e je bila ptica, pri kateri so potrdili klamidiozo (ornitozo), dobljena iz trgovine
z zivalmi ali od rejca ptic znotraj 60 dni od zacetka pojavljanja znakov
e (e je bila ptica v stiku z ljudmi, pri katerih je bila potrjena psitakoza
e (e so bili ugotovljeni Stevilni domnevni primeri iz istega vira (NASPHYV, 2008;

CDC, 2000).

2.6.1 Ptice

Naravni gostitelji C. psittaci so ptice (Kayser in sod., 2005). Okuzbo z bakterijo pri
pticah imenujemo klamidioza ali ornitoza, lahko tudi psitakoza (Vanrompay in sod.,
1995). C. psittaci povzoca okuzbo respiratornih organov, prebavne poti, genitalnih poti
in oCesne veznice papig ter ostalih ptic (Kayser in sod., 2005).

Kaleta in Taday sta objavila podatke o Stevilu vrst okuZenih ptic s klamidiozo. V
raziskavi so ugotovili, da lahko C. psittaci okuzi 467 prostozive¢ih ali domacih vrst
ptic, ki jih uvrs¢amo v 30 rodov (Kaleta in Taday, 2003).

Red Psittaciformes (papige) naj bi vseboval najve¢ vrst (45 %), ki so okuzene s C.

psittaci. Prav tako je veliko vrst, ve¢ kot 20 %, okuzenih znotraj redov Lariformes
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(galebi), Sphenisciformes (pingvini) in Anseriformes (race in gosi). Samo 5 % vseh
pti¢jih vrst znotraj reda Phasianiformes (kure) se lahko okuzi s C. psittaci (Kaleta in
Taday, 2003).

Obstajajo Stevilne poti okuzb pri pticah. Do prenosa klamidij lahko pride preko
inhalacije ali zauzitja kontaminiranega materiala. Veliko Stevilo klamidij najdemo v
izlockih respiratornega trakta in v fekalnem materialu okuzenih ptic. Direkten aerosolni
prenos respiratornega izloc¢ka naj bi bila primarna pot prenosa med izbruhom bolezni
(Andersen in Vanrompay, 2003). Klamidije se lahko razsirjajo po organizmu. S tem pa
se omogoca tudi Sirjenje klamidij v okolico, predvsem z izlocenim blatom (Dov¢ in
sod., 2000).

Odrasle papagajske vrste hranijo svoje potomce z bljuvanjem. Samci bljuvajo hrano
samicam med valjenjem jajc. Tako je tudi oralna pot pogosta pot prenosa, saj je hrana
lahko kontaminirana s klamidijo v izlockih pti¢je golSe, nosne votline in Zrela (Freitas

Raso in sod., 2006).

2.6.2 Clovek

V Parizu so leta 1893 prvi¢ porocali o prenosu okuzbe iz papige na cloveka, ki je
povzrocil prehladu podobne simptome. Bolezen so poimenovali psitakoza, po latinski
besedi psittacus, ki pomeni papiga (Vanrompay in sod., 1995). Kasneje so dokazali
povezavo med klamidiozo drugih vrst ptic in njenim moznim prenosom na ljudi. Tako
je bil uveden nov pojem, ornitoza (gr. ornithos — ptica). S tem so se kot vir okuzbe
prepoznale tudi druge vrste ptic (Vlahovi¢ in sod., 2002). Oba naziva se Se vedno
uporabljata, vendar v novejSem casu dobivata prednost naziva ptija klamidioza

oziroma pti¢ja klamidofiloza (Nagli¢ in sod., 2005).

Incidenca psitakoze pri ljudeh naras¢a v industrializiranih drzavah in je povezana z
uvozom eksoti¢nih ptic (Vanrompay in sod., 2007). Do vecine okuzb pri ljudeh prihaja

zaradi izpostavljenosti pti¢jim hiSnim ljubljenckom. Te ptice imajo obicajno
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gastrointestinalno okuzbo. Tako se okuzba Siri preko vdihovanja aerosolov infektivnega

fecesa (Schachter, 1990).

Do izbruha bolezni pri ljudeh pride v primeru tesnega ali stalnega stika med ljudmi in
okuzenimi pticami. Osebe, ki so najpogosteje izpostavljene nevarnosti okuzbe, so rejci
ptic, ljudje zaposleni v perutninarstvu (klavnice in predelovalne tovarne), veterinarji,
veterinarski tehniki, laboratorijski delavci, kmetje in delavci v zivalskih vrtovih (CDC,
1997; Andersen in Vanrompay, 2003; Heddema in sod., 2006b; Sewell, 1995; Hinton in
sod., 1993).

Raziskava v 80. letih je pokazala, da izpostavljenost pticam v kletkah predstavlja 70 %
primerov psitakoze, pri katerih je vir okuzbe znan. Med njimi najvecje Stevilo okuzenih
ljudi predstavljajo rejci in lastniki ptic (43 %), zaposleni v trgovinah z zivalmi pa

predstavljajo dodatnih 10 % primerov (CDC, 1997).

Okuzbo ljudi lahko povzro¢i tudi kratka (prehodna) izpostavljenost pticam ali njihovim
izlockom. Zato se lahko okuzijo tudi ljudje, ki jih ne uvr§¢amo v rizi¢ne skupine (CDC,

1997).

2.7 PATOGENEZA BAKTERIJE C. psittaci

Pomembna lastnost klamidij so trajne, klini¢no tihe okuzbe ljudi in zivali, ki
omogocajo obstanek in Sirjenje povzrocitelja v populaciji (Nagli¢ in sod., 2005).
Vkljucke C. psittaci lahko najdemo v alveolarnih makrofagih in epitelijskih celicah.

Organizem se preko krvozilnega sistema razs$irja na razli¢na mesta (Schachter, 1990).

2.7.1 OKkuzba s C. psittaci pri pticah

Pomembno je ugotoviti okuzbo, ki se lahko prenaSa s pticami, saj so ptice lahko vir
okuzbe za druge Zivali in za ljudi. Ceprav mnoge ptice ne kaZejo klini¢nih znakov
bolezni, predstavljajo potencialne prenasalce bakterijskih, virusnih in parazitskih

bolezni (Dov¢ in sod., 2004).
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Seve C. psittaci razdelimo glede na patogenost v dve splo$ni skupini:
e visoko virulentni sevi, ki povzrocajo akutne epidemije, pri katerih pogine 5-30
% okuzenih ptic
e manj virulentni sevi, ki povzro€ajo pocasi napredujoce epidemije (Andersen in
Vanrompay, 2003).
Sevi obeh skupin imajo enako sposobnost Siritve v jati. Visoko virulentni sevi so
najveckrat izolirani iz puranov in obcasno iz klini¢no zdravih ptic. Sevi nizke virulence
pa imajo manj kot 5% smrtnost in potekajo brez komplikacij s sekundarnimi
bakterijskimi ali parazitskimi okuzbami. Sevi z nizko virulenco so pogosteje izolirani iz
golobov in rac ter obCasno iz puranov, vrabcev in drugih divjih ptic (Andersen in
Vanrompay, 2003).
Klini¢na slika se razlikuje glede na virulenco povzrocitelja in vrsto gostitelja. Klini¢no

zdrave zivali lahko izlo€ajo povzrocitelja tudi vec let (Dovc, 1998).

Veliko stevilo eksoticnih vrst divjih ptic se prodaja na ¢rnem trgu. Ko ptice ulovijo, jih
odstranijo iz njihovega naravnega okolja. Nezadostni higienski pogoji, hranjenje in
preveliko Stevilo ptic na enem mestu vpliva stresno na ptice, kar oslabi njihov imunski
sistem (Dov¢ in sod., 2000; Freitas Raso in sod., 2006). Ptice v ujetniStvu so tako bolj
dovzetne za okuzbe. Do izraza pridejo predvsem latentne okuzbe (Freitas Raso in sod.,
2006). Ptice so na videz zdrave, vendar so lahko prenasalke C. psittaci, ki
mikroorganizme sprosc¢ajo obcasno. Ker je C. psittaci odporna na izsuSevanje, lahko

ostane infektivna tudi do nekaj mesecev (CDC, 1997).

2.7.1.1 Prostoziveci golobi

Populacija prostozivecih golobov se poveCuje v vsakem vecjem mestu po svetu. V

Ljubljani so ocenili, da Zivi priblizno 5000 mestnih golobov (Dov¢ in sod., 2004).
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Slika 7 prikazuje mestnega goloba (Columba livia domestica), slikanega na razli¢nih

lokacijah po Ljubljani.

Slika 7: Mestni golobi na razli¢nih lokacijah po Ljubljani. a) Mestni golob (Columba livia domestica), b)
Kongresni trg v Ljubljani ¢) Streha hiSe v centru Ljubljane d, ) Mestna trznica v Ljubljani.
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Ugotovili so, da so golobi najpogosteje okuzeni z genotipom B C. psittaci (Geens in
sod., 2005a; Heddema in sod., 2006a; Vanrompay in sod., 1993; Vanrompay in sod.,
1997).

Neposreden stik prostozivecih in pasemskih golobov ima z epizootioloskega stalisca
velik pomen, saj se obolenje zlahka prenasa tudi na pasemske golobe, s katerimi so
ljudje v tesnem stiku (Dov¢ in sod., 2000). Poleg tega obstaja tudi tveganje okuzbe
perutnine in hi$nih ptic, ki tudi zivijo v tesnem stiku z ljudmi (Heddema in sod.,

20064a).

Cas med izpostavljenostjo bakteriji in za¢etkom bolezni pri pticah v kletkah je od treh
dni do nekaj tednov (CDC, 1997). Vendar se akutna bolezen lahko pojavi Sele leta po
izpostavljenosti. Bolezen lahko poteka asimptomatsko, v akutni ali kroni¢ni obliki, kar
je odvisno od vrste ptice, virulence seva, infektivne doze, stresnih faktorjev, starosti in

obsegu zdravljenja ali profilakse (CDC, 2000).

Inkubacijska doba pri golobih ni znana. OkuZzba je endemicna in se primarno ohranja
zaradi prenosa med pti¢jim mladiCem in starSem (Andersen in Vanrompay, 2003).
Lahko se opazi nejescost, apatija, driska in serozen do serozno gnojen izcedek iz nosnic
in o¢i (Dov¢ in sod., 2000). Simptomi klamidioze pri golobih so razli¢ni. Pri akutnih
boleznih se pojavlja anoreksija, diareja in slaba rast (Andersen in Vanrompay, 2003).
Anoreksi¢ne ptice lahko izlocajo redke, temnozelene izlocke (CDC, 2000). Pri
nekaterih golobih pa se razvije vnetje oCesne veznice in nosne sluznice, veke otecejo.
Respiratorne tezave spremlja hropenje. Ko bolezen napreduje, ptica oslabi in shujsa. Pri
nekaterih pticah okuzba poteka brez vidnih znakov ali pa imajo okuZene ptice le

prehodno diarejo, preden postanejo prenasalci (Andersen in Vanrompay, 2003).

Ptice, ki imajo potrjeno klamidiozo in ptice, pri katerih sumimo na klamidiozo, morajo

biti v izolaciji in zdravljene. ZaZeljen je nadzor veterinarjev (CDC, 1997). Cepljenje in
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pametna uporaba antimikrobnih zdravil pri pticah sta potrebna za preprecevanje
psitakoze pri ljudeh, kot tudi za preprecevanje razvoja bakterijskih sevov, ki so odporni

na zdravila (Vanrompay in sod., 2007).

2.7.2 Okuzba s C. psittaci pri sesalcih

Po stari taksonomiji je bila C. psittaci poznana tudi kot povzrociteljica okuzb pri
razliénih sesalcih. Sev C. psittaci, ki povzroc¢a splav pri prezvekovalcih, so po novi
taksonomiji preimenovali v Chlamydophila abortus. C. abortus kolonizira placento in
primarno povzroca splav in skotitev slabotnega novorojencka. C. abortus je endemi¢na
bakterija med prezvekovalci. Izolirali so jo pri ovcah, govedu in kozah povsod po
svetu. Prav tako jo povezujejo s splavi pri konjih, zajcih, morskih prasickih, misih in
svinjah (Everett, 2000; Everett in sod., 1999). Zdrave zivali se hitro okuzijo od obolelih
v Casu splava, ko se s placento in izcedkom maternice izlo¢a velika koli¢ina klamidij v
okolico, kjer ohranjajo infektivnost nekaj dni (Nagli¢ in sod., 2005). Opisani so tudi
primeri zensk, ki so delale z ovcami in so splavile zaradi C. abortus (Jorgensen, 1997,

Hyde in Benirschke, 1997; Kampinga in sod., 2000).

Od C. psittaci so lo¢ili tudi sev, ki povroca okuzbo morskih prasickov. Tipski sev je bil
izoliran iz morskega prasicka (Cavia cobaya), od tod tudi ime Chlamydophila caviae.
Vsi znani izolati imajo identi¢no zaporedje v genu ompA. Izolirali so ga iz oesne
veznice morskih praSickov, kjer povzroca oCesno vnetje z izcedkom. C. caviae

primarno okuzuje mukozni epitelij in ni invazivna (Everett, 2000).

C. psittaci, ki povro¢a okuzbo pri mackah (lat. felis) povsod po svetu, so preimenovali
v Chlamydophila felis. Z bakterijo je lahko okuzeno do 10 % mack. Povzroc¢a vnetje
oGesne veznice, rinititis in respiratorne tezave. Zivali ve¢inoma spontano ozdravijo v
nekaj tednih, lahko pa ostanejo latentno okuzene in Sirijo povzrocitelja ter pod
dolo¢enimi pogoji ponovno zbolijo. Porocali so o zoonoti¢ni okuzbi ljudi s C. felis

(Everett, 2000; Nagli¢ in sod., 2005).
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2.7.3 Okuzba s C. psittaci pri ¢loveku

C. psittaci povzroca pri ljudeh psitakozo, ki obic¢ajno poteka kot plju¢nica (CDC,
2000). Najpogostejsi prenasalci mikroba na ljudi so papige in golobi (Dov¢, 1998;
Sudler in sod., 2004).

Clovek se okuzi z vdihovanjem aerosolnih delcev posusenih izlo¢kov ptic ali pri
obdelavi okuzenega mesa (Kese, 2002). Do prenosa okuzbe lahko pride ob stiku ust s
kljunom ptic in pri rokovanju s perjem okuzenih ptic. Tudi kratka izpostavljenost lahko
vodi do simptomatske okuzbe. Zato se nekateri bolniki s psitakozo ne spominjajo in ne

porocajo, da so imeli stik s pticami (NASPHV, 2008).

Preden so bila na razpolago ustrezna antimikrobna zdravila, je bila smrtonost visoka
(vec kot 20%). Najvec¢ smrtnih primerov je bilo pri ljudeh starejsih od 50 let (Schachter,
1990). Sedaj je zdravljenje psitakoze s tetraciklini (z ustreznimi zdravili) uspesno in

bolezen je redkeje zivljenjsko ogrozujoca (Schachter, 1990; CDC, 2000).

CDC je leta 2007 objavil porocilo prijavljenih psitakoz (Summary of Notifiable
Disease) za leto 2005, ko so v Ameriki zabelezili 16 primerov psitakoze. Od 1990 do
2005 je bilo prijavljenih 791 primerov okuzb (Preglednica 1). Glede na prejSnja leta
Stevilo primerov vsako leto upada (CDC, 2007). Ker je diagnoza psitakoze lahko
tezavna, predstavljajo prijavljeni primeri psitakoze podcenjeno Stevilo dejanskega

Stevila okuzb (CDC, 1997).
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Preglednica 1: Prijavljeni primeri psitakoze v Ameriki od 1995 do 2005 (CDC, 2007).
Reporled cases of nofifiable diseases — United States, 19901947

Disease 1990 15H 1992 1943 199 1995 1996 1997
Legtaspirosis T 58 54 51 13 t t 1
Lyrne dissasa t t 8495 8257 13,043 11,700 16,455 12,801
Lymphageaniima vananum 27 47 a2 265 215 t t 1
IAalasia 1,262 1.278 1.087 141 1,229 1,419 1,200 2,001
Ideaglon 27,786 0,643 2237 a2 963 3049 508 1328
Ideningoceosal disease, invashe 2451 2130 2134 2637 2885 3,243 3437 3,308
IAunps 5,282 4,264 2572 1692 1,587 06 5 63
Idurin typhus fever 50 4 28 25 t t t t
Pertussis 4570 2718 4,083 6,586 4517 5137 TG 656
Plague 2 11 13 10 17 ] 5 q
il j o] 10 § 4 8 7 7 ]
Psittazosis 112 44 a2 20 A0 fid 42 33
Reported cases of nolifiable diseases — United Slates, 1996-2005
[Wsensa 1954 1949 2000 2001 2002 2003 pai] 205
Hamohylic uremic syndrome, posidianheal 119 181 249 an2 216 178 200 FEy|
Hepatibs, viral acule™
A 203 17,047 13,347 10,604 8,745 7653 5,683 4,480
B 10,258 7,684 B.03G 7843 7,996 7,520 6,212 51198
[H 3518 3 1187 3,976 1,835 1,102 T20 (52
Infuuenza-associated pachatnic mortality o " " o " o o 45
Laginnelloes 1,355 1,108 1,127 1,168 1,321 2232 2,093 230
Listeniceis " 823 785 613 2] E96 753 4G
Lyrne dismase 16.801 16,273 17,730 17,024 23,763 21,273 18,804 23,905
Malaria 161 1,666 1,560 1,504 1,430 1,402 1458 1,494
Measles 100 108} B 118 44 56 frd &
Maningecoceal disease, invasivattt
all senogroups 2725 250 2256 233 1,814 1,756 1,381 1,245
serogroup A, Y, & W-135 - — — — - — 207
sarogroug B — —_ — — — — — 156
other senogroup — = — = — — 27
serogroup unknown - — — — — — — TS5
s (i) 387 333 266 21 21 258 14
Pestussis TA05 7288 7867 7,580 4.7 11,647 25827 25,618
Plague 49 9 & 2 2 1 3 B
|Failieeas 47 5 LE = i 12 1 i |
#+ =t = bolezen, ki je ni bilo potrebno prijaviti, —=ni podatkov, ***=testza dolo¢anje hepatitis C protiteles postane dostopen 1990.

Najpogosteje se okuzba s C. psittaci pricne z vdihovanjem infektivnih delcev, ki

vstopajo v pljuca. Inkubacijska doba traja od enega do treh tednov (Kayser in sod.,

2005). Bolezen lahko poteka brez bolezenskih znakov ali kot sistemska oblika s hudo

pljucnico. Simptomatska okuzba se zacne z nenadnim izbruhom vrocine, mrzlico,

glavobolom, slabostjo in bolecinami v miSicah. Ponavadi se razvije neproduktiven

kasSelj, ki ga spremlja tezko dihanje in dihalna stiska v prsnem koSu. V¢asih pride do

pulzno-temperaturne disociacije (vrocina brez povecanega pulza), poveCane vranice in

pojava izpusc¢ajev (NASPHV, 2008) Okuzba s C. psittaci lahko prizadene tudi druge

organske sisteme in poteka kot miokarditis, perikarditis ali kot endokarditis (Falces

Salvador in sod., 1999; NASPHV, 2008).
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2.8 DIAGNOSTIKA

Za dokazovanje klamidioze ne obstaja enostavna diagnostika. C. psittaci pri ljudeh in
pticah Se vedno predstavlja izziv za laboratorijsko diagnostiko (Geens in sod., 2005b).
Zaradi moznega prenosa C. psittaci na ljudi je pomembna hitra diagnostika pri
okuzenih pticah. Pravilna diagnoza klamidioze pri pticah pomaga preprecevati

izpostavljanje in okuzbe pri ljudeh (Elder in Brown, 1999).

2.8.1 Odvzem vzorca

Celoten postopek z obolelimi ali mrtvimi pticami, kot tudi odvzem vzorca za
dokazovanje povzrocitelja, mora biti previdno izveden, da ne bi prislo do okuZzbe osebja
(Vlahovi¢ in sod., 2002). Pri obdukciji ptice se za diagnostiko najpogosteje odvzame
tkivo zra¢nih vre€, vranice, osr¢nika, srca, jeter ali ledvic (Andersen in Vanrompay,
2003). Pri zivih pticah najpogosteje odvzamemo brise kloake, brise zZrela in brise
fecesa, ki jih shranimo v transportnem gojiS€u pri temperaturi 4 °C in poslani v
laboratorij na ledu, vendar ne smejo biti zamrznjeni (Andersen, 1996; Andersen in
Vanrompay, 2003; CDC, 1997). Vzorci morajo biti odvzeti asepticno (Andersen in
Vanrompay, 2003).

Dolzina Casa po izpostavljanju vpliva na izbiro primerne kuznine. Ptice, pri katerih
vzor¢imo zgodaj po okuzbi, imajo najverjetneje klamidije samo v Zrelnem vzorcu.
Vecina ptic ima kasneje po okuzbi klamidije prisotne tudi v fekalnih in kloakalnih
vzorcih. Respiratorni sistem je zadnji sistem, ki se ocisti okuzbe, kar se sklada s tem, da
je aerosolna pot pomemben dejavnik v prenosu klamidij med pticami ter med pticami in

ljudmi (Andersen, 1996).
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2. 8.2 Izolacija

Klamidije so obvezne znotrajcelicne bakterije, zato jih izoliramo v celicnih kulturah,
rumenjakovi vre¢i pis€ancjih embrijev ali v laboratorijskih zivalih (misSi) (Andersen in

Vanrompay, 2003).

Celicne kulture so nadomestile uporabo laboratorijskih Zivali. Njihova uporaba v
diagnostiki je postala “zlati standard” za izolacijo klamidij (Kelata in Taday, 2003).
Primerne celi¢ne linije so McCoy celice, mi§ji fibroblasti L-929, HeLa celice in Buffalo
Green Monkey (BGM) celice (Huhn, 1991, cit. po Kelata in Taday, 2003).

V celicah se po inokulaciji kuznine razvijejo vkljucki, ki jih obarvamo z razli¢nimi
barvili (Giemsa, Gimenez) (Vanrompay in sod., 1995). Klamidijske vkljucke
dokazujemo tudi z imunofluorescenénim barvanjem z uporabo monoklonskih

protiteles (Andersen in Vanrompay, 2003).

Klamidije se v feces izlo¢ajo v Casovnih presledkih, zato negativen rezultat ene
kultivacije Se ni zanesljiv dokaz, da ptica ni okuzena s klamidijo. Prav tako lahko
dobimo lazno negativne rezultate po neucinkovitem zdravljenju. UspeSnost gojenja
klamidij v kulturah je odvisna od vrste in starosti gostiteljskih celic, ki jih uporabljamo,
koli¢ine in viabilnosti klamidij v kuznini ter strokovne usposobljenosti laboratorija
(Vanrompay in sod., 1995). Izolacija C. psittaci v celi¢ni kulturi je zahtevna metoda z
nizko obcutljivostjo in predstavlja veliko nevarnost okuzbe laboratorijskega osebja, saj
je bakterija zelo virulentna (Geens in sod., 2005b). Zato so potrebni za izvedbo te

metode posebni zascitni ukrepi in usposabljeno osebje (CDC, 1997).

2. 8.3 Serologija

Za dokazovanje okuzbe s klamidijo pri pticah se pogosto uporablja serolosko testiranje

(Kaleta in Taday, 2003). Velik problem pri seroloskem testiranju je interpretacija
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rezultatov. Pozitiven seroloski test je dokaz, da je ptica bila okuzena s C. psittaci v
preteklosti, vendar ne dokazuje, da ima ptica trenutno akutno okuzbo. Do laznih
negativnih rezultatov lahko pride pri pticah pri katerih so bili vzorci odvzeti pred
imunskim odzivom, prav tako zdravljenje z antibiotiki lahko zmanj$a protitelesni odziv
(CDC, 1997). Za dokazovanje akutne okuzbe je potreben Stirikraten porast titra

protiteles v parnih serumih (Andersen in Vanrompay, 2003).

Za diagnostiko klamidijskih okuzb se uporabljajo razli¢ni seroloski testi. Z reakcijo
vezave komplementa (RVK) ne razlikujemo okuzbe s posamezno vrsto. RVK ima
manjso obcutljivost (Bas in sod., 2001). Test mikroimunofluorescence (MIF) ima vecjo
obcutljivost in specificnost kot RVK (Wong in sod., 1994). MIF naj bi bila vrstno
specificna metoda, vendar poroc¢ajo o navzkrizni reaktivnosti med klamidijskimi
vrstami (Wong in sod., 1999). Mnogo klamidijskih okuZzb je lahko kroni¢nih ali
dolgotrajnih. Problem pri interpretaciji seroloskega testa predstavljajo protitelesa, ki
perzistirajo v serumu daljSe obdobje v vi§jem titru. V tem primeru pa tezko razlikujemo
med preteklo in akutno okuzbo. Po navideznem ozdravljenju ptice obdrzijo zmerno do
visoko vrednost RVK titrov protiteles (1/128 do 1/256) od nekaj tednov do mesecev.
Zato je dokazovanje protiteles bolj primerno za epidemioloske Studije pticje klamidioze

kot za diagnozo akutne okuzbe (Vanrompay in sod., 1995).

2. 8. 4 Detekcija klamidijskih antigenov

Testi za dokazovanje klamidijskega antigena imajo v primerjavi z izolacijsko metodo
Stevilne prednosti. Z njimi dokazujemo zive in nezive klamidije kot tudi topne antigene
v izlo¢kih. Trenutno so na voljo direktna imunofluorescenca (DIF), encimsko-imunska
metoda — ELISA (angl. enzyme — linked immunosorbent assay) in imunokromatografija
— IC (angl. immunochromatography) za hitro diagnostiko klamidijskega antigena

(Andersen in Vanrompay, 2003).



Verbanci¢ M. Molekularno dokazovanje klamidioze. 33
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddelénega Studija mikrobiologije, 2008

Prednosti testa ELISA so v vi§ji obcutljivosti in moznost avtomatizacije (Kaleta in
Taday, 2003). Nekateri testi ELISA so lahko lazno pozitivni zaradi navzkrizne reakcije
z drugimi bakterijami (CDC, 1997).

Metode za dokazovanje antigena so relativno cenejSe, enostavne za izvedbo, ne
potrebujejo posebnih pogojev transporta vzorcev, hkrati pa so mnogo hitrejSe v

primerjavi s kultivacijo klamidij (Andersen in Vanrompay, 2003).

2. 8.5 Molekularno dokazovanje nukleinske kisline C. psittaci

Z molekularnimi metodami dokazujemo navzocnost nukleinskih kislin bakterij v
kuznini (Madigan in sod., 2003). Zato je prvi korak osamitev DNA ali RNA iz vzorca.
Temu sledi dokazovanje DNA, za kar se uporablja veC¢ metod, to so metoda
dolocevanja nukleotidnega zaporedja, hibridizacijske metode in metode pomnozevanja
delcev nukleinskih kislin (Koren in sod., 2002). Molekularne tehnike nam omogocajo
natancen vpogled v strukturo genoma organizmov in so zato pogosto bolj informativne

kot pa tehnike, ki se opirajo na fenotipske lastnosti (Dov¢ in Dov¢, 1999).

Specifi¢no pomnozevaje genomskih odsekov C. psittaci je primerno orodje za potrditev

prisotnosti patogena v kuznini (Dov¢ in Dov¢, 1999).

2. 8. 5.1 Verizna reakcija pomnozevanja s polimerazo — PCR (angl. polymerase chain

reaction)

PCR omogoca pomnoZevanje to¢no dolo¢enega odseka nukleinske kisline in vitro.
Tako lahko zelo hitro namnozimo Zelene odseke DNA v tako velikem Stevilu, da jih

lahko direktno uporabljamo v analitske namene (Dov¢, 1998).
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PCR reakcija je sestavljena iz treh korakov (Slika 8).
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Slika 8: Princip verizne reakcije pomnozevanja s polimerazo — PCR (Principle of the...,
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Korak 1:
Denaturacija

1 minutana 94 °C

Korak 2:
Prileganje

45 sekund na
54°C

Korak 3:
Podaljsevanje

2 minuti na
72°C

({Andy Viersracea 1999

1999).

Za uspesSno pomnozevanje pa je nujno potrebno poznavanje vsaj dela genoma, kar nam
omogoca pravilno izbiro zacetnega oligonukleotida, ki je komplementaren mejnemu

delu genoma, ki ga zelimo pomnoziti (Koren in sod., 2002).

Od 1990 so razvili Stevilne tehnike PCR za dokazovanje in identifikacijo DNA C.
psittaci. Vecina od njih uporablja kot tar¢o gen ompA (Ménard in sod., 2006;
Kaltenboeck in sod., 1991). Nedavno so Laroucau in sodelavci predlagali uporabo para
zacetnih oligonukleotidov (CpsiA/CpsiB), katerih tar¢a je ohranjena druzina genov pmp
bakterije C. abortus. Ceprav njihova funkcija $e ni znana, predpostavljajo, da se

proteini Pmp nahajajo na zunanji membrani ET. Laroucau in sodelavci so potrdili, da je
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PCR za gene pmp visoko obcutljiv in specificen za dokaz klamidioze. S tem parom
zacetnih oligonukleotidov so dokazali vse znane serotipe/genotipe (razen genotipa E/B,
ki ni bil vkljucen v raziskavo). Ker so bili zacetni ologonukleotidi CpsiA/CpsiB
specificni za C. abortus, je vprasanje navzkrizne reaktivnosti z DNA C. psittaci
(Laroucau in sod., 2007). Ceprav ni bilo velikokrat opisano, se C. abortus lahko pojavi
tudi pri pticah (Sting in sod., 2006).

Prednosti PCR pred drugimi metodami so preprosta izvedba, hitrost in moZznost
standardizacija testa (Laroucau in sod., 2007). PCR je visoko obcutljiva in specifi¢na
metoda za dokazovanje taréne DNA in je odvisna od koli¢ine organizma v vzorcu
(Messmer in sod., 1997). Omogoca enostaven in neinvaziven odvzem vzorcev. Ker niso
potrebne zive klamidije, je transport in shranjevanje enostavno (Andersen in

Vanrompay, 2003).

Glavna pomankljivost PCR metode pa je moznost navzkrizne kontaminacije, za kar
potrebujemo sterilne pogoje dela in natan¢no delo. Do negativnih rezultatov lahko pride
zaradi mutacij v nukleinski kislini genov, ki jih uporabljamo kot markerje za detekcijo

(Andersen in Vanrompay, 2003).

2.8.5.1.1 “Nested” PCR

“Nested” PCR je PCR metoda, kjer uporabljamo dva seta zacetnih oligonukleotidov
(Slika 9). Najprej se izvede standardna PCR reakcija z uporabo zunanjih zacetnih
oligonukleotidov. Nato sledi druga PCR reakcija, kjer se uporabijo notranji (ugnezdeni,
angl. nested) zacetni oligonukleotidi pri pomnoZevanju pridelkov prve PCR reakcije
(Nested PCR..., 2006). S pomnozevanjem pridelka prve reakcije, “nested” PCR, se
poveca obcutljivost PCR metode. Tudi specifi¢nost metode naraste, ker se notranji
zacetni oligonukleotidi pomnoZujejo samo, ¢e je pridelek prve reakcije specifiCen

produkt (Detection of HHV - 6..., 2005).
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Slika 9: Potek “nested” PCR reakcije. V prvi PCR reakciji se uporabijo zacetni oligonukleotidi,

ki

pomnozujejo zunaj tarénega zaporedja. Sledi druga PCR reakcija, kjer drugi par zacetnih

oligonukleotidov specifiéno pomnoZzuje znotraj tarénega zaporedja produktov prve PCR reakcije (Nested

PCR,...,.2005).

2.8.5.1.2  Multiplex PCR

Multiplex PCR se uporablja za so¢asno dokazovanje veC vrst organizmov v vzorcu.

Tong in sodelavci (1999) so uporabili multiplex PCR za socasno dokazovanje DNA

Mycoplasma pneumoniae, C. pneumoniae in C. psittaci v kuznini bolnika. Ugotovili so,

da ima multiplex PCR metoda nizjo obcutljivost v primerjavi s PCR metodo, kjer

uporabljajo posamezni zacetni oligonukleotidi (Tong in sod., 1999).

S€
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2.8.5.1.3 Touchdown PCR

Touchdown PCR je Se ena razliCica klasicnega PCR. Madico in sodelavci (2000) so
razvili obcutljivo in specificno Touchdown Enzyme Time Release (TETR) metodo
PCR za identifikacijo vseh klamidij, ki povzro€ajo bolezni pri c¢loveku. Metoda
vkljucuje aktivacijo DNA polimeraze pri 95 °C. S tem so posnemali "hot start” za
preprecevanje DNA sinteze pred termalnim ciklom. S postopnim znizevanjem
temperature so povecali specificnost vezave zacetnih oligonukleotidov. Postopna
aktivacija encima DNA polimeraze med termalnim ciklom pa je omogocila 60 ciklov
za izboljSanje analiticne obcutljivosti. Ugotovili so, da je obcutljivost metode boljsa v
primerjavi s klasicno metodo PCR in razlicico PCR-ELISA (angl. polymerase chain

reaction-enzyme immunoassay) ter enaka kot pri “nested” PCR (Madico in sod., 2000).
2.8.5.1.4 PCR v realnem ¢asu

PCR v realnem casu ponuja prednost pred tradicionalnimi metodami in klasi¢nim PCR
s svojo hitrostjo, enostavnostjo, avtomatizacijo, zmanjSanim tveganjem kontaminacije
in moznostjo kvantifikacije nukleinske kisline (Yang in sod., 2006). Pri PCR v realnem
¢asu poteka pomnozevanje specificnega odseka nukleinske kisline so¢asno z detekcijo
nastalega produkta. Tako omogoca specificno in obcutljivo kvantifikacijo DNA z

minimalnim tveganjem kontaminacije (Geens in sod., 2005b).

Geens in sodelavci (2005b) so dokazali uporabnost vrstno-specificnega in genotipsko-
specificnega PCR v realnem cCasu za ugotavljanje DNA C. psittaci v vzorcu. Vse
genotipe, razen genotipa E, ki ima enak restrikcijski vzorec kot genotip E/B, so dolocili
z uporabo ompA RFLP analizo ali s sekveniranjem gena ompA. Genotipsko-specificen
PCR v realnem casu bi se lahko uporabljal za epidemioloske raziskave (Geens in sod.
2005b). Heddema in sodelavci so opisali obcutljiv, specifi¢en in hiter PCR v realnem

Casu za dokazovanje DNA C. psittaci v c¢loveskih vzorcih. Vendar zacetni
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oligonukleotidi in sonde zaradi sekvencne homologije gena OmpA niso razlikovale med

vrstami iz rodu Chlamydophila (Heddema in sod., 2006c¢).

2.8.5.2 DNA mikro€ipi

Tehnologija DNA mikroCipov se v diagnostiki bakterijskih in virusnih patogenov Sele
razvija (Borel in sod., 2007). Omogoca nam soc€asno pregledovanje DNA vzorcev z
velikim $tevilom sond, ki izhajajo iz polimorfnih genskih segmentov in/ali razli¢nih
genskih regij (Kempf in sod., 2006). Sachse in sodelavci so v svoji Studiji pokazali
uporabo mikromrez za direktno dokazovanje vrst iz rodu Chalmydia in Chlamydophila
spp. v klini¢nih vzorcih. Test vklju¢uje PCR pomnozevanje tar¢nega zaporedja na 23S
rDNA s soasno biotinilacijo in hibridizacijo v ArrayTube (AT) sistemu (Sachse in
sod., 2006). Z DNA mikromrezo lahko dokaZzemo eno samo tracno kopijo PCR
pomnozevanja (Ehricht in sod., 2006; Sachse in sod., 2006). Obcutljivost ArrayTube™
DNA mikromrez je primerljiva s PCR v realnem casu, klasicnim PCR ali
imunohistokemijo (Kempf in sod., 2006; Borel in sod., 2007). Mikromreze so uporabne

tudi za rutinsko diagnostiko (Borel in sod. 2007).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 ZBIRANIE IN SHRANJEVANJE KUZNINE

Z Instituta za zdravstveno varstvo perutnine (doc. dr. Alenka Dov¢, dr. vet. med.),
Veterinarske fakultete Ljubljana, smo pridobili kloakalne brise 86 prostozivecih
mestnih golobov iz Ljubljane. Brise smo do testiranja hranili v transportnem gojis¢u

2SP pri 70 °C.

3.2 1ZOLACIJA BAKTERIJSKE DNA

Postopek izolacije bakterijske DNA smo izvajali v sterilni za$€itni komori LFV 91T
(Iskra PIO, d. o. o., Slovenija) pod sterilnimi pogoji. Pri delu smo uporabljali rokavice
in asepticno tehniko dela. Tako smo preprecili moznost kontaminacije vzorcev med

postopkom izolacije bakerijske DNA in moznost okuzbe med delom.

Kuznine smo predhodno odtajali pri sobni temperaturi. Izolacijo DNA smo izvedli s
kompletom reagentov QIAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN GmbH, Nem¢ija). Osamitev
smo izvedli po navodilih proizvajalca, s spremembo v prvem koraku izolacije.
Oprema in reagenti:

e termostresalnik mikrotubic Thermo Shaker TS-100, (56 °C) (BIOSAN, Latvija)

e termostresalnik mikrotubic, Thermomixer 5436 (70 °C) (Eppendorf, Nemcija)

e centrifuga Centrifuge 5403 (Eppendorf, Nemcija)

e avtomatske pipete (Eppendorf)

e sterilni nastavki za pipette (Eppendorf)

e stojalo za mikrotubice

e sterilne mikrotubice (1,5 ml)

e mikrokolone (QIAamp Spin Column, prilozene kitu) z 2 ml zbiralnimi

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

e puffer AWI (angl. Wash Buffer 1)

e puffer AW2 (angl. Wash Buffer 2)

e puffer AE (angl. Elution Buffer)

e proteinaza K

e ctanol (96-100%)

V 1,5 ml mikrotubico smo prenesli 200 pl kuznine (bris kloake). Nato smo vsebino
centrifugirali 20 minut pri 15000 obratih/minuto. Po kon¢anem centrifugiranju smo
zavrgli 100 ul supernatanta, dodali 180 pl pufra ATL in usedlino resuspendirali.

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

inkubirali pri 56 °C na stresalniku ¢ez noc.

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

smo mikrotubico centrifugirali 1-2 sekundi.

MesSanici smo dodali 200 ul 90-100% etanola in vsebino premesali na vorteksu 5
sekund. Nato kratko centrifugirali, da smo odstranili kapljice z notranjih sten

mikrotubice.

Lizat smo previdno prenesli v mikrokolono (QIAamp Spin Column), vlozeno v 2 ml
zbiralno tubico. Nato smo 1 minuto centrifugirali pri 8000 obratih/minuto. Izpirek
(eluat) in zbiralno tubico smo zavrgli, mikrokolono z vezano DNA pa prenesli v novo

zbiralno epruveto.
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V tubico smo dodali 500 pl pufra AW1. Ponovno smo centrifugirali 1 minuto pri 8000
obratih/minuto. Izpirek in zbiralno tubico smo zavrgli in mikrokolono prestavili v novo

zbiralno tubico.

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 DNA C. psittaci smo eluirali iz membrane kolone z 2 minutnim
centrifugiranjem pri 8000 obratih/minuto. Mikrokolono smo nato zavrgli. Izolirano

DNA smo do nadaljne obdelave hranili pri —20 °C (Tissue Protocol..., 2003).

3.3 VERIZNA REAKCIJA S POLIMERAZO

3.3.1 Sestava reakcijske meSanice in pogoji PCR

Za pomnozevaje izolirane DNA C. psittaci z metodo “nested” PCR smo uporabili
komplet reagentov nemskega proizvajalca Genkam Biotechnology AG. V prvem
koraku PCR reakcije reagenti omogocajo pomnozevanje DNA Chlamydia spp., v
drugem koraku PCR reakcije pa reagenti pomnozujejo DNA C. psittaci. Za pravilno

izvedbo metode smo sledili navodilom proizvajalca.

Posamezne faze reakcije PCR smo izvajali v loc¢enih prostorih, tako smo zmanjsali
moznost kontaminacije vzorcev in prostora. Pripravo reakcijske meSanice smo izvajali

v zas¢itni komori (Iskra PIO LFV 91T) pod sterilnimi pogoji.
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Oprema in reagenti:

e mikrotubice (0,2 ml)

reagent A

e reagent B

e reagent H

e pozitivna kontrola (reagent D1)

e negativna kontrola (reagent D2)

e oznacevalec molekulske mase (tubica E)

e barvilo (tubica F)

e termi¢ni pomnozevalnik Perkin Elmer PCR 9600 (PE Applied Biosistems,
ZDA)

e Herolab UV komora

e pipete (Eppendorf)

e sterilni nastavki za pipete (Eppendorf)

Do uporabe morajo biti vsi reagenti shranjeni v zamrzovalniku pri —20 °C.

Reakcijska mesanica za prvi korak PCR reakcije (Slika 10) je vsebovala reagenta A in
B, ki smo jima dodali e izolirano DNA. V prvem koraku reakcije PCR pomnoZzujemo
rodovno specifi¢en odsek klamidijske DNA. Pozitivno kontrolo smo pripravili tako, da
smo namesto izolirane DNA dodali reagent D1. Pri negativni kontroli smo namesto

izolirane DNA dodali reagent D2. Skupni volumen reakcijske meSanice je bil 21 pl.

3l DNA Jpl D1 Jul D2
10u B 104 B 10 B
gl A gyl A gul A
nas vzorec pozitiviha kontrola negativna kontrola

Slika 10: Reakcijska meSanica prvega koraka verizne reakcije s polimerazo — PCR reakcije (Genekam
Biotechnology, AG).
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Pomnozevanje 420 baznih parov dolgega zaporedja DNA smo izvedli v termi¢nem
pomnozevalniku PE 9600 s 50-kratno ponovitvijo temperaturnega ciklusa PCR,

sestavljenega iz treh zaporednih inkubacij.

1. 1 sekunda pri 97 °C
2. 1 sekunda pri 97 °C
60 sekund pri 50 °C 50 ponovitev
60 sekund pri 72 °C
3. 60 sekund pri 72 °C
Po kon¢anem pomnozevanju pridelke prvega koraka reakcije PCR nismo dokazovali z
elektroforezo. Ohladili smo jih na 4 °C in jih uporabili v naslednjem koraku reakcije

PCR.

V drugem koraku reakcije PCR pa pomnozujemo z oligonukleotidnimi zacetniki, ki so
speciféni za DNA C. psittaci. Reakcijska meSanica je vsebovala reagenta H in B,
katerima smo dodali pridelek iz prvega koraka PCR reakcije (Slika 11). Pozitivno
kontrolo smo pripravlili tako, da smo dodali pridelek pozitivne kontrole iz prvega
koraka reakcije PCR. Pri negativni kontroli pa smo dodali pridelek negativne kontrole

iz prvga koraka reakcije. Skupni volumen reakcijske meSanice je bil 20 pl.

11l PCR produkta PCR produlct PCR produla
prve reakcije prve reakrije prve reakrije
5B 5ulB S5ulB
14 plH 14 plH 14 plH

nas vzorec pozitivna kontrola negativna kontrola

Slika 11: Reakcijska meSanica drugega koraka verizne reakcije s polimerazo — PCR reakcije (Genekam
Biotechnology, AG).
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Pomnozevanje 389-404 baznih parov dolgega zaporedja smo izvedli s 30-kratno
ponovitvijo temperaturnega ciklusa PCR, sestavljenega iz treh zaporednih inkubacij.

1. 1 sekunda pri 97 °C

2. 1 sekunda pri 97 °C

60 sekund pri 50 °C

60 sekund pri 72 °C

3. 60 sekund pri 72 °C

30 ponovitev

Po kon¢anem pomnozevanju smo pridelke drugega koraka reakcije PCR dokazovali z
elektroforezo. Dobljene PCR pridelke smo do nadaljne obdelave shranili pri 4 °C
(Genekam Biotechnology AG, 2007).

3.4 DOKAZOVANIJE PRIDELKOV PCR REAKCIJE

3.4.1 Priprava agaroznega gela in elektroforeza

Pridelke PCR smo locevali z vodoravno elektroforezo (HE33 mini horizontal
submarine unit Hoefer™, Nemcija) v 2% agaroznem gelu. Uporabili smo agarozo v
prahu Nusieve 3 : 1 (FMC Bio Products, ZDA) , ki smo jo raztopili v 1x TAE (0’04 M
Tris-HCI1, 0°02 M NaCl, 2 mM EDTA, 0’02 M Na-acetat pH 8°3). Pripravljeno
raztopino smo v mikrovalovni pecici segreli do vrelisca in pustili vreti nekaj sekund.
Preverili smo, ali se je agaroza v celoti raztopila, in nato pod tekoco vodo ohladili do
priblizno 40 °C. Nato smo dodali 4,5 pl etidijevega bromida (Sigma, ZDA, 10 mg/ml)

in gel nalili v kadic¢ko z glavnikom.

3.4.2 Priprava vzorcev in nanos na gel

V vdolbinice gela smo nanesli meSanico 10 pl pridelka PCR, ki smo mu dodali Se 2 pl
barvila iz tubice F (prilozen kompletu reagentov za PCR). Nanesli smo tudi pozitivno

kontrolo.
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V prvo in zadnjo vdolbinico smo nanesli 10 pl oznac¢evalca molekulske mase iz tubice

E, ki vsebuje odseke DNK v velikosti mnogokratnika 100 baznih parov.

3. 4.3 Pogoji elektroforeze in fotografiranje gela

Elektroforeza je potekala pri sobni temperaturi v elektricnem polju 100 Voltov 55
minut. Po koncani elektroforezi smo gel pregledovali v transluminatoriju LKB
MacroVue (Pharmacia, Svedska) z UV svetlobo valovne dolzine 302 nm in jih
fotografirali s polaroidno kamero Palaroid DS 34 (direct screen instant camera,
Polaroid, ZDA). Gel smo obdelali in slikali Se s pomoc¢jo racunalniskega sistema Gel

Doc 2000 (Biorad, Italija).

Velikost pridelkov reakcije PCR smo dolo€ili s primerjavo njihove lege prog glede na
proge DNA oznacevalca molekulske mase znane velikosti in glede na pozitivno

kontrolo.

3.5 POTRJEVANIJE POZITIVNIH REZULTATOV

Vzorce, pri katerih smo pri elektroforezi pridelkov PCR opazili proge v obmocju 389—
404 bp, smo potrjevali s ponovnim testiranjem z isto metodo. 1z vzorcev smo ponovno
izolirali celokupno DNA iz brisov kloake, ki smo jo nato ponovno pomnozevali v dveh
korakih z enako “nested” PCR reakcijo. Pridelke druge PCR reakcije smo dokazovali z
gelsko elektroforezo. Vzorci pri katerih smo dokazali pridelke PCR reakcije v velikosti

389404 baznih parov po ponovljenem testiranju, so bili obravnavani kot pozitivni.

3.6 CLEARVIEW

Na Veterinarski fakulteti so predhodno v istih vzorcih dokazovali C. psittaci s hitro
metodo CLEARVIEW (Chlamydia test, Unipath Limited, England). Pozitivne rezultate
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so potrjevali z direktno imunofluorescenco z uporabo monoklonskih protiteles
(Chlamydia direct [F (ID) BioMerieux, France). CLEARVIEW je hitri encimsko
imunski test za dokazovanje klamidijskega antigena. V tem testu izvlecek
klamidijskega antigena nanesemo na membrano v vzor¢nem okencu Clearview
plosc¢ice, kjer so vezana anti-klamidijska monoklonska protitelesa. Antigen z
oznacenimi monoklonskimi protitelesi tvori kompleks, katerega posledica je vidna
obarvana Crta (Arumainayagam in sod., 1990). Test ima nizko specificnost in nizko

obcutljivost (Yin in sod., 2006).
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4 REZULTATI

4.1 DOKAZOVANIE DNA BAKTERIJE C. psittaci

V prvem koraku PCR reakcije smo uporabili par zaCetnih oligonukleotidov, ki so
specifiéni za rod Chlamydia, pri ¢emer smo dobili fragment DNA v velikosti 420
baznih parov. Prvi pridelek smo nato uporabili v drugem koraku “nested” reakcije PCR,
kjer smo dobili pomnozen fragment DNA v velikosti 389-404 baznih parov. Velikost
pridelkov smo dolocali glede na velikost DNA oznacevalca molekulske mase in glede

na pozitivno kontrolo.

Po prvem testiranju smo dobili pri sedmih vzorcih jasno pozitivne rezultate, medtem ko
pri osmih vzorcih rezultat ni bil povsem jasen. Zato smo jih ponovno testirali
(Preglednica 2). Od 86 vzorcev kloakalnih brisov mestnih golobov smo dobili s
ponovnim PCR testiranjem jasno pozitivnih 7 vzorcev (oz. 7 za C. psittaci pozitivnih
PCR vzorcev), kar predstavlja 8,14 % pregledanih vzorcev.

Osem dvomljivo pozitivnih rezultatov po prvem testiranju je bilo negativnih po drugem
testiranju.

Preglednica 2: Stevilo pozitivnih vzorcev na Chlamydia psittaci po prvem in drugem testiranju z metodo

“nested” PCR.

Potrjevanje rezultatov s

PCR Prvo testiranje ponovnim testiranjem

Stevilo vzorcev 86 86

Stevilo pozitivnih vzorcev na

C. psitaci 7+ 8* 7

Stevilo negativnih vzorcev na

C .psitaci 71 79

* predstavlja nejasne rezultate
Primerjali smo rezultate metode PCR in metode CLEARVIEW. Z “nested” PCR smo
potrdili en jasno pozitiven rezultat dobljen z metodo CLEARVIEW, hkrati pa dokazali
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DNA C. psittaci $e v Sestih vzorcih (Preglednica 3). Metoda “nested” PCR je pokazala
vi§jo obcutljivost v primerjavi z metodo CLEARVIEW.

Preglednica 3: Delez pozitivnih rezultatov na Chlamydia psittaci z metodo CLEARVIEW in “nested”

PCR. En pozitiven vzorec (1*) so oznacili za sumljivega.

Metoda CLEARVIEW “Nested” PCR
Stevilo vzorcev 86 86
Stevilo pozitivnih vzorcev I1+1* 7
Stevilo negativnih vzorcev 84 79
Delez pozitivnih (%) 1,16 8,14

Slika 12 prikazuje pozitivne razultate z metodo “nested” PCR po gelski elektroforezi,
kjer so vidni pomnozeni fragmenti v ustrezni velikosti 398—404 baznih parov, ki
predstavljajo DNA C. psittaci. Fragmenti v velikosti 420 baznih parov pa predstavljajo
pridelek prvega koraka “nested” PCR, ki je specifi¢en za rod Chlamydia spp.

420 bp
500 bp
400 bp
300 bp
389404 2000
bp P
100 bp

Slika 12: Gelska elektroforeza pridelkov verizne reakcije s polimerazo (PCR) Chlamidia psittaci. M:
oznacevalec molekulske mase v velikosti mnogokratnika 100 baznih parov. Proge 1, 2 in 3 so pozitivni

vzorci; 4 predstavlja negativen vzorec; proga 5 je pozitivna kontrola; 6 je negativna kontrola.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Klamidioza pri pticah je zoonoza, ki jo povzroca bakterija C. psittaci (Dov¢, 1998).
Mikroorganizem je patogen ptic, ki se prenasa z inhalacijo okuzenega prahu, aerosolov
ali z neposrednim stikom (Travnicek in sod., 2002; NASPHV, 2008). OkuZene ptice

Sirijo C. psittaci skozi iztrebke in respiratorne izlo¢ke (Vanrompay in sod., 1995).

Klamidioza pri pticah je obicajno sistemska okuzba. Klini¢ni znaki se razlikujejo in so
odvisni od vrste in starosti ptice ter virulentnosti seva C. psittaci (Andersen in
Vanrompay, 2003). OkuZene ptice so lahko brez bolezenskih znakov, a so prenasalke
C. psittaci, ki lahko izlo¢ajo povzroditelja tudi ve¢ let (Peeling in Brunham, 1996;
Dov¢, 1998). Do povecanega Sirjenja in dovzetnosti ptic za okuzbo pride zaradi stresa,
kot je transportiranje, preveliko Stevilo ptic na enem mestu, stradanje ali valjenje jajc
(Peeling in Brunham, 1996). Najpogostejsi prenasalci C. psittaci na ljudi so papige in
golobi (Dov¢, 1998; Sudler in sod., 2004).

Pomemben vir okuzbe za ljudi so mestni golobi, ki Zivijo v tesnem stiku z ljudmi.
Klini¢na slika pri golobih je najveckrat neizrazita. Lahko se opazi nejesCost, apatija,
driska in serozen do serozno gnojen izcedek iz nosnic in o¢i (Dov¢ in sod., 2000).
Veliko stevilo prostozivecih golobov zivi v vsakem vecjem mestu po svetu (Haag -
Wackernagel in Moch, 2004). Pri golobih ni poznan cas inkubacije, a so okuZzbe s
klamidijami endemicne in se pogosto Sirijo s starSa na mlade golobe (Vlahovi¢ in sod.,
2002). Blato posameznih inficiranih golobov, zlasti med akutno fazo, vsebuje preko
10000 infekcioznih enot na gram iztrebka (Arnstein in Meyer, 1982 cit. po Dov¢ in
sod., 2000), golob pa v enem letu izloci 2,5 kg iztrebkov (Greguri¢ in sod., 1992 cit. po
Dov¢ in sod., 2000).
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Residbegovi¢ in sodelavci so 2005 izvedli epidemiolosko Studijo zdravstvenega statusa
prostoziveéih golobov v Sarajevu. Protitelesa za C. psittaci so odkrili pri 30,1 %
golobov (Residbegovi¢ in sod., 2006). Golobi so zelo razsirjeni tudi na podezelju in
mestnih podro¢jih Japonske. V tesen stik z ljudmi prihajajo v parkih, templjih,
svetisCih, javnih vrtovih in ZelezniSkih postajah. Tanaka in sodelavci so 2005 z
“nested” PCR pregledovali iztrebke mestnih golobov in porocali o 22,2 % pozitivnih
primerov. Heddema in sodelavci so porocali o prevalenci okuzb s C. psittaci pri
mestnih golobih v Amsterdamu. Ker prihaja do spros¢anja bakterije v presledkih in je
lahko aktivirana s stresnimi faktorji, kot je parjenje, so odvzeli vzorce v ¢asu nizkega
paritvenega obdobja (februar, marec) in v Casu visokega paritvenega obdobja (maj).
Ugotovili so, da 5 (februar, marec) do 10 (maj) % pregledanih mestnih golobov v

svojem fecesu sprosca C. psittaci (Heddema in sod., 2006a).

Mestni golobi zivijo v tesnem stiku z ljudmi in zivalmi. (Dov¢ in sod., 2004). Ljudje so
pogostoma izpostavljeni razlicnim domacim ali divjim pticam v vsakodnevnem
zivljenju zaradi poklica ali naklju¢nega stika. Divje ptice se zbirajo v blizini javnih
mest, tako kontaminirajo okolje z izlocki in aerosoli s C. psittaci (Chahota in sod.,
2006). Ljudje se najpogosteje okuzijo med c¢iSCenjem golobjih iztrebkov ali pri
odstranjevanju golobov iz zgradb. Veliko ljudi ima naklju¢ne stike z golobi, od
hranjenja v mestnih parkih do stika s pticami, ki gnezdijo na oknih (Haag -
Wackernagel in Moch, 2004). Jeseni 2002 je med prebivalci podrocja Blue Mountins v
Avstraliji prislo do izbruha psitakoze. S C. psittaci se je okuzila skupina starejsih
prebivalcev, ki so veCinom doma in zato bolj aktivni na svojih dvoris¢ih (vrtnarijo,
kosijo travo). S pomocjo epidemioloske Studije so poskusali dolociti faktorje tveganja.
Ugotovili so, da stik z zivimi ali mrtvimi divjimi pticami ter koSnja trave s kosilnico
brez lovilca trave pojasni 70 % primerov okuzb. Proizvajalci kosilnic navajajo, da
lovilci trave zmanjSujejo nastajanje prahu ter tako zmanjSujejo koli¢ino izloCenega

prahu v okolico (Telfer in sod., 2005).
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Pospisil in sodelavci (1988) so prav tako dokazali, da so golobi pomemben vir okuzbe
za ljudi. Osemnajst izmed dvaindvajset delavcev na katedrali St. Elisabeth v mestu
Kosice je zbolelo za akutno ornitozo. Vir okuzbe je bil prah posuseneg fecesa mestnih

golobov (Pospisil in sod., 1988 cit. v Travnicek in sod., 2002).

Zraven mozne okuzbe ljudi, predstavljajo golobi nevarnost tudi za prenos okuzbe na
(Heddema in sod., 2006a). Nemogoce je prepreciti stik pasemskih golobov s
prostozivecimi mestnimi golobi in vrabci, zato je toliko bolj pomemben stalen nadzor
ptic (Dov¢, 1998). Travnicek in sodelavci so s seroloskimi testi dokazovali protitelesa
IgG proti C. psittaci pri fazanih na kmetiji in pri divjih golobih. Dokazali so visoko
stopnjo okuzenosti pri golobih. Izstopali so golobi, ki so bili ulovljeni aprila 2000 (77,1
%) in 2001 (85,1 %), v primerjavi z junijem (41 % in 33,3 %). Visok delez so razlagali
z dejstvom, da golobi prezivljajo zimski Cas skriti na kmetijah, kjer je njihova
koncentracija in medsebojni stik zelo visok. Ptice so oslabljene zaradi nezadostnega
hranjenja v zimskem ¢asu, kar lahko povzroc¢i aktivacijo infektivnega procesa. Stik med
golobi in fazani na kmetiji je obicajno posreden, predvsem, ko golobi ali druge divje

ptice i8¢ejo hrano ter tako kontaminirajo hrano in okolje (Travnicek in sod., 2002).

Diagnoza klamidioze pri pticah je otezena zaradi pogosto odsotnih klini¢nih znakov
bolezni (Vlahovi¢ in sod., 2002). Izolacija C. psittaci je zahtevna za izvajanje, relativno
neobcutljiva ter predstavlja nevarnost za okuzbo (Geens in sod., 2005b). Ker je visoko
infektivna in se Siri z aerosoli, zahteva delo v laboratoriju tretje varnostne stopnje
(Ménard in sod., 2006). Najpogosteje se pri pticah izvaja seroloSko testiranje.
Interpretacija rezultatov je tezavna, saj ima veCina ptic navzoca protitelesa od
predhodnih okuzb, ki lahko vztrajajo tudi do nekaj mesecev. Zaradi obveznega
pregledovanja parnih serumov ima serologija manjsi klini¢ni pomen (Geens in sod.,

2005b).
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Zaradi teh pomankljivosti so razvili Stevilne metode PCR za dokazovanje okuzb s C.
psittaci (Ménard in sod., 2006). Njeni prednosti pred drugimi metodami sta hitra
izvedba in moznost standardizacije (Laroucau in sod., 2007). PCR so opisali kot visoko
obcutljivo metodo za dokaz DNA C. psittaci. Zazna lahko manj kot 10 klamidijskih ET
(Kaltenboeck in sod., 1991; Rasmussen in sod., 1992). Ker za dokazovanje nukleinske
kisline niso potrebne zive klamidije, je transport in shranjevanje kuznine enostavnejse

(Andersen in Vanrompay, 2003).

Kaltenboeck in sodelavci (1991) so razvili dvostopenjski, “nested” PCR za
dokazovanje C. psittaci. Van Loock in sodelavci (2005) so objavili razli¢ico “nested”
PCR-ELISA s 100% specifi¢nostjo. Chahota in sodelavci (2006) so opisali “nested”
PCR, ki lahko zazna 2 do 10 kopij DNA. Tong in sodelavci so uporabili multiplex PCR
za razlikovanje med Mycoplasma pneumoniae, C. pneumoniae in C. psittaci, tremi
povzrocitelji atipi¢ne pljucnice. Ugotovili so, da ima multiplex PCR nizjo obcutljivost v
primerjavi s PCR, kjer se uporabjajo posamezni zacetni oligonukleotidi (Tong in sod.,
1999). Messmer in sodelavci so pri izbruhu psitakoze uporabili kombinacijo nested-
multiplex PCR. V prvem koraku PCR reakcije so pomnozevali za rod specificen odsek
DNA, v drugem PCR pa so razlo¢evali DNA C. pneumoniae, C. psittaci in C.
trachomatis (Messmer in sod., 1997). PCR v realnem ¢asu se uporablja za identifikacijo
in/ali kvantifikacijo Chlamydia spp. Ta metoda je zelo obcutljiva in hitra. Ker se vsi
koraki izvajajo v eni mikrotubici je manjSa moznost za kontaminacijo s PCR pridelki
(Ménard in sod., 2006).

Metoda DNA mikro¢ipov se v diagnostiki bakterijskih in virusnih patogenov Sele
razvija (Borel in sod. 2007). Sachse in sodelavci so prikazali uporabnost DNA
mikromrez za direktno dokazovanje vrst iz rodu Chalmydia in Chlamydophila spp. v
klini¢nih vzorcih (Sachse in sod., 2006).

V nasi diplomski nalogi smo uvedli molekularno dokazovanje klamidioze z “nested”

PCR pri mestnih golobih. 1z Veterinarske fakultete Ljubljana smo pridobili 86 brisov
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kloake mestnih golobov. Celokupno DNA smo izolirali po protokolu za izolacijo DNA
iz tkiv s kompletom reagentov QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN GmbH, Nemcija). Z
“nested” PCR smo v prvem koraku reakcije PCR pomnozevali rodovno specificen
odsek klamidijske DNA. V drugem koraku reakcije PCR pa smo pomnozevali odsek
DNA z vrstno specifi¢nimi zacetnimi oligonukleotidi, v velikosti 389—404 bp, ki smo
ga dokazali s pomocjo gelske elektroforeze.

C. psittaci povzoc¢a med drugim okuzbo gastrointestinalne poti. V nasi diplomski nalogi
smo kuznino pridobili z odvzemom brisa kloake mestnih golobov, ki smo jih
pregledovali z molekularno metodo “nested” PCR.

Vzorci, ki so bili pozitivni po prvem testiranju z “nested” PCR, smo Se enkrat preverili
z isto metodo pri drugem testiranju z “nested” PCR. Pri osmih vzorcih, kjer smo po
prvem testiranju dobili nejasen rezultat, smo s ponovnim testiranjem dakazali negativen
rezultat. Vzorci, ki so bili po prvem testiranju z “nested” PCR “mo¢no” pozitivni (so
imeli mo¢no progo na gelu), so bili pozitivni tudi po drugem testiranju. Zal potrditve
pozitivnih rezultatov z referencno metodo osamitve balkterije v celi¢ni kulturi ni bilo
mozno izvesti, saj vemo, da lahko izolacijo in kultivacijo C. psittaci izvedemo le v
laboratoriju tretje varnostne stopnje.

Ko smo primerjali metodo CLEARVIEW z “nested” PCR, smo ugotovili vi§jo
obcutljivost molekularne metode. S tem smo potrdili nizko obcutljivost in specifi¢nost

metode CLEARVIEW.

Od 86 vzorcev kloakalnih brisov mestnih golobov smo po konc¢ani gelski elektroforezi
drugega testiranja dobili 7 pozitivnih vzorcev, kar predstavlja 8,14 % pregledanih
pozitivnih vzorcev. Prekuzenost mestnih golobov je vecja v primerjavi z okrasnimi
golobi. Kramljak (2006) ni v svoji diplomski nalogi pri nobenem izmed 50 vzorcev
okrasnih golobov z metodo “nested” PCR dokazala DNA C. psittaci, kar je razumljivo,

saj je danes reja pasemskih golobov pod veterinarskim nadzorom.
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Leta 2004 je bila objavljena raziskava o zdravstvenem statusu prostozivecih golobov v
Ljubljani. S seroloskim testom so ugotovili prekuzenost s C. psittaci pri 23,7 % mestnih
golobov (Dov¢ in sod., 2004). V primerjavi s prejSnjimi raziskavami, kjer so rezultati
kazali na veliko visje odstotke seroprevalence [(66,7 % (Dov¢, 1998), 22,5 % (Dov¢ in
sod., 2000) in 23,7 % (Dov¢, 2004)], kaZejo rezultati nase naloge (8,14 %) na ugodne;jsi
epidemioloski polozaj v primerjavi s prejSnjimi leti.

Prisotna je velika razlika v odstotkih seroprevelence in neposrednem dokazu DNA.
Interpretacija rezulatatov predstavlja veliko pomankljivost seroloskih testov. Pozitiven
seroloski test je dokaz, da je bila ptica okuzena s C. psittaci v preteklosti, vendar ne
dokazuje, da ima ptica trenutno akutno bolezen, ali je klicenosec. Medtem ko dokaz

nukleinske kisline kaze na direktno prisotnost bakterije v kuznini.

V nasi Studiji smo pri¢akovali najmanj 5 % prekuzenost mestnih golobov, saj Stevilne
raziskave potrjujejo prisotnost C. psittaci pri mestnih golobih (Tanaka in sod., 2005;
Residbegovi¢ in sod., 2006; Heddema in sod., 2006a; Gonzalez - Acufia in sod., 2007).
Uspesno smo izolirali bakterijsko DNA in potrdili uporabnost “nested” PCR metode pri

dokazovanju C. psittaci iz koloakalnih brisov mestnih golobov.

Populacija prostozivecih golobov je izrazito narasla v velikih mestih povsod po svetu.
Preveliko stevilo golobov v ¢loveskem okolju predstavlja resen zdravstven, sanitaren,
ekonomski in ekoloski problem (Residbegovi¢ in sod., 2006). Klamidioza je zoonoza,
tako zaradi zdravstvenih kot ekonomskih razlogov je pomembno takojSnje in pravilno
odkrivanje vira okuzbe (Trevejo in sod., 1999). Molekularne tehnike ne omogocajo
samo obcutljivejSo in hitrejSo diagnostiko v primerjavi s seroloskim testiranjem, ampak
nudijo tudi moznost tipizacije sevov. To je Se posebej uporabno pri preiskavah izbruhov
in potrditvi zoonoznega prenosa (Peeling in Brunham, 1996). V prihodnje bi bilo tako
smiselno tipizirati/sekvenirati izolate mestnih golobov ter tako preveriti, e je genotip B

res prevladujoci genotip.
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5.2 SKLEPI

Na podlagi nase raziskave in podatkov iz literature smo prisli do naslednjih zakljuckov:
e Bris kloake predstavlja ustrezno kuznino za dokaz okuzbe s Chlamydia

psittaci

e “Nested” PCR je uporabna molekularna metoda za dokazovanje DNA C.
psittaci

e Pri mestnih golobih smo dokazali 8,14% prevalenco okuzb s C. psittaci
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6 POVZETEK

C. psittaci je obvezna znotrajcelicna bakterija, ki povzro¢a klamidiozo pri pticah.
Okuzba je zoonoza, saj se lahko prenasa na ¢loveka. Okuzbo s C. psittaci pri ljudeh
imenujemo psitakoza ali ornitoza. Ljudje se najpogosteje okuzijo z aerosolom
posusenega fecesa ali iz respiratornih izlo¢kov okuZzenih ptic.

Mestni golobi predstavljajo pomemben vir okuzbe tako za ljudi kot za druge vrste ptic.
Do okuzbe ljudi lahko pride v mestnih parkih, kjer se golobi redno zadrzujejo. Osebe,
ki golobe hranijo, so lahko izpostavljeni infektivnim aerosolom posusSenega fecesa,
prav tako lahko pridejo v stik z okuzenim perjem golobov. Izpostavljeni so tudi delavci
na gradbiscih, kjer prihaja do dvigovanja prahu, ki lahko vsebuje infektivne delce.
Dokaz okuzbe s C. psittaci tako pri pticah kot pri ljudeh predstavlja izziv za
laboratorijsko diagnostiko. Postopek direktnega dokazovanje C. psittaci z izolacijo je
zahteven, dolgotrajen postopek in predstavlja nevarnost okuzbe za izvajalca. Vecinoma
se uporabljajo seroloski testi, vendar velik problem pri seroloskem testiranju predstavlja
interpretacija rezultatov. Zaradi teh pomankljivosti prihajajo v zadnjem casu v ospredje
molekularne metode, ki omogocajo specificno, obcutljivo in hitro dokazovanje

patogenih mikroorganizmov.

V naSem raziskovalne delu smo uvedli “nested” PCR pri dokazovanju C. psittaci pri
mestnih golobih. Celokupno DNA smo izolirali iz kloakalnih brisov s kompletom
reagentov QIAamp DNA Mini Kit po navodilih proizvajalca. Z “nested” PCR smo v
prvem koraku reakcije PCR pomnozevali rodovno specificen odsek klamidijske DNA.
V drugem koraku reakcije PCR pa smo pomnozevali vrstno specificen odsek DNA C.
psittaci, ki smo ga dokazali s pomo¢jo gelske elektroforeze. Na koncu smo od 86
vzorcev kloakalnih brisov mestnih golobov po elektroforezi dobili 7 pozitivnih vzorcev,

kar predstavlja 8,14 % pregledanih vzorcev.
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Ugotovili smo, da je “nested” PCR primerna metoda za dokazovanje C. psittaci pri
mestnih golobih. Potrdili smo ugotovitve Stevilnih $tudij, da predstavljajo mestni golobi
pomemben rezervoar za C. psittaci, ter tako vir okuzbe za ljudi in Zivali, ki prihajajo v

stik z njimi.
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