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1  UVOD 

 

Klamidije so majhne, kokoidne po Gramu negativne bakterije, ki jih uvrščamo v red 

Chlamydiales, družino Chlamydiaceae in povzročajo širok spekter bolezni pri ljudeh in 

živalih (Keše, 2002).  

 

Zanimive so s stališča mikrobiologije, saj izstopajo s posebnim načinom razmnoževanja 

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

 

Klamidioza (ornitoza) je bolezen ptic, ki jo povzroča bakterija Chlamydia (C.) psittaci 

(Andersen in Vanrompay, 2003). Človek se okuži z vdihovanjem aerosolnih delcev 

posušenih izločkov ptic ali pri obdelavi okuženega mesa (Keše, 2002). Pomemben vir 

okužbe za ljudi so mestni golobi, ki živijo v tesnem stiku z ljudmi (Dovč in sod., 2000). 

 

Do razvoja molekularnih diagnostičnih testov je bil "zlati standard" med neposrednimi 

metodami za dokaz okužbe s klamidijami osamitev bakterije (Everett, 2000). 

Najpogosteje pa se pri pticah za dokazovanje klamidioze izvaja serološko testiranje 

(Geens in sod., 2005b, Kaleta in Taday, 2003). Razvoj molekularnih metod je omogočil 

hitrejšo laboratorijsko diagnostiko okužb s C. psittaci. Verižna reakcija s polimerazo 

(angl. polymerase chain reaction, PCR) je visoko občutljiva in specifična metoda za 

dokazovanje tarčne DNA (Messmer in sod., 1997). 
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1. 1 NAMEN NALOGE 

V naši nalogi smo uvedli molekularno metodo “nested” PCR za dokaz okužbe z 

bakterijo C. psittaci pri mestnih golobih. Namen naloge je bil ugotoviti prevalenco 

okužb s C. psittaci pri mestnih golobih. V ta namen smo z Inštituta za zdravstveno 

varstvo perutnine (doc. dr. Alenka Dovč, dr. vet. med.) Veterinarske fakultete 

Ljubljana, pridobili brise kloake mestnih golobov iz Ljubljane.  

 

 

1. 2 DELOVNE HIPOTEZE 

Predpostavljamo: 

• da je bris kloake primerna kužnina za izolacijo DNA Chlamydia psittaci 

 

• da z našo metodo lahko dokažemo DNA Chlamydia psittaci 

 

• da je vsaj 5 % mestnih golobov okuženih s Chlamydia psittaci  
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2 PREGLED OBJAV  

 

2. 1 BIOLOŠKE LASTNOSTI KLAMIDIJ 

Dolgo časa so klamidije uvrščali med viruse, ker so obvezni znotrajcelični organizmi. 

Od večine bakterij se razlikujejo po tem, da njihova celična 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 (Keše, 2002). 

 

Celični tropizem klamidij se kaže za različne celične vrste, predvsem za celice 

kubičnega epitelija in mukozne celice (Keše, 2002). Ker klamidije rastejo počasi 

znotraj gostiteljskih celic, se dejanski bolezenski znaki pokažejo dosti kasneje v poteku 

okužbe (Raulston in Wyrick, 2000).  

 

Klamidije so pleomorfne, negibljive bakterije, velike od 0,2 do 1,5 µm. Imajo edinstven 

življenjski krog z dimorfnimi oblikami, ki se funkcionalno in morfološko razlikujejo. 

Velikost in oblika mikrobov je odvisna od razvojne stopnje, v kateri se nahajajo (Naglić 

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 plaščem 

celične membrane gostiteljske celice (gr. chlamis – plašč). Iz tega tudi izhaja ime 

klamidija – obdana s plaščem (Mehle in Bole - Hribovšek, 2000). Nastane klamidijski 

vključek ali inkluzija v citoplazmi gostiteljske celice (Moulder, 1991). Po fagocitozi se 

ET preoblikuje v večjo razmnoževalno 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 celične lize ali preko zlitja vključka 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 opažene različne vmesne oblike – 

IT (intermediarna telesca) (Raulston in Wyrick, 2000). Med razmnoževanjem je pod 

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

 

 
Slika 1: Posnetek elektronske mikroskopije vključka Chlamydia psittaci v okuženih L929 celicah. 
Prisotne so različne morfološke oblike: elementarno telesce (ET), retikularno telesce (RT) in 
intermediarno – vmesno telesce (IT). Povečava x15 000 (Andersen in Vanrompay, 2003). 
 

Klamidijska ovojnica je sestavljena iz citoplazmatske in zunanje membrane, ki vsebuje 

lipopolisaharid, kar kaže, da so klamidije po Gramu negativne bakterije (Raulston in 

Wyrick, 2000). Vendar klamidije ne vsebujejo muraminske kisline, kar kaže, da 

klamidijska celična stena ne vsebuje značilne količine peptidoglikana (Everett in sod., 

1999). 
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2. 2 TAKSONOMIJA KLAMIDIJ 

Skozi čas se je zaradi naraščujočega znanja morfoloških, bioloških in molekularnih 

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

 

Sprva so klamidije uvrščali med viruse, ker so znotrajcelični paraziti. Kasneje so 

ugotovili, da so to bakterije, ker imajo sledeče lastnosti:  

• razmnožujejo se z delitvijo na dvoje  

• celična stena je po strukturi primerljiva s celično steno po Gramu negativnih 

bakterij 

• imajo DNA in RNA  

• imajo ribosome (Moulder, 1966 cit. po Vanrompay in sod., 1995; Wyrick in 

Richmond, 1989). 

 

V času, 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 uvrščali 

med C. psittaci, niso kopičile glikogena v vključkih in so bile odporne na sulfadiazin. 

Vključki C. trachomatis pa vsebujejo glikogen in bakterije so občutljive 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 šest različnih 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, družina Chlamydiaceae vsebuje dva rodova, Chlamydia in 

Chlamydophila ter devet vrst.  
 

V rod Chlamydophila uvrščamo vrste Chlamydophila abortus, Chlamydophila psittaci, 

Chlamydophila caviae, Chlamydophila felis, Chlamydophila pecorum in 
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Chlamydophila pneumoniae. V rod Chlamydia pa Chlamydia trachomatis, Chlamydia 

suis in Chlamydia muridarum  (Everett, 2000). 

 
Slika 2: Genetska struktura reda Chlamydiales. a) nova taksonomska razdelitev Chlamydiales po 

reklasifikaciji (Everett in sod., 1999). Spisek gostiteljev prikazuje ekološko heterogenost družine 

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

 

Vrsta Chlamydophila psittaci vključuje samo ptičje seve, medtem ko so seve 

Chlamydia psittaci, povezane s splavom pri prežvekovalcih, z boleznimi pri mačkah in 

morskih prašičkih, uvrstili v nove vrste: Chlamydophila abortus, Chlamydophila felis 

in Chlamydophila caviae. Seve Chlamydia trachomatis, ki povzročajo okužbe pri miših 

in hrčkih ter seve, ki okužujejo prašiče, so uvrstili v novi vrsti: Chlamydia muridarum 

in Chlamydia suis (Everett in sod., 1999). 
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Uporaba molekularno bioloških pristopov v zadnjem desetletju je razkrila tudi 

prisotnost klamidijam sorodnih bakterij v različnih okoljih in s tem upravičila potrebo 

po novi taksonomski ureditvi reda (Horn in Wagner, 2001; Kostanjšek in sod., 2004; 

Corsaro in Venditti, 2004; Corsaro in sod., 2002; Ossewaarde in Meijer, 1999). 

Dodatno so bile ustvarjene tri nove družine. Red Chlamydiales tako trenutno sestavljajo 

4 družine: Chlamydiaceae, Parachlamydiaceae, Simkaniaceae in Waddliaceae 

(Everett, 2000). 

 

2. 3 Chlamydia psittaci 

Chlamydia psittaci je najbolj raznolika klamidijska vrsta, saj je razširjena med pticami 

in sesalci. Trenutno Chlamydia psittaci po Everettu in sodelavcih (1999) uvrščamo v 

red Chlamydiales, družino 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 prenaša z inhalacijo okuženega prahu, aerosolov ali z 

neposrednim stikom (Trávniček in sod., 2002; NASPHV, 2008). Pri večini vrst ptic je 

okužba asimptomatska. Vendar stresni dejavniki (trgovanje in neustrezno ravnanje z 

živalmi), lahko povzročijo začetek kliničnih znakov, katerih posledica je hitro 

poslabšanje in smrt (Everett, 2000; Greco in sod., 2005). Prihaja do okužbe številnih 

organov, kot so očesna 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 značilen dvostopenjski razvojni krog, ki 

vključuje dve obliki. Zunajcelično infektivno obliko ET in znotrajcelično 

razmnoževalno obliko RT. ET je majhno, elektronsko gosto in sferično telo, veliko 0,2 

do 0,3 µm v premeru. RT je znotrajcelična metabolno aktivna oblika. Je prav tako 

sferične oblike, vendar večja kot ET. Meri 0,5 do 1,3 µm v premeru (Slika 1) 

(Escalante - Ochoa in sod., 1998; Vanrompay in sod., 1995). 

 

Zunajcelična infektivna oblika je obdana s troslojno ovojnico, ki omogoča odpornost na 

neugodne pogoje zunaj gostiteljske celice (Naglić in sod., 2005). Zaradi osmotske 

stabilnosti in metabolne neaktivnosti je to telo sposobno preživeti v zunajceličnem 

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

 

2. 4. 1 Celična 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 celični steni nimajo muraminske kisline (Barbour in sod., 1982), ki je 

sestavni del peptidoglikana.  
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Slika 3 prikazuje model celične stene ET C. psittaci. 

 
Slika 3: Model celične stene elementarnega telesca (ET) Chlamydia psittaci sev 6BC (Everett in Hatch, 

1995). 

 

Zunajcelično osmotsko stabilnost ET klamidij omogoča kompleks beljakovin, ki so 

med sabo prečno povezane z disulfidnimi vezmi:  

• poglavitne beljakovine zunanje ovojnice MOMP (angl. major outer membrane 

protein) z molekulsko maso 40 kDa 

• s cisteinom bogati 60 kDa proteini (EnvA), ki so zasidrani v zunanji membrani s 

svojim lipidnim deležem, s hidrofilnim peptidnim delom pa segajo v periplazmo 

• 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 namreč razkrili, da je beljakovina MOMP sestavljena 

predvsem iz β-lističev (62 %), kar je značilnost bakterijskih porinov (Wyllie in sod., 

1998). Prav tako ima MOMP antigenske determinante, ki so specifične 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 okužbi z ET pride do kemijske redukcije disulfidnih 

povezav znotraj proteinov in med proteini ovojnice. To privede do preoblikovanja ET v 

RT in povečane prepustnosti RT (Everett in sod., 1999; Wyllie in sod., 1998).  

Beljakovina MOMP je prisotna tudi v zunanji membrani RT, vendar ne tvori prečnih 

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 celične stene predstavlja 

peptidoglikan, ki je netopen v ionskih detergentih, kot je sarkosil. Ta del klamidijske 

celične stene je prav tako netopen v sarkosilu, čeprav ni prisotnega peptidoglikana. 

Peptidoglikan bakterijske celične stene je kovalentno zaprt polimer, kjer so glikanske 

verige iz kislinskih ostankov N-acetilglukozamina in N-acetilmuraminske kisline 

navzkrižno povezane s peptidi. V nasprotju z večino eubakterij pri klamidijah ne 

dokažemo tega esencialnega polimera. Vendar so klamidije dovzetne za D-cikloserin, 

bacitracin in penicilin, ki so inhibitorji peptidoglikana v celični steni. Sintetizirajo tudi 

tri penicilin vezavne proteine – PBP (angl. penicillin binding protein), ki so 

molekularne tarče penicilinskega delovanja (Ghuysen in Goffin, 1999). PBP 

imenujemo tudi transpeptidaze. To so encimi, ki sodelujejo v transpeptidazni reakciji, 

ki omogoča navzkrižno povezovanje dveh peptidnih verig v sintezi celične stene. PBP 

vežejo penicilin ali druge antibiotike z β-laktamskim obročem, kar ovira 

transpeptidazno aktivnost (Madigan in sod., 2003). Izpostavljanje penicilinu vodi do 

povečanih RT znotraj vključkov, ki se ne podvajajo z delitvijo na dvoje, temveč 

obstajajo v stanju perzistence (sposobnost za življenje 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 podaljšanje glikanske 

verige iz lipida II (Ghuysen in Goffin, 1999). 
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V membrani klamidijskega vključka 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 vključka, kjer kinaze 

gostiteljske celice fosforilirajo serinske in treoninske ostanke IncA (Rockey in sod., 

1997). IncA C. trachomatis sodeluje pri združevanju klamidijskih vključkov, medtem 

ko pri vključkih C. psittaci GPIC nastanejo samo skupki klamidijskih vključkov, ne 

pride pa do združevanja (Rockey in sod., 2002). Domnevajo, da je funkcija večih 

vključkov povečanje površine membrane vključka za povečano pridobivanje energije in 

metabolitov (Wyrick, 2000). 

 

Chlamydia spp. kodira družino 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 sočasno s cistein bogatimi periplazemskimi proteini. Tako očitno niso 

potrebni pri rasti in celični 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 (Vlahović in sod., 2002). 

Za tipizacijo izolatov klamidij se uporabjajo monoklonska protitelesa (Andersen, 1991; 

Vanrompay in sod., 1993). Ta protitelesa prepoznajo specifične regije na površini 

izpostavljenih epitopov MOMP klamidij (Vanmropay in sod., 1995). 
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Slika 4: Shema poglavitne beljakovine zunanje ovojnice – MOMP v klamidijski celični steni. 
Neprekinjena črta 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 (črne kocke) je nakazana kot del zunanje membrane (Vanrompay in sod., 1995). 
 
 
MOMP predstavlja 60 % teže zunanje membrane. Obstajajo dokazi, da imajo 

protitelesa za površinsko dostopne epitope MOMP zaščitno vlogo pri imunosti na 

klamidijsko okužbo (Vanrompay in sod., 1995).  

 

Klamidijski lipopolisaharid (LPS) je tudi osnovna sestavina zunanje membrane in tako 

kot MOMP predstavlja površinsko izpostavljen antigen klamidij tako pri ET kot pri RT. 

LPS ima molekulsko težo 10 kDa in je kemično ter serološko soroden z LPS po Gramu 

negativnih bakterij (Andersen in Vanrompay, 2003). Klamidijski LPS vsebuje 

antigenske determinante, ki navzkrižno 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 

deležu 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 družino Chlamydiaceae 

specifičen antigen (Heine in sod., 2003). 
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Ugotovili so, da ima LPS klamidij, v primerjavi z drugimi po Gramu negativnimi 

bakterijami, nizko endotoksično 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 endotoksično aktivnost pripisujejo nenavadnemu vzorcu 

acilacije, ki povečuje hidrofobnost LPS (Brade in sod., 1986). Daljša dolžina acilnih 

verig in nizko število acilnih verig lahko vplivata na nizko endotoksično 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: 

• pritrditev ET na celično membrano 

• vstop ET v gostiteljevo celico 

• sprememba ET v RT znotraj vključka  

• razmnoževanje RT z delitvijo na dvoje 

• sprememba RT v ET  

• liza celičnega vključka in sprostitev ET (Kayser in sod., 2005). 
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Prva stopnja v razvoju klamidijske infekcije je pritrjanje ET na receptorska mesta v 

celični membrane gostiteljeve celice. Sledi vstopanje ET (Slika 5) (Keše, 2002). 

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

 

Verjetno imajo klamidije več 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 površini omogoča 

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 (Ca2+ in Mg2+), ki zmanjšujejo elektrostatični odboj 

med evkariontsko in bakterijsko celico, pospeši pritrjevanje C. psittaci na evkariontske 
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celice (Hatch in sod., 1981). Ugotovili so, da je površina C. psittaci hidrofobna in 

negativno nabita pri pH 7 (Vance in Hatch, 1980). K uspešni 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 vključkih, 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 nepoškodovan (Mehle in Bole - 

Hribovšek, 2000). Infektivno ET se nato preoblikuje v neinfektivno RT, ki začne z 

delitvijo. Vse to se dogaja znotraj vključka. Po razmnoževanju, ki traja 16 do 20 ur, se 

RT v vključku preoblikujejo nazaj v ET, ki se nato sprostijo iz gostiteljske celice 

(Vanrompay in sod., 1995). V okuženi celici se razvije od 10 do 1000 novih ET (Naglić 

in sod., 2005).  

 

Po vstopu ET v gostiteljsko celico se spremeni celična stena infektivnih telesc. V 

zunanji membrani ET so disulfidne vezi navzkrižno povezane, kar daje zunanji 

membrani trdnost. Prehod v znotrajcelično RT spremlja redukcija disulfidnih vezi in s 

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

 

Mehanizem sproščanja klamidij ni jasen. Klamidije se lahko sprostijo iz gostiteljske 

celice s celično lizo (Vanrompay in sod., 1995). Todd in Caldwell (1985) sta 

predstavila morfološke dokaze sproščanja ET brez celične lize. Lahko pa pride tudi do 

perzistentne okužbe (Moulder in sod., 1980).  
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2. 4. 3  Metabolizem 

 
Zaradi edinstvenega znotrajceličnega razvojnega kroga ter odpornosti na gensko 

manipulacijo je malo znanega o molekularnem mehanizmu klamidijske okužbe (Bavoil 

in sod., 2000).  

 

Tako pri ET kot pri RT so dokazali prisotnost DNA in RNA (Wyrick in Richmond, 

1989). Vendar je količina RNA in DNA višja pri RT (Andersen in Vanrompay, 2003). 

Znotraj gostiteljske celice RT izvršuje samostojno sintezo nukleinske kisline, sintezo 

proteinov in aminokislin (Hatch in sod., 1982). Nekatere metabolne sposobnosti pa so 

omejene v primerjavi s prostoživečimi bakterijami. Ne morejo končati pentoznega cikla 

in ne uporabljajo piruvata preko cikla trikarboksilinske kisline (Andersen in 

Vanrompay, 2003). Vendar lahko katabolizirajo piruvat, aspartansko in glutaminsko 

kislino, kjer pridobijo CO2 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 številnih sladkorjev in aminokislin 

(Vanrompay in sod., 1995). Klamidije tako uporabljajo ATP gostiteljske celice s 

pomočjo specifičnih prenašalnih beljakovin, ki katalizirajo vnos ATP v prokariontsko 

celico preko bakterijske celične membrane. Le-ta je sicer nepropustna za relativno 

velike in nabite molekule. V obratni smeri pa prenašalne beljakovine omogočijo prenos 

bakterijske ADP nazaj v gostiteljski citosol (Schmitz - Esser in sod., 2004).  

V celicah, okuženih s C. psittaci, je mitohondrij v tesni povezavi z vključkom (Wyrick, 

2000). Možno je, da je zaradi fizične bližine pospešen 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 vključek izogne 

lizosomu, le-ta fuzira s sfingomielinskimi vezikli gostiteljske celice. Ti lipidi prihajajo 

iz Golgijevega aparata okužene celice, ki se verjetno zaradi olajšanega prenosa nahaja v 

bližini klamidijskega vključka (Hackstadt in sod., 1997). Do večanja klamidijske 

inkluzije prihaja zaradi lipidne sinteze (Wyrick, 2000). Wylie in sodelavci so dokazali, 

da poleg sfingomielina iz Golgijevega aparata, klamidjska inkluzija pridobi še 

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 različnih serotipov C. psittaci se med sabo razlikujejo za manj kot 0,8 

% (Everett in sod., 1999). Številni sevi C. psittaci imajo prisoten zunajkromosomski 

plazmid (Everett in sod., 1999). Thomas in sodelavci so proučevali genetsko 

raznolikost plazmidov pri klamidijah. Iz račjega seva N325 C. psittaci so določili 7553 

bp velik plazmid (pCpA1) (Thomas in sod., 1997).  

 

Primerjava podatkov med različnimi klamidijami ni razjasnila splošne biološke funkcije 

plazmidov, vendar je pokazala precejšno 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), daljših od 100 aminokislin in štiri 22 bp 

dolge tandemske ponovitve v intergenskih regijah med ORF 8 in ORF 1. Obsežna 

ohranjenost zaporedja med plazmidi različnih klamidij nakazuje evolucijski razvoj 

plazmidov iz skupnega prednika (Thomas in sod., 1997). Sevi C. psittaci, ki povzročajo 

splav pri prežvekovalcih (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 povzročajo 

okužbe mačk (C. felis) in morskih prašičkov (C. caviae), prisotne plazmide (Everett, 

2000). 

 

Bakteriofage (klamidiofage) pri C. psittaci so prvič opisali leta 1982, ko so pri racah 

odkrili dva izolata C. psittaci, ki sta vsebovala fage. Bakteriofag so poimenovali Chp1. 

Pomnožuje se v RT C. psittaci. Ugotovili so, da gre za 22 nm velik ikozaedrični virus 

(Richmond in sod., 1982). Hibridizacijske študije s kloniranimi fargmenti DNA Chp1 

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 Chp1 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 enoverižne krožne DNA je dolgo 4877 bp 

in lahko kodira 11 proteinov. Chp1 vsebuje osem ORF. ORF 6 in ORF 7 ležita znotraj 

ORF 2 in ORF 1 (Slika 6). ORF 8 lahko kodira beljakovine, vendar ni funkcionalen.  

 

 
Slika 6: Primerjava računalniške analize odprtih bralnih okvirjev – ORF in organizacija genoma 
klamidiofagov Chp1 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). 
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Izkazalo se je, da je Chp1 soroden dobro opisanemu bakteriofagu Escherichia coli, 

φX174, iz virusne družine Microviridae. Aminokislinska homologija in podobnost v 

organizaciji genoma Chp1 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 okužuje ovčje seve C. 

psittaci (Chlamydophila abortus). Računalniška analiza krožnega genoma Chp2 je 

pokazala prisotnost osmih ORF, kar je podobno organizaciji genoma Chp1 (Slika 6).  

Chp2 in Chp1 imata podobno morfologijo, vendar ima Chp2 drugačen citopatološki 

učinek na RT. Elektronska mikroskopija je pokazala majhno spremembo v velikosti in 

obliki neokuženih RT in RT okuženih s Chp2. To je v nasprotju z RT, okuženimi s 

Chp1, kjer se RT povečajo in se klamidofagi kopičijo v obliki parakristalnih vrst (Liu in 

sod., 2000). Dokazali so, da Chp2 lahko okužuje poleg C. abortus tudi C. felis in C. 

pecorum, vendar ne more okužiti ostalih predstavnikov rodu Chlamydophila (Everson 

in sod., 2002). 

Hsia in sodelavci so leta 2000 poročali o bakteriofagu φCPG1, ki okužuje sev C. 

psittaci (Chlamydophila caviae), ki povzroča vnetje očesne veznice pri morskih 

prašičkih. Posledica okužbe klamidij z bakteriofagom φCPG1 je spremenjena pot 

razmnoževanja. Celična delitev je ovirana. Otežuje jo nenormalno velika RT, ki ne 

zorijo v ET (Hsia in sod., 2000). Read in sodelavci (2000) so primerjali klamidijske 

fage φAR39 (C. pneumoniae), φCPG1 in Chp2 s klamidijskim fagom Chp1 C. psittaci. 

Čeprav si vsi štirje fagi delijo identično razvrstitev petih glavnih genov, se Chp1 

bistveno razlikuje v nukleotidnem in proteinskem zaporedju od ostalih treh fagov, med 

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

 

Gen ompA kodira poglavitno beljakovino zunanje membrane – MOMP. Vsebuje pet 

ohranjenih in štiri 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 še posebaj štrlijo iz membrane C. psittaci (Slika 4). 
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Mapiranje epitopa je pokazalo, da se rodovno in vrstno specifične antigenske 

determinante nahajajo znotraj ohranjene regije. Vendar so vrstno specifične antigenske 

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

 

Molekularno proučevanje persistence C. psittaci je pokazalo sposobnost patogena, da 

odgovori na izzive gostitelja s spreminjanjem izražanja specifičnih genov mRNA. Ta 

sprememba vodi v stanju persistence do oviranja ali popolne ustavitve izražanja 

mRNA. Reverzibilnost tega stanja kaže na zmožnost klamidijskega odziva in nudi 

razlago za številne posebnosti, kot so kronična klamidioza, neuspešno antibiotično 

zdravljenje in imunoprofilaksa ter praktične težave pri izolaciji in kultivaciji sevov iz 

okuženih 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 specifično skupino ptic iz katerih je običajno 

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 času, kjer se uporablja genotipsko-specifičen 

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

2. 6 EPIDEMIOLOGIJA BAKTERIJE C. psittaci 

Klamidije so najbolj poznane po boleznih, ki jih povzročajo pri ljudeh. Vendar te 

znotrajcelične bakterije vključujejo številne druge vrste, ki so odgovorne za široko 

raznolikost kliničnih in ekonomsko pomembnih bolezni pri živalih, ki živijo v skupinah 

(Everett, 2000).  
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Epidemiologija klamidijskih okužb ima nekaj skupnih lastnosti. Zaradi dolgega 

razvojnega cikla (48 do 72 ur) je inkubacijska doba relativno dolga (1 do 3 tedne). 

Pogoste so persistentne okužbe, ki so klinično nezazanavne (Schachter, 1990). 

 

Okužbe s C. psittaci so razširjene po celem svetu (Naglić in sod., 2005). Zaradi 

zoonotičnega potenciala morajo biti upoštevani varnostni ukrepi pri ravnanju z 

okuženimi pticami ali kontaminiranim materialom (Andersen in Vanrompay, 2003). 

Zunaj gostitelja zadržijo klamidije infektivnost nekaj dni do nekaj tednov. Dlje pri nižji 

temperaturi (Naglić in sod., 2005). 

 

Epidemiološke raziskave so potrebne pri nadzorovanju prenosa C. psittaci pri pticah in 

ljudeh. Epidemiološka preiskava mora biti vpeljana: 

• če je bila ptica, pri kateri so potrdili klamidiozo (ornitozo), dobljena iz trgovine 

z živalmi ali od rejca ptic znotraj 60 dni od začetka pojavljanja znakov  

• če je bila ptica v stiku z ljudmi, pri katerih je bila potrjena psitakoza  

• če so bili ugotovljeni številni domnevni primeri iz istega vira (NASPHV, 2008; 

CDC, 2000).  

2. 6. 1 Ptice 

 
Naravni gostitelji C. psittaci so ptice (Kayser in sod., 2005). Okužbo z bakterijo pri 

pticah imenujemo klamidioza ali ornitoza, lahko tudi psitakoza (Vanrompay in sod., 

1995). C. psittaci povzoča okužbo respiratornih organov, prebavne poti, genitalnih poti 

in očesne veznice papig ter ostalih ptic (Kayser in sod., 2005).  

Kaleta in Taday sta objavila podatke o številu vrst okuženih ptic s klamidiozo. V 

raziskavi so ugotovili, da lahko C. psittaci okuži 467 prostoživečih ali domačih vrst 

ptic, ki jih uvrščamo v 30 rodov (Kaleta in Taday, 2003).  

Red Psittaciformes (papige) naj bi vseboval največ vrst (45 %), ki so okužene s C. 

psittaci. Prav tako je veliko vrst, več kot 20 %, okuženih znotraj redov Lariformes 
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(galebi), Sphenisciformes (pingvini) in Anseriformes (race in gosi). Samo 5 % vseh 

ptičjih vrst znotraj reda Phasianiformes (kure) se lahko okuži s C. psittaci (Kaleta in 

Taday, 2003).  

 

Obstajajo številne poti okužb pri pticah. Do prenosa klamidij lahko pride preko 

inhalacije ali zaužitja kontaminiranega materiala. Veliko število klamidij najdemo v 

izločkih respiratornega trakta in v fekalnem materialu okuženih ptic. Direkten aerosolni 

prenos respiratornega izločka naj bi bila primarna pot prenosa med izbruhom bolezni 

(Andersen in Vanrompay, 2003). Klamidije se lahko razširjajo po organizmu. S tem pa 

se omogoča tudi širjenje klamidij v okolico, predvsem z izločenim blatom (Dovč 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 izločkih ptičje golše, nosne votline in žrela (Freitas 

Raso in sod., 2006).  

2. 6. 2 Človek  

 
V Parizu so leta 1893 prvič poročali o prenosu okužbe iz papige na človeka, ki je 

povzročil 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 možnim prenosom na ljudi. Tako 

je bil uveden nov pojem, ornitoza (gr. ornithos – ptica). S tem so se kot vir okužbe 

prepoznale tudi druge vrste ptic (Vlahović in sod., 2002). Oba naziva se še vedno 

uporabljata, vendar v novejšem času dobivata prednost naziva ptičja klamidioza 

oziroma ptičja klamidofiloza (Naglić in sod., 2005). 

 

Incidenca psitakoze pri ljudeh narašča v industrializiranih državah in je povezana z 

uvozom eksotičnih ptic (Vanrompay in sod., 2007). Do večine okužb pri ljudeh prihaja 

zaradi izpostavljenosti ptičjim hišnim ljubljenčkom. Te ptice imajo običajno 
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gastrointestinalno okužbo. Tako se okužba širi preko vdihovanja aerosolov infektivnega 

fecesa (Schachter, 1990).  

 

Do izbruha bolezni pri ljudeh pride v primeru tesnega ali stalnega stika med ljudmi in 

okuženimi pticami. Osebe, ki so najpogosteje izpostavljene nevarnosti okužbe, so rejci 

ptic, ljudje zaposleni v perutninarstvu (klavnice in predelovalne tovarne), veterinarji, 

veterinarski tehniki, laboratorijski delavci, kmetje in delavci v živalskih 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 okužbe znan. Med njimi največje število okuženih 

ljudi predstavljajo rejci in lastniki ptic (43 %), zaposleni v trgovinah z živalmi pa 

predstavljajo dodatnih 10 % primerov (CDC, 1997).  

 

Okužbo ljudi lahko povzroči tudi kratka (prehodna) izpostavljenost pticam ali njihovim 

izločkom. Zato se lahko okužijo tudi ljudje, ki jih ne uvrščamo v rizične skupine (CDC, 

1997).  

2. 7 PATOGENEZA BAKTERIJE C. psittaci 

Pomembna lastnost klamidij so trajne, klinično tihe okužbe ljudi in živali, ki 

omogočajo obstanek in širjenje povzročitelja v populaciji (Naglić in sod., 2005).  

Vključke C. psittaci lahko najdemo v alveolarnih makrofagih in epitelijskih celicah. 

Organizem se preko krvožilnega sistema razširja na različna mesta (Schachter, 1990).  

2. 7. 1 Okužba s C. psittaci pri pticah 

 
Pomembno je ugotoviti okužbo, ki se lahko prenaša s pticami, saj so ptice lahko vir 

okužbe za druge živali in za ljudi. Čeprav mnoge ptice ne kažejo kliničnih znakov 

bolezni, predstavljajo potencialne prenašalce bakterijskih, virusnih in parazitskih 

bolezni (Dovč in sod., 2004). 
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Seve C. psittaci razdelimo glede na patogenost v dve splošni skupini: 

• visoko virulentni sevi, ki povzročajo akutne epidemije, pri katerih pogine 5–30 

% okuženih ptic 

• manj virulentni sevi, ki povzročajo počasi napredujoče epidemije (Andersen in 

Vanrompay, 2003).  

Sevi obeh skupin imajo enako sposobnost širitve v jati. Visoko virulentni sevi so 

največkrat izolirani iz puranov in občasno iz klinično zdravih ptic. Sevi nizke virulence 

pa imajo manj kot 5% smrtnost in potekajo brez komplikacij s sekundarnimi 

bakterijskimi ali parazitskimi okužbami. Sevi z nizko virulenco so pogosteje izolirani iz 

golobov in rac ter občasno iz puranov, vrabcev in drugih divjih ptic (Andersen in 

Vanrompay, 2003).  

Klinična slika se razlikuje glede na virulenco povzročitelja in vrsto gostitelja. Klinično 

zdrave živali lahko izločajo povzročitelja tudi več let (Dovč, 1998).  

 

Veliko število eksotičnih vrst divjih ptic se prodaja na črnem trgu. Ko ptice ulovijo, jih 

odstranijo iz njihovega naravnega okolja. Nezadostni higienski pogoji, hranjenje in 

preveliko število ptic na enem mestu vpliva stresno na ptice, kar oslabi njihov imunski 

sistem (Dovč in sod., 2000; Freitas Raso in sod., 2006). Ptice v ujetništvu so tako bolj 

dovzetne za okužbe. Do izraza pridejo predvsem latentne okužbe (Freitas Raso in sod., 

2006). Ptice so na videz zdrave, vendar so lahko prenašalke C. psittaci, ki 

mikroorganizme sproščajo občasno. Ker je C. psittaci odporna na izsuševanje, lahko 

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

2. 7. 1. 1   Prostoživeči golobi 

 
Populacija prostoživečih golobov se povečuje v vsakem večjem mestu po svetu. V 

Ljubljani so ocenili, da živi približno 5000 mestnih golobov (Dovč in sod., 2004).  
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Slika 7 prikazuje mestnega goloba (Columba livia domestica), slikanega na različnih 

lokacijah po Ljubljani.  

 

 
Slika 7: Mestni golobi na različnih lokacijah po Ljubljani. a) Mestni golob (Columba livia domestica), b) 
Kongresni trg v Ljubljani c) Streha hiše v centru Ljubljane d, e) Mestna tržnica v Ljubljani. 



Verbančič M. Molekularno dokazovanje klamidioze. 
   Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Enota medoddelčnega študija mikrobiologije, 2008 
 

26

Ugotovili so, da so golobi najpogosteje okuženi z genotipom B C. psittaci (Geens in 

sod., 2005a; Heddema in sod., 2006a; Vanrompay in sod., 1993; Vanrompay in sod., 

1997). 

 

Neposreden stik prostoživečih in pasemskih golobov ima z epizootiološkega stališča 

velik pomen, saj se obolenje zlahka prenaša tudi na pasemske golobe, s katerimi so 

ljudje v tesnem stiku (Dovč in sod., 2000). Poleg tega obstaja tudi tveganje okužbe 

perutnine in hišnih ptic, ki tudi živijo v tesnem stiku z ljudmi (Heddema in sod., 

2006a). 

 

Čas med izpostavljenostjo bakteriji in začetkom bolezni pri pticah v kletkah je od treh 

dni do nekaj tednov (CDC, 1997). Vendar se akutna bolezen lahko pojavi šele leta po 

izpostavljenosti. Bolezen lahko poteka asimptomatsko, v akutni ali kronični 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. Okužba je endemična in se primarno ohranja 

zaradi prenosa med ptičjim mladičem in staršem (Andersen in Vanrompay, 2003). 

Lahko se opazi neješčost, apatija, driska in serozen do serozno gnojen izcedek iz nosnic 

in oči (Dovč in sod., 2000). Simptomi klamidioze pri golobih so različni. Pri akutnih 

boleznih se pojavlja anoreksija, diareja in slaba rast (Andersen in Vanrompay, 2003). 

Anoreksične ptice lahko izločajo redke, temnozelene izločke (CDC, 2000). Pri 

nekaterih golobih pa se razvije vnetje očesne veznice in nosne sluznice, veke otečejo. 

Respiratorne težave spremlja hropenje. Ko bolezen napreduje, ptica oslabi in shujša. Pri 

nekaterih pticah okužba poteka brez vidnih znakov ali pa imajo okužene ptice le 

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

 

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

biti v izolaciji in zdravljene. Zaželjen je nadzor veterinarjev (CDC, 1997). Cepljenje in 
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pametna uporaba antimikrobnih zdravil pri pticah sta potrebna za preprečevanje 

psitakoze pri ljudeh, kot tudi za preprečevanje razvoja bakterijskih sevov, ki so odporni 

na zdravila (Vanrompay in sod., 2007). 

2. 7. 2 Okužba s C. psittaci pri sesalcih 

 
Po stari taksonomiji je bila C. psittaci poznana tudi kot povzročiteljica okužb pri 

različnih sesalcih. Sev C. psittaci, ki povzroča splav pri prežvekovalcih, so po novi 

taksonomiji preimenovali v Chlamydophila abortus. C. abortus kolonizira placento in 

primarno povzroča splav in skotitev slabotnega novorojenčka. C. abortus je endemična 

bakterija med prežvekovalci. Izolirali so jo pri ovcah, govedu in kozah povsod po 

svetu. Prav tako jo povezujejo s splavi pri konjih, zajcih, morskih prašičkih, miših in 

svinjah (Everett, 2000; Everett in sod., 1999). Zdrave živali se hitro okužijo od obolelih 

v času splava, ko se s placento in izcedkom maternice izloča velika količina klamidij v 

okolico, kjer ohranjajo infektivnost nekaj dni (Naglić in sod., 2005). Opisani so tudi 

primeri žensk, 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 ločili tudi sev, ki povroča okužbo morskih prašičkov. Tipski sev je bil 

izoliran iz morskega prašička (Cavia cobaya), od tod tudi ime Chlamydophila caviae. 

Vsi znani izolati imajo identično zaporedje v genu ompA. Izolirali so ga iz očesne 

veznice morskih prašičkov, kjer povzroča očesno vnetje z izcedkom. C. caviae 

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

 

C. psittaci, ki povroča okužbo pri mačkah (lat. felis) povsod po svetu, so preimenovali 

v Chlamydophila felis. Z bakterijo je lahko okuženo do 10 % mačk. Povzroča vnetje 

očesne veznice, rinititis in respiratorne težave. Živali večinoma spontano ozdravijo v 

nekaj tednih, lahko pa ostanejo latentno okužene in širijo povzročitelja ter pod 

določenimi pogoji ponovno zbolijo. Poročali so o zoonotični okužbi ljudi s C. felis 

(Everett, 2000; Naglić in sod., 2005). 
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2. 7. 3 Okužba s C. psittaci pri človeku 

 
C. psittaci povzroča pri ljudeh psitakozo, ki običajno poteka kot pljučnica (CDC, 

2000). Najpogostejši prenašalci mikroba na ljudi so papige in golobi (Dovč, 1998; 

Sudler in sod., 2004).  

 

Človek se okuži z vdihovanjem aerosolnih delcev posušenih izločkov ptic ali pri 

obdelavi okuženega mesa (Keše, 2002). Do prenosa okužbe lahko pride ob stiku ust s 

kljunom ptic in pri rokovanju s perjem okuženih ptic. Tudi kratka izpostavljenost lahko 

vodi do simptomatske okužbe. Zato se nekateri bolniki s psitakozo ne spominjajo in ne 

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

 

Preden so bila na razpolago ustrezna antimikrobna zdravila, je bila smrtonost visoka 

(več kot 20%). Največ smrtnih primerov je bilo pri ljudeh starejših od 50 let (Schachter, 

1990). Sedaj je zdravljenje psitakoze s tetraciklini (z ustreznimi zdravili) uspešno in 

bolezen je redkeje življenjsko ogrožujoča (Schachter, 1990; CDC, 2000).  

 

CDC je leta 2007 objavil poročilo prijavljenih psitakoz (Summary of Notifiable 

Disease) za leto 2005, ko so v Ameriki zabeležili 16 primerov psitakoze. Od 1990 do 

2005 je bilo prijavljenih 791 primerov okužb (Preglednica 1). Glede na prejšnja leta 

število primerov vsako leto upada (CDC, 2007). Ker je diagnoza psitakoze lahko 

težavna, predstavljajo prijavljeni primeri psitakoze podcenjeno število dejanskega 

števila okužb (CDC, 1997).  
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Preglednica 1: Prijavljeni primeri psitakoze v Ameriki od 1995 do 2005 (CDC, 2007). 

 
** = † = bolezen, ki je ni bilo potrebno prijaviti,    – = ni podatkov,    ***= test za določanje hepatitis C protiteles postane dostopen 1990. 

 

Najpogosteje se okužba s C. psittaci prične z vdihovanjem infektivnih delcev, ki 

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

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

pljučnico. Simptomatska okužba se začne z nenadnim izbruhom vročine, mrzlico, 

glavobolom, slabostjo in bolečinami v mišicah. Ponavadi se razvije neproduktiven 

kašelj, ki ga spremlja težko dihanje in dihalna stiska v prsnem košu. Včasih pride do 

pulzno-temperaturne disociacije (vročina brez povečanega pulza), povečane vranice in 

pojava izpuščajev (NASPHV, 2008) Okužba 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 še vedno predstavlja izziv za laboratorijsko diagnostiko (Geens in sod., 2005b). 

Zaradi možnega prenosa C. psittaci na ljudi je pomembna hitra diagnostika pri 

okuženih pticah. Pravilna diagnoza klamidioze pri pticah pomaga preprečevati 

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

2. 8. 1 Odvzem vzorca 

 
Celoten postopek z obolelimi ali mrtvimi pticami, kot tudi odvzem vzorca za 

dokazovanje povzročitelja, mora biti previdno izveden, da ne bi prišlo do okužbe osebja 

(Vlahović in sod., 2002). Pri obdukciji ptice se za diagnostiko najpogosteje odvzame 

tkivo zračnih vreč, vranice, osrčnika, srca, jeter ali ledvic (Andersen in Vanrompay, 

2003). Pri živih pticah najpogosteje odvzamemo brise kloake, brise žrela in brise 

fecesa, ki jih shranimo v transportnem gojišču 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 aseptično (Andersen in 

Vanrompay, 2003). 

 

Dolžina časa po izpostavljanju vpliva  na izbiro primerne kužnine. Ptice, pri katerih 

vzorčimo zgodaj po okužbi, imajo najverjetneje klamidije samo v žrelnem vzorcu. 

Večina ptic ima kasneje po okužbi klamidije prisotne tudi v fekalnih in kloakalnih 

vzorcih. Respiratorni sistem je zadnji sistem, ki se očisti okužbe, 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 znotrajcelične bakterije, zato jih izoliramo v celičnih kulturah, 

rumenjakovi vreči piščančjih embrijev ali v laboratorijskih živalih (miši) (Andersen in 

Vanrompay, 2003). 

 

Celične kulture so nadomestile uporabo laboratorijskih živali. Njihova uporaba v 

diagnostiki je postala “zlati standard” za izolacijo klamidij (Kelata in Taday, 2003). 

Primerne celične linije so McCoy celice, mišji fibroblasti L-929, HeLa celice in Buffalo 

Green Monkey (BGM) celice (Huhn, 1991, cit. po Kelata in Taday, 2003). 

V celicah se po inokulaciji kužnine razvijejo vključki, ki jih obarvamo z različnimi 

barvili (Giemsa, Gimenez) (Vanrompay in sod., 1995). Klamidijske vključke 

dokazujemo tudi z imunofluorescenčnim barvanjem z uporabo monoklonskih 

protiteles (Andersen in Vanrompay, 2003). 

 

Klamidije se v feces izločajo v časovnih presledkih, zato negativen rezultat ene 

kultivacije še ni zanesljiv dokaz, da ptica ni okužena s klamidijo. Prav tako lahko 

dobimo lažno negativne rezultate po neučinkovitem zdravljenju. Uspešnost gojenja 

klamidij v kulturah je odvisna od vrste in starosti gostiteljskih celic, ki jih uporabljamo, 

količine in viabilnosti klamidij v kužnini ter strokovne usposobljenosti laboratorija 

(Vanrompay in sod., 1995). Izolacija C. psittaci v celični kulturi je zahtevna metoda z 

nizko občutljivostjo in predstavlja veliko nevarnost okužbe laboratorijskega osebja, saj 

je bakterija zelo virulentna (Geens in sod., 2005b). Zato so potrebni za izvedbo te 

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

 

2. 8. 3 Serologija 

 
Za dokazovanje okužbe s klamidijo pri pticah se pogosto uporablja serološko testiranje 

(Kaleta in Taday, 2003). Velik problem pri serološkem testiranju je interpretacija 
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rezultatov. Pozitiven serološki test je dokaz, da je ptica bila okužena s C. psittaci v 

preteklosti, vendar ne dokazuje, da ima ptica trenutno akutno okužbo. Do lažnih 

negativnih rezultatov lahko pride pri pticah pri katerih so bili vzorci odvzeti pred 

imunskim odzivom, prav tako zdravljenje z antibiotiki lahko zmanjša protitelesni odziv 

(CDC, 1997). Za dokazovanje akutne okužbe je potreben štirikraten porast titra 

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

 

Za diagnostiko klamidijskih okužb se uporabljajo različni serološki testi. Z reakcijo 

vezave komplementa (RVK) ne razlikujemo okužbe s posamezno vrsto. RVK ima 

manjšo občutljivost (Bas in sod., 2001). Test mikroimunofluorescence (MIF) ima večjo 

občutljivost in specifičnost kot RVK (Wong in sod., 1994). MIF naj bi bila vrstno 

specifična metoda, vendar poročajo o navzkrižni reaktivnosti med klamidijskimi 

vrstami (Wong in sod., 1999). Mnogo klamidijskih okužb je lahko kroničnih ali 

dolgotrajnih. Problem pri interpretaciji serološkega testa predstavljajo protitelesa, ki 

perzistirajo v serumu daljše obdobje v višjem titru. V tem primeru pa težko razlikujemo 

med preteklo in akutno okužbo. Po navideznem ozdravljenju ptice obdržijo zmerno do 

visoko vrednost RVK titrov protiteles (1/128 do 1/256) od nekaj tednov do mesecev. 

Zato je dokazovanje protiteles bolj primerno za epidemiološke študije ptičje klamidioze 

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

2. 8. 4 Detekcija klamidijskih antigenov 

 
Testi za dokazovanje klamidijskega antigena imajo v primerjavi z izolacijsko metodo 

številne prednosti. Z njimi dokazujemo žive in nežive klamidije kot tudi topne antigene 

v izločkih. 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).  
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Prednosti testa ELISA so v višji občutljivosti in možnost avtomatizacije (Kaleta in 

Taday, 2003). Nekateri testi ELISA so lahko lažno pozitivni zaradi navzkrižne reakcije 

z drugimi bakterijami (CDC, 1997).  

 

Metode za dokazovanje antigena so relativno cenejše, enostavne za izvedbo, ne 

potrebujejo posebnih pogojev transporta vzorcev, hkrati pa so mnogo hitrejše v 

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

 

2. 8. 5 Molekularno dokazovanje nukleinske kisline C. psittaci 

 
Z molekularnimi metodami dokazujemo navzočnost nukleinskih kislin bakterij v 

kužnini (Madigan in sod., 2003). Zato je prvi korak osamitev DNA ali RNA iz vzorca. 

Temu sledi dokazovanje DNA, za kar se uporablja več metod, to so metoda 

določevanja nukleotidnega zaporedja, hibridizacijske metode in metode pomnoževanja 

delcev nukleinskih kislin (Koren in sod., 2002). Molekularne tehnike nam omogočajo 

natančen vpogled v strukturo genoma organizmov in so zato pogosto bolj informativne 

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

 

Specifično pomnoževaje genomskih odsekov C. psittaci je primerno orodje za potrditev 

prisotnosti patogena v kužnini (Dovč in Dovč, 1999).  

 

2. 8. 5. 1  Verižna reakcija pomnoževanja s polimerazo – PCR (angl. polymerase chain 

reaction) 

 
PCR omogoča pomnoževanje točno določenega odseka nukleinske kisline in vitro. 

Tako lahko zelo hitro namnožimo želene odseke DNA v tako velikem številu, da jih 

lahko direktno uporabljamo v analitske namene (Dovč, 1998).  
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PCR reakcija je sestavljena iz treh korakov (Slika 8).  

 
Slika 8: Princip verižne reakcije pomnoževanja s polimerazo – PCR (Principle of the…, 1999). 

 

Za uspešno pomnoževanje pa je nujno potrebno poznavanje vsaj dela genoma, kar nam 

omogoča pravilno izbiro začetnega oligonukleotida, ki je komplementaren mejnemu 

delu genoma, ki ga želimo pomnožiti (Koren in sod., 2002).  

 

Od 1990 so razvili številne tehnike PCR za dokazovanje in identifikacijo DNA C. 

psittaci. Večina od njih uporablja kot tarčo gen ompA (Ménard in sod., 2006; 

Kaltenboeck in sod., 1991). Nedavno so Laroucau in sodelavci predlagali uporabo para 

začetnih oligonukleotidov (CpsiA/CpsiB), katerih tarča je ohranjena družina genov pmp 

bakterije C. abortus. Čeprav njihova funkcija še 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 občutljiv in specifičen za dokaz klamidioze. S tem parom 

začetnih oligonukleotidov so dokazali vse znane serotipe/genotipe (razen genotipa E/B, 

ki ni bil vključen v raziskavo). Ker so bili začetni ologonukleotidi CpsiA/CpsiB 

specifični za C. abortus, je vprašanje navzkrižne reaktivnosti z DNA C. psittaci 

(Laroucau in sod., 2007). Čeprav 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 možnost 

standardizacija testa (Laroucau in sod., 2007). PCR je visoko občutljiva in specifična 

metoda za dokazovanje tarčne DNA in je odvisna od količine organizma v vzorcu 

(Messmer in sod., 1997). Omogoča enostaven in neinvaziven odvzem vzorcev. Ker niso 

potrebne žive klamidije, je transport in shranjevanje enostavno (Andersen in 

Vanrompay, 2003).  

 

Glavna pomankljivost PCR metode pa je možnost navzkrižne kontaminacije, za kar 

potrebujemo sterilne pogoje dela in natančno 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 začetnih oligonukleotidov 

(Slika 9). Najprej se izvede standardna PCR reakcija z uporabo zunanjih začetnih 

oligonukleotidov. Nato sledi druga PCR reakcija, kjer se uporabijo notranji (ugnezdeni, 

angl. nested) začetni oligonukleotidi pri pomnoževanju pridelkov prve PCR reakcije 

(Nested PCR…, 2006). S pomnoževanjem pridelka prve reakcije, “nested” PCR, se 

poveča občutljivost PCR metode. Tudi specifičnost metode naraste, ker se notranji 

začetni oligonukleotidi pomnožujejo samo, če je pridelek prve reakcije specifičen 

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

pomnožujejo zunaj tarčnega zaporedja. Sledi druga PCR reakcija, kjer drugi par začetnih 

oligonukleotidov specifično pomnožuje znotraj tarčnega zaporedja produktov prve PCR reakcije (Nested 

PCR,…,.2005). 

 

2. 8. 5. 1. 2 Multiplex PCR 

Multiplex PCR se uporablja za sočasno dokazovanje več vrst organizmov v vzorcu. 

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

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

da ima multiplex PCR metoda nižjo občutljivost v primerjavi s PCR metodo, kjer se 

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

 



Verbančič M. Molekularno dokazovanje klamidioze. 
   Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Enota medoddelčnega študija mikrobiologije, 2008 
 

37

2. 8. 5. 1. 3 Touchdown PCR 

Touchdown PCR je še ena različica klasičnega PCR. Madico in sodelavci (2000) so 

razvili občutljivo in specifično Touchdown Enzyme Time Release (TETR) metodo 

PCR za identifikacijo vseh klamidij, ki povzročajo bolezni pri človeku. Metoda 

vključuje aktivacijo DNA polimeraze pri 95 °C. S tem so posnemali ”hot start” za 

preprečevanje DNA sinteze pred termalnim ciklom. S postopnim zniževanjem 

temperature so povečali specifičnost vezave začetnih oligonukleotidov. Postopna 

aktivacija encima DNA polimeraze med termalnim ciklom pa je omogočila 60 ciklov 

za izboljšanje analitične občutljivosti. Ugotovili so, da je občutljivost metode boljša v 

primerjavi s klasično metodo PCR in različico 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 času 

PCR v realnem času ponuja prednost pred tradicionalnimi metodami in klasičnim PCR 

s svojo hitrostjo, enostavnostjo, avtomatizacijo, zmanjšanim tveganjem kontaminacije 

in možnostjo kvantifikacije nukleinske kisline (Yang in sod., 2006). Pri PCR v realnem 

času poteka pomnoževanje specifičnega odseka nukleinske kisline sočasno z detekcijo 

nastalega produkta. Tako omogoča specifično in občutljivo kvantifikacijo DNA z 

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

 

Geens in sodelavci (2005b) so dokazali uporabnost vrstno-specifičnega in genotipsko-

specifičnega PCR v realnem času za ugotavljanje DNA C. psittaci v vzorcu. Vse 

genotipe, razen genotipa E, ki ima enak restrikcijski vzorec kot genotip E/B, so določili 

z uporabo ompA RFLP analizo ali s sekveniranjem gena ompA. Genotipsko-specifičen 

PCR v realnem času bi se lahko uporabljal za epidemiološke raziskave (Geens in sod. 

2005b). Heddema in sodelavci so opisali občutljiv, specifičen in hiter PCR v realnem 

času za dokazovanje DNA C. psittaci v človeških vzorcih. Vendar začetni 
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oligonukleotidi in sonde zaradi sekvenčne homologije gena ompA niso razlikovale med 

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

2. 8. 5. 2   DNA mikročipi 

 
Tehnologija DNA mikročipov se v diagnostiki bakterijskih in virusnih patogenov šele 

razvija (Borel in sod., 2007). Omogoča nam sočasno pregledovanje DNA vzorcev z 

velikim številom sond, ki izhajajo iz polimorfnih genskih segmentov in/ali različnih 

genskih regij (Kempf in sod., 2006). Sachse in sodelavci so v svoji študiji pokazali 

uporabo mikromrež za direktno dokazovanje vrst iz rodu Chalmydia in Chlamydophila 

spp. v kliničnih vzorcih. Test vključuje PCR pomnoževanje tarčnega zaporedja na 23S 

rDNA s sočasno biotinilacijo in hibridizacijo v ArrayTube (AT) sistemu (Sachse in 

sod., 2006). Z DNA mikromrežo lahko dokažemo eno samo tračno kopijo PCR 

pomnoževanja (Ehricht in sod., 2006; Sachse in sod., 2006). Občutljivost ArrayTube™ 

DNA mikromrež je primerljiva s PCR v realnem času, klasičnim PCR ali 

imunohistokemijo (Kempf in sod., 2006; Borel in sod., 2007). Mikromreže so uporabne 

tudi za rutinsko diagnostiko (Borel in sod. 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Verbančič M. Molekularno dokazovanje klamidioze. 
   Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Enota medoddelčnega študija mikrobiologije, 2008 
 

39

3  MATERIAL IN METODE 

 

3. 1 ZBIRANJE IN SHRANJEVANJE KUŽNINE 

Z Inštituta za zdravstveno varstvo perutnine (doc. dr. Alenka Dovč, dr. vet. med.), 

Veterinarske fakultete Ljubljana, smo pridobili kloakalne brise 86 prostoživečih 

mestnih golobov iz Ljubljane. Brise smo do testiranja hranili v transportnem gojišču 

2SP pri –70 °C. 

 

3. 2 IZOLACIJA BAKTERIJSKE DNA 

Postopek izolacije bakterijske DNA smo izvajali v sterilni zaščitni komori LFV 91T 

(Iskra PIO, d. o. o., Slovenija) pod sterilnimi pogoji. Pri delu smo uporabljali rokavice 

in aseptično tehniko dela. Tako smo preprečili možnost kontaminacije vzorcev med 

postopkom izolacije bakerijske DNA in možnost okužbe med delom. 

 

Kužnine smo predhodno odtajali pri sobni temperaturi. Izolacijo DNA smo izvedli s 

kompletom reagentov QIAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN GmbH, Nemčija). Osamitev 

smo izvedli po navodilih proizvajalca, s spremembo v prvem koraku izolacije. 

Oprema in reagenti: 

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

• termostresalnik mikrotubic, Thermomixer 5436 (70 °C) (Eppendorf, Nemčija) 

• centrifuga Centrifuge 5403 (Eppendorf, Nemčija) 

• avtomatske pipete (Eppendorf)  

• sterilni nastavki za pipette (Eppendorf) 

• stojalo za mikrotubice 

• sterilne mikrotubice (1,5 ml) 

• mikrokolone (QIAamp Spin Column, priložene kitu) z 2 ml zbiralnimi 

epruvetami 
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• pufer ATL (angl. Tissue Lysis Buffer) 

• puffer AL (angl. Lysis Buffer) 

• puffer AW1 (angl. Wash Buffer 1) 

• puffer AW2 (angl. Wash Buffer 2) 

• puffer AE (angl. Elution Buffer) 

• proteinaza K  

• etanol (96–100%) 

 

V 1,5 ml mikrotubico smo prenesli 200 µl kužnine (bris kloake). Nato smo vsebino 

centrifugirali 20 minut pri 15000 obratih/minuto. Po končanem centrifugiranju smo 

zavrgli 100 µl supernatanta, dodali 180 µl pufra ATL in usedlino resuspendirali. 

Vsebini smo dodali 20 µl proteinaze K. Mešanico smo premešali z vorteksiranjem in 

inkubirali pri 56 °C na stresalniku čez noč. 

 

Po lizi bakterijskih celic smo mikrotubice kratko centrifugirali (1–2 sekundi), da smo 

odstranili kapljice z notranjih sten mikrotubice. Nato smo dodali 200 µl pufra AL, 

premešali z vorteksiranjem 15 sekund in inkubirali 10 minut pri –70 °C. Po inkubaciji 

smo mikrotubico centrifugirali 1–2 sekundi. 

 

Mešanici smo dodali 200 µl 90–100% etanola in vsebino premešali na vorteksu 5 

sekund. Nato kratko centrifugirali, da smo odstranili kapljice z notranjih sten 

mikrotubice. 

 

Lizat smo previdno prenesli v mikrokolono (QIAamp Spin Column), vloženo 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 µl 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 µl 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 µl 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 VERIŽNA REAKCIJA S POLIMERAZO 

3. 3. 1 Sestava reakcijske mešanice in pogoji PCR 

 
Za pomnoževaje izolirane DNA C. psittaci z metodo “nested” PCR smo uporabili 

komplet reagentov nemškega proizvajalca Genkam Biotechnology AG. V prvem 

koraku PCR reakcije reagenti omogočajo pomnoževanje DNA Chlamydia spp., v 

drugem koraku PCR reakcije pa reagenti pomnožujejo DNA C. psittaci. Za pravilno 

izvedbo metode smo sledili navodilom proizvajalca. 

 

Posamezne faze reakcije PCR smo izvajali v ločenih prostorih, tako smo zmanjšali 

možnost kontaminacije vzorcev in prostora. Pripravo reakcijske mešanice smo izvajali 

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

• mikrotubice (0,2 ml) 

• reagent A 

• reagent B 

• reagent H 

• pozitivna kontrola  (reagent D1) 

• negativna kontrola (reagent D2) 

• označevalec molekulske mase (tubica E) 

• barvilo (tubica F) 

• termični pomnoževalnik Perkin Elmer PCR 9600 (PE Applied Biosistems, 

ZDA) 

• Herolab UV komora 

• pipete (Eppendorf) 

• sterilni nastavki za pipete (Eppendorf) 

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

 

Reakcijska mešanica za prvi korak PCR reakcije (Slika 10) je vsebovala reagenta A in 

B, ki smo jima dodali še izolirano DNA. V prvem koraku reakcije PCR pomnožujemo 

rodovno specifičen 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 mešanice je bil 21 µl. 

 
Slika 10: Reakcijska mešanica prvega koraka verižne reakcije s polimerazo – PCR reakcije (Genekam 
Biotechnology, AG). 
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Pomnoževanje 420 baznih parov dolgega zaporedja DNA smo izvedli v termičnem 

pomnoževalniku 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 

60 sekund pri 72 °C 

3.   60 sekund pri 72 °C 

Po končanem pomnoževanju 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 pomnožujemo z oligonukleotidnimi začetniki, ki so 

specifčni za DNA C. psittaci. Reakcijska mešanica 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 mešanice je bil 20 µl. 

 
Slika 11: Reakcijska mešanica drugega koraka verižne reakcije s polimerazo – PCR reakcije (Genekam 
Biotechnology, AG). 

 

50 ponovitev 
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Pomnoževanje 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 

 

Po končanem pomnoževanju 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 DOKAZOVANJE PRIDELKOV PCR REAKCIJE 

3. 4. 1 Priprava agaroznega gela in elektroforeza 

 
Pridelke PCR smo ločevali z vodoravno elektroforezo (HE33 mini horizontal 

submarine unit Hoefer™, Nemčija) 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-HCl, 0’02 M NaCl, 2 mM EDTA, 0’02 M Na-acetat pH 8’3). Pripravljeno 

raztopino smo v mikrovalovni pečici segreli do vrelišča in pustili vreti nekaj sekund. 

Preverili smo, ali se je agaroza v celoti raztopila, in nato pod tekočo vodo ohladili do 

približno 40 °C. Nato smo dodali 4,5 µl etidijevega bromida (Sigma, ZDA, 10 mg/ml) 

in gel nalili v kadičko z glavnikom.  

3. 4. 2 Priprava vzorcev in nanos na gel 

 
V vdolbinice gela smo nanesli mešanico 10 µl pridelka PCR, ki smo mu dodali še 2 µl 

barvila iz tubice F (priložen kompletu reagentov za PCR). Nanesli smo tudi pozitivno 

kontrolo. 

30 ponovitev 
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V prvo in zadnjo vdolbinico smo nanesli 10 µl označevalca 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 električnem polju 100 Voltov 55 

minut. Po končani elektroforezi smo gel pregledovali v transluminatoriju LKB 

MacroVue (Pharmacia, Švedska) z UV svetlobo valovne dolžine 302 nm in jih 

fotografirali s polaroidno kamero Palaroid DS 34 (direct screen instant camera, 

Polaroid, ZDA). Gel smo obdelali in slikali še s pomočjo računalniškega sistema Gel 

Doc 2000 (Biorad, Italija). 

 

Velikost pridelkov reakcije PCR smo določili s primerjavo njihove lege prog glede na 

proge DNA označevalca molekulske mase znane velikosti in glede na pozitivno 

kontrolo. 

 

3. 5 POTRJEVANJE POZITIVNIH REZULTATOV 

Vzorce, pri katerih smo pri elektroforezi pridelkov PCR opazili proge v območju 389–

404 bp, smo potrjevali s ponovnim testiranjem z isto metodo. Iz vzorcev smo ponovno 

izolirali celokupno DNA iz brisov kloake, ki smo jo nato ponovno pomnoževali 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 

389–404 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 IF (ID) BioMerieux,  France). CLEARVIEW je hitri encimsko 

imunski test za dokazovanje klamidijskega antigena. V tem testu izvleček 

klamidijskega antigena nanesemo na membrano v vzorčnem okencu Clearview 

ploščice, kjer so vezana anti-klamidijska monoklonska protitelesa. Antigen z 

označenimi monoklonskimi protitelesi tvori kompleks, katerega posledica je vidna 

obarvana črta (Arumainayagam in sod., 1990). Test ima nizko specifičnost in nizko 

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

 

4. 1 DOKAZOVANJE DNA BAKTERIJE C. psittaci  

V prvem koraku PCR reakcije smo uporabili par začetnih oligonukleotidov, ki so 

specifični za rod Chlamydia, pri čemer smo dobili fragment DNA v velikosti 420 

baznih parov. Prvi pridelek smo nato uporabili v drugem koraku “nested” reakcije PCR, 

kjer smo dobili pomnožen fragment DNA v velikosti 389–404 baznih parov. Velikost 

pridelkov smo določali glede na velikost DNA označevalca 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: Število pozitivnih vzorcev na Chlamydia psittaci po prvem in drugem testiranju z metodo 

“nested” PCR.  

PCR Prvo testiranje 

Potrjevanje rezultatov s 

ponovnim testiranjem 

Število vzorcev 86 86 

Število pozitivnih vzorcev na  

C. psitaci 7 + 8* 7 

Število 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 še v šestih vzorcih (Preglednica 3). Metoda “nested” PCR je pokazala 

višjo občutljivost v primerjavi z metodo CLEARVIEW.  

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

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

Metoda CLEARVIEW “Nested” PCR 

Število vzorcev 86 86 

Število pozitivnih vzorcev 1 + 1 * 7 

Število negativnih vzorcev 84 79 

Delež pozitivnih (%) 1,16 8,14 

 

Slika 12 prikazuje pozitivne razultate z metodo “nested” PCR po gelski elektroforezi, 

kjer so vidni pomnoženi 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 specifičen za rod Chlamydia spp. 

 
Slika 12: Gelska elektroforeza pridelkov verižne reakcije s polimerazo (PCR) Chlamidia psittaci. M: 

označevalec 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.  

500 bp 
400 bp 
 
300 bp 
 
200 bp 
 
100 bp 

420 bp 

389–404 
     bp  
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI 

 

5. 1 RAZPRAVA 

Klamidioza pri pticah je zoonoza, ki jo povzroča bakterija C. psittaci (Dovč, 1998). 

Mikroorganizem je patogen ptic, ki se prenaša z inhalacijo okuženega prahu, aerosolov 

ali z neposrednim stikom (Trávniček in sod., 2002; NASPHV, 2008). Okužene ptice 

širijo C. psittaci skozi iztrebke in respiratorne izločke (Vanrompay in sod., 1995).  

 

Klamidioza pri pticah je običajno sistemska okužba. Klinični znaki se razlikujejo in so 

odvisni od vrste in starosti ptice ter virulentnosti seva C. psittaci (Andersen in 

Vanrompay, 2003). Okužene ptice so lahko brez bolezenskih znakov, a so prenašalke 

C. psittaci, ki lahko izločajo povzročitelja tudi več let (Peeling in Brunham, 1996; 

Dovč, 1998). Do povečanega širjenja in dovzetnosti ptic za okužbo pride zaradi stresa, 

kot je transportiranje, preveliko število ptic na enem mestu, stradanje ali valjenje jajc 

(Peeling in Brunham, 1996). Najpogostejši prenašalci C. psittaci na ljudi so papige in 

golobi (Dovč, 1998; Sudler in sod., 2004).  

 

Pomemben vir okužbe za ljudi so mestni golobi, ki živijo v tesnem stiku z ljudmi. 

Klinična slika pri golobih je največkrat neizrazita. Lahko se opazi neješčost, apatija, 

driska in serozen do serozno gnojen izcedek iz nosnic in oči (Dovč in sod., 2000).  

Veliko število prostoživečih golobov živi v vsakem večjem mestu po svetu (Haag - 

Wackernagel in Moch, 2004). Pri golobih ni poznan čas inkubacije, a so okužbe s 

klamidijami endemične in se pogosto širijo s starša na mlade golobe (Vlahović 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 Dovč in 

sod., 2000), golob pa v enem letu izloči 2,5 kg iztrebkov (Gregurić in sod., 1992 cit. po 

Dovč in sod., 2000).  
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Rešidbegović in sodelavci so 2005 izvedli epidemiološko študijo zdravstvenega statusa 

prostoživečih golobov v Sarajevu. Protitelesa za C. psittaci so odkrili pri 30,1 % 

golobov (Rešidbegović in sod., 2006). Golobi so zelo razširjeni tudi na podeželju in 

mestnih področjih Japonske. V tesen stik z ljudmi prihajajo v parkih, templjih, 

svetiščih, javnih vrtovih in železniških postajah. Tanaka in sodelavci so 2005 z 

“nested” PCR pregledovali iztrebke mestnih golobov in poročali o 22,2 % pozitivnih 

primerov. Heddema in sodelavci so poročali o prevalenci okužb s C. psittaci pri 

mestnih golobih v Amsterdamu. Ker prihaja do sproščanja bakterije v presledkih in je 

lahko aktivirana s stresnimi faktorji, kot je parjenje, so odvzeli vzorce v času nizkega 

paritvenega obdobja (februar, marec) in v času visokega paritvenega obdobja (maj). 

Ugotovili so, da 5 (februar, marec) do 10 (maj) % pregledanih mestnih golobov v 

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

 

Mestni golobi živijo v tesnem stiku z ljudmi in živalmi. (Dovč in sod., 2004). Ljudje so 

pogostoma izpostavljeni različnim domačim ali divjim pticam v vsakodnevnem 

življenju zaradi poklica ali naključnega stika. Divje ptice se zbirajo v bližini javnih 

mest, tako kontaminirajo okolje z izločki in aerosoli s C. psittaci (Chahota in sod., 

2006). Ljudje se najpogosteje okužijo med čiščenjem golobjih iztrebkov ali pri 

odstranjevanju golobov iz zgradb. Veliko ljudi ima naključne 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 področja Blue Mountins v 

Avstraliji prišlo do izbruha psitakoze. S C. psittaci se je okužila skupina starejših 

prebivalcev, ki so večinom doma in zato bolj aktivni na svojih dvoriščih (vrtnarijo, 

kosijo travo). S pomočjo epidemiološke študije so poskušali določiti faktorje tveganja. 

Ugotovili so, da stik z živimi ali mrtvimi divjimi pticami ter košnja trave s kosilnico 

brez lovilca trave pojasni 70 % primerov okužb. Proizvajalci kosilnic navajajo, da 

lovilci trave zmanjšujejo nastajanje prahu ter tako zmanjšujejo količino izločenega 

prahu v okolico (Telfer in sod., 2005).  
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Pospíšil in sodelavci (1988) so prav tako dokazali, da so golobi pomemben vir okužbe 

za ljudi. Osemnajst izmed dvaindvajset delavcev na katedrali St. Elisabeth v mestu 

Košice je zbolelo za akutno ornitozo. Vir okužbe je bil prah posušeneg fecesa mestnih 

golobov (Pospíšil in sod., 1988 cit. v Trávniček in sod., 2002). 

 

Zraven možne okužbe ljudi, predstavljajo golobi nevarnost tudi za prenos okužbe na 

udomačene živali, kot so ptičji ljubljenčki in perutnina, ki živijo v tesnem stiku z ljudmi 

(Heddema in sod., 2006a). Nemogoče je preprečiti stik pasemskih golobov s 

prostoživečimi mestnimi golobi in vrabci, zato je toliko bolj pomemben stalen nadzor 

ptic (Dovč, 1998). Trávniček in sodelavci so s serološkimi testi dokazovali protitelesa 

IgG proti C. psittaci pri fazanih na kmetiji in pri divjih golobih. Dokazali so visoko 

stopnjo okuženosti 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 delež so razlagali 

z dejstvom, da golobi preživljajo zimski čas skriti na kmetijah, kjer je njihova 

koncentracija in medsebojni stik zelo visok. Ptice so oslabljene zaradi nezadostnega 

hranjenja v zimskem času, kar lahko povzroči aktivacijo infektivnega procesa. Stik med 

golobi in fazani na kmetiji je običajno posreden, predvsem, ko golobi ali druge divje 

ptice iščejo hrano ter tako kontaminirajo hrano in okolje (Trávniček in sod., 2002).  

 

Diagnoza klamidioze pri pticah je otežena zaradi pogosto odsotnih kliničnih znakov 

bolezni (Vlahović in sod., 2002). Izolacija C. psittaci je zahtevna za izvajanje, relativno 

neobčutljiva ter predstavlja nevarnost za okužbo (Geens in sod., 2005b). Ker je visoko 

infektivna in se širi z aerosoli, zahteva delo v laboratoriju tretje varnostne stopnje 

(Ménard in sod., 2006). Najpogosteje se pri pticah izvaja serološko testiranje. 

Interpretacija rezultatov je težavna, saj ima večina ptic navzoča protitelesa od 

predhodnih okužb, ki lahko vztrajajo tudi do nekaj mesecev. Zaradi obveznega 

pregledovanja parnih serumov ima serologija manjši klinični pomen (Geens in sod., 

2005b).  
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Zaradi teh pomankljivosti so razvili številne metode PCR za dokazovanje okužb s C. 

psittaci (Ménard in sod., 2006). Njeni prednosti pred drugimi metodami sta hitra 

izvedba in možnost standardizacije (Laroucau in sod., 2007). PCR so opisali kot visoko 

občutljivo 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 žive klamidije, je transport in shranjevanje kužnine enostavnejše 

(Andersen in Vanrompay, 2003).  

 

Kaltenboeck in sodelavci (1991) so razvili dvostopenjski, “nested” PCR za 

dokazovanje C. psittaci. Van Loock in sodelavci (2005) so objavili različico “nested” 

PCR-ELISA s 100% specifičnostjo. 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 

povzročitelji atipične pljučnice. Ugotovili so, da ima multiplex PCR nižjo občutljivost v 

primerjavi s PCR, kjer se uporabjajo posamezni začetni oligonukleotidi (Tong in sod., 

1999). Messmer in sodelavci so pri izbruhu psitakoze uporabili kombinacijo nested-

multiplex PCR. V prvem koraku PCR reakcije so pomnoževali za rod specifičen odsek 

DNA, v drugem PCR pa so razločevali DNA C. pneumoniae, C. psittaci in C. 

trachomatis (Messmer in sod., 1997). PCR v realnem času se uporablja za identifikacijo 

in/ali kvantifikacijo Chlamydia spp. Ta metoda je zelo občutljiva in hitra. Ker se vsi 

koraki izvajajo v eni mikrotubici je manjša možnost za kontaminacijo s PCR pridelki 

(Ménard in sod., 2006).  

Metoda DNA mikročipov se v diagnostiki bakterijskih in virusnih patogenov šele 

razvija (Borel in sod. 2007). Sachse in sodelavci so prikazali uporabnost DNA 

mikromrež za direktno dokazovanje vrst iz rodu Chalmydia in Chlamydophila spp. v 

kliničnih vzorcih (Sachse in sod., 2006). 

 

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

PCR pri mestnih golobih. Iz 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, Nemčija). Z 

“nested” PCR smo v prvem koraku reakcije PCR pomnoževali rodovno specifičen 

odsek klamidijske DNA. V drugem koraku reakcije PCR pa smo pomnoževali odsek 

DNA z vrstno specifičnimi začetnimi oligonukleotidi, v velikosti 389–404 bp, ki smo 

ga dokazali s pomočjo gelske elektroforeze.  

C. psittaci povzoča med drugim okužbo gastrointestinalne poti. V naši diplomski nalogi 

smo kužnino 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 še 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 “močno” pozitivni (so 

imeli močno progo na gelu), so bili pozitivni tudi po drugem testiranju. Žal potrditve 

pozitivnih rezultatov z referenčno metodo osamitve balkterije v celični kulturi ni bilo 

možno 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 višjo 

občutljivost molekularne metode. S tem smo potrdili nizko občutljivost in specifičnost 

metode CLEARVIEW. 

 

Od 86 vzorcev kloakalnih brisov mestnih golobov smo po končani gelski elektroforezi 

drugega testiranja dobili 7 pozitivnih vzorcev, kar predstavlja 8,14 % pregledanih 

pozitivnih vzorcev. Prekuženost mestnih golobov je večja 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 prostoživečih golobov v 

Ljubljani. S serološkim testom so ugotovili prekuženost s C. psittaci pri 23,7 % mestnih 

golobov (Dovč in sod., 2004). V primerjavi s prejšnjimi raziskavami, kjer so rezultati 

kazali na veliko višje odstotke seroprevalence [(66,7 % (Dovč, 1998), 22,5 % (Dovč in 

sod., 2000) in 23,7 % (Dovč, 2004)], kažejo rezultati naše naloge (8,14 %) na ugodnejši 

epidemiološki položaj v primerjavi s prejšnjimi leti.  

Prisotna je velika razlika v odstotkih seroprevelence in neposrednem dokazu DNA. 

Interpretacija rezulatatov predstavlja veliko pomankljivost seroloških testov. Pozitiven 

serološki test je dokaz, da je bila ptica okužena s C. psittaci v preteklosti, vendar ne 

dokazuje, da ima ptica trenutno akutno bolezen, ali je klicenosec. Medtem ko dokaz 

nukleinske kisline kaže na direktno prisotnost bakterije v kužnini. 

 

V naši študiji smo pričakovali najmanj 5 % prekuženost mestnih golobov, saj številne 

raziskave potrjujejo prisotnost C. psittaci pri mestnih golobih (Tanaka in sod., 2005; 

Rešidbegović in sod., 2006; Heddema in sod., 2006a; González - Acuña in sod., 2007).  

Uspešno smo izolirali bakterijsko DNA in potrdili uporabnost “nested” PCR metode pri 

dokazovanju C. psittaci iz koloakalnih brisov mestnih golobov. 

 

Populacija prostoživečih golobov je izrazito narasla v velikih mestih povsod po svetu. 

Preveliko število golobov v človeškem okolju predstavlja resen zdravstven, sanitaren, 

ekonomski in ekološki problem (Rešidbegović in sod., 2006). Klamidioza je zoonoza, 

tako zaradi zdravstvenih kot ekonomskih razlogov je pomembno takojšnje in pravilno 

odkrivanje vira okužbe (Trevejo in sod., 1999). Molekularne tehnike ne omogočajo 

samo občutljivejšo in hitrejšo diagnostiko v primerjavi s serološkim testiranjem, ampak 

nudijo tudi možnost tipizacije sevov. To je še 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, če je genotip B 

res prevladujoči genotip. 
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5. 2 SKLEPI  

Na podlagi naše raziskave in podatkov iz literature smo prišli do naslednjih zaključkov:  

• Bris kloake predstavlja ustrezno kužnino za dokaz okužbe s Chlamydia 

psittaci 

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

psittaci  

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

 
C. psittaci je obvezna znotrajcelična bakterija, ki povzroča klamidiozo pri pticah. 

Okužba je zoonoza, saj se lahko prenaša na človeka. Okužbo s C. psittaci pri ljudeh 

imenujemo psitakoza ali ornitoza. Ljudje se najpogosteje okužijo z aerosolom 

posušenega fecesa ali iz respiratornih izločkov okuženih ptic.  

Mestni golobi predstavljajo pomemben vir okužbe tako za ljudi kot za druge vrste ptic. 

Do okužbe ljudi lahko pride v mestnih parkih, kjer se golobi redno zadržujejo. Osebe, 

ki golobe hranijo, so lahko izpostavljeni infektivnim aerosolom posušenega fecesa, 

prav tako lahko pridejo v stik z okuženim perjem golobov. Izpostavljeni so tudi delavci 

na gradbiščih, kjer prihaja do dvigovanja prahu, ki lahko vsebuje infektivne delce.  

Dokaz okužbe 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 okužbe za izvajalca. Večinoma 

se uporabljajo serološki testi, vendar velik problem pri serološkem testiranju predstavlja 

interpretacija rezultatov. Zaradi teh pomankljivosti prihajajo v zadnjem času v ospredje 

molekularne metode, ki omogočajo specifično, občutljivo in hitro dokazovanje 

patogenih mikroorganizmov.  

 

V našem 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 pomnoževali rodovno specifičen odsek klamidijske DNA. 

V drugem koraku reakcije PCR pa smo pomnoževali vrstno specifičen odsek DNA C. 

psittaci, ki smo ga dokazali s pomočjo 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 številnih študij, da predstavljajo mestni golobi 

pomemben rezervoar za C. psittaci, ter tako vir okužbe za ljudi in živali, ki prihajajo v 

stik z njimi.  
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