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AB Bakterija Escherichia coli (E. coli) je pomemben ¢lan ¢revesne mikrobiote

ljudi in Stevilnih Zzivali. Poleg komenzalnih sevov obstajajo tudi patogeni
sevi E. coli, ki povzrocajo razli¢ne ¢revesne (sevi IPEC) in zunajcrevesne
okuzbe (sevi ExXPEC). Da bi ugotovili, ali lahko govedo predstavlja
rezervoar sevov EXPEC, smo pripravili zbirko izolatov, 89 sevov, bakterije
E. coli iz blata zdravega goveda. Vseh 89 sevov smo uvrstili v filogenetske
skupine in jim dolocili prevalenco zapisov za 16 razli¢nih virulentnih
dejavnikov, znacCilnih za seve EXPEC. Za vse seve smo tudi preverili
obcutljivost za $tiri razli¢éne antibiotike. V filogenetsko skupino B1 smo
uvrstili 48 (54 %) sevov, v skupino A 28 (31 %), v skupino D 9 (10 %) in v
skupino B2 4 (4 %). Odkrili smo 10 razli¢cnih zapisov za virulentne
dejavnike: zapis fimH smo odkrili pri 58 (65 %) sevih, zapis fyuA pri 13 (15
%), zapis iucD pri 12 (13 %), zapis hlyA pri 8 (9 %), zapis iha pri 6 (7 %)
ter zapisa ibeA in kpsMT pri 3 (3 %) sevih. Zapise usp, ireA in hbp je imel le
1 (1 %) sev. Zapisov papGll, papGlll, sfaDE, afa/draBC, cnfl in tcpC
nismo odkKrili. Vsi sevi so bili obcutljivi za ampicilin in nalidiksi¢no kislino.
86 (97 %) sevov je bilo obcutljivih za tetraciklin, 85 (96 %) sevov pa je bilo
obcutljivih za streptomicinu. NaSi rezultati so tako pokazali, da goveji
komenzalni sevi E. coli nimajo visokega virulentnega potenciala za
povzrocitev zunajérevesnih okuzb.
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AB Bacteria Escherichia coli is an important member of the intestinal of

humans and many other animals. However, it is also known that some
strains can cause intestinal (IPEC) or extraintestinal (EXPEC) infections.
The aim of this study was to characterize commensal E. coli isolates from
feces of healthy cattle for their potential for EXPEC infections. In total 89 E.
coli strains were with the help of PCR classified into phylogenetic groups
and the presence of 16 known EXPEC virulence factors genes was
determined. Further, susceptibility to 4 different antibiotics was examined.
48 (54 %) of isolates belonged to the phylogenetic group B1, 28 (31 %) to
A, 9 (10 %) to D and 4 (4 %) to the group B2. Ten different EXPEC
virulence factors genes were detected: fimH in 58 (65 %), fyuA in 13 (15
%), iucD in 12 (13 %), hlyA in 8 (9 %), iha in 6 (7 %), ibeA and kpsMT in 3
(3 %), and usp, ireA and hbp in 1 (1 %) of tested isolates. All isolates were
negative for papGll, papGlll, sfaDE, afa/draBC, cnfl and tcpC. 96 %
isolates were susceptible to streptomycin and 97 % to tetracycline.
Ampicilin and nalidixic acid inhibited growth of all isolates. Our
resultsshowed that commensal E. coli isolates from cattle have a low
virulence potential for causing extraintestinal pathogenic infections.
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bazni par

citotoksi¢ni nekrotizirajo¢i dejavnik (ang. »cytotoxic necrotizing factor«)
difuznoadherenti sevi E. coli (ang. »diffusely adherent E. coli«)
deoksiribonukleinska kislina (ang. »deoxyribonucleic acid«)
bakterija Escherichia coli

enteroagregativni sevi E. coli (ang. »enteroaggregative E. coli«)
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1

1UvOD

Bakterija Escherichia coli (E. coli) kolonizira prebavni trakt ljudi, toplokrvnih Zivali in
plazilcev. Zaradi razlik v telesni velikosti, morfologiji prebavnega trakta, nacinu prehrane,
sestavi mikrobiote in zadrzevalnih Casih zauzite hrane se med razli¢nimi gostitelji razlikuje
koncentracija E. coli v njihovih iztrebkih. Koncentracija E. coli v iztrebkih ljudi se tako
giblje med 107 in 10° cfu/g, medtem ko je pri domacih Zivalih mnogo manjia in se v

povpre&ju giblje med 10* in 10° cfu/g (Tenaillon in sod., 2010).

Poleg komenzalnih sevov E. coli obstajajo tudi patogeni sevi, ki povzrocajo razli¢ne
¢revesne in zunajcrevesne okuzbe ter letno povzrocijo ve¢ kot 2 milijona ¢loveskih smrti.
Zaradi te raznolikosti E. coli predstavlja odlicen model za proucevanje prehodov med
mutualizmom, komenzalizmom in patogenostjo. Najve¢ raziskav je bilo do sedaj narejenih
na patogenih sevih, vendar bo v prihodnje potrebno vecjo pozornost nameniti tudi
raziskavam o razli¢nih ekoloskih in evolucijskih pritiskih, ki vplivajo na populacijsko
strukturo komenzalnih sevov E. coli, saj novejSe Studije kazejo, da lahko komenzalni sevi
predstavljajo rezervoar za razvoj patogenih sevov in sevov, odpornih proti antibiotikom
(Tenaillon in sod., 2010).

Ker se pojavlja vedno ve¢ dokazov, da zunajérevesni patogeni sevi E. coli (sevi EXPEC)
izvirajo iz zivil Zivalskega izvora, smo se v naSem magistrskem delu odlocili prouciti
goveje komenzalne seve E. coli, ki bi lahko predstavljali vir za zunajérevesne okuzbe ljudi.
Zaradi Siroke uporabe antibiotikov v Zivinoreji nas je zanimalo tudi, ali bi lahko goveji
komenzalni sevi E. coli predstavljali rezervoar za razvoj sevov, odpornih proti

antibiotikom.



Kvas A. Ugotavljanje prisotnosti genskih zapisov... pri komenzalnih govejih sevih bakterije Escherichia coli.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehnidka fakulteta, Studij mikrobiologije, 2013

2

1.1 NAMEN DELA

Namen magistrskega dela je bil pripraviti zbirko izolatov bakterije E. coli iz blata zdravega
goveda in jih med sabo razlikovati s pomoc¢jo metode ERIC-PCR ter jim z verizno reakcijo
s polimerazo dolociti prisotnost genskih zapisov za virulentne dejavnike (papGlll, papGll,
sfaDE, afa/draBC, cnfl, hlyA, usp, iucD, tcpC, ibeA, fimH, fyuA, ireA, iha, hbp in kpsMT),
ki so znacilni predvsem za zunajCrevesne patogene seve E. coli (EXPEC). Vse izolate smo
tudi uvrstili v filogenetske skupine in podskupine ter jim preverili obcutljivost za

antibiotike ampicilin, nalidiksi¢no kislino, streptomicin in tetraciklin.

Cilji naloge:
e ugotoviti prevalenco genskih zapisov za virulentne dejavnike EXPEC pri govejih
¢revesnih sevih E. coli;
e ugotoviti, ali obstaja povezava med prisotnostjo zapisov za virulentne dejavnike,
posameznimi filogenetskimi (pod)skupinami in odpornostjo proti antibiotikom;
e primerjati prevalenco genskih zapisov za virulentne dejavnike sevov E. coli iz blata

goveda in sevov E. coli iz blata ljudi.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 BAKTERIJA Escherichia coli

Bakterijo Escherichia coli (E. coli), ki danes velja za enega izmed najbolje prouc¢enih
mikroorganizmov, je leta 1885 prvi izoliral Theodor Escherich (Kaper in sod., 2005). E.
coli kolonizira prebavila ljudi in toplokrvnih zivali ze nekaj ur po njihovem rojstvu. S
svojim gostiteljem obicajno zivi v komenzalnem razmerju in ima kot del mikrobiote
pomembno vlogo pri presnovi, zasciti pred kolonizacijo s patogenimi mikroorganizmi in
pri sintezi nekaterih vitaminov ter rastnih dejavnikov (Madigan in sod., 2003; Nataro in
Kaper, 1998).

Bakterija E. coli je glavna predstavnica velike bakterijske druzine Enterobacteriaceae.
Bakterije iz te druzine so po Gramu negativni fakultativno anaerobni bacili (Sousa, 2006).

Vecina sevov je gibljivih in imajo peritrihe bicke (Madigan in sod., 2003).

Doloceni sevi E. coli imajo lahko tudi zapise za specifi¢ne virulentne dejavnike. Ti zapisi
se pogosto nahajajo na mobilnih genetskih elementih, kar omogoc¢a nastajanje sevov z
novimi kombinacijami razlicnih virulentnih dejavnikov. NajuspeSnejSe kombinacije
virulentnih dejavnikov so vodile do nastanka specifi¢nih patotipov, ki lahko povzrocijo

bolezen tudi pri zdravem posamezniku (Kaper in sod., 2004).

Okuzbe s patogenimi sevi E. coli delimo na c¢revesne, ki jih povzrocajo t. i. Crevesni
patogeni sevi E. coli (sevi IPEC), in zunajcrevesne okuzbe, ki jih povzrocajo t. i.
zunajCrevesni patogeni sevi E. coli (sevi EXPEC). Med ¢revesne patogene spadajo
enteropatogena E. coli (EPEC), enterohemoragi¢na E. coli (EHEC), enterotoksigena E. coli
(ETEC), enteroagregativna E. coli (EAEC), enteroinvazivna E. coli (EIEC) in
difuznoadherentna E. coli (DAEC). Med zunaj¢revesnimi okuzbami so najpogostejse
okuzbe urinarnega trakta, ki jih povzroc¢a uropatogena E. coli (UPEC). Pogoste so tudi

okuzbe s patotipom, ki povzro¢a meningitis in sepso (MNEC) (Kaper in sod., 2004).
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2.2 SEVI IPEC

Za enteropatogene E. coli (EPEC) je znacilno lokalno pritrjevanje s fimbrijami na povrsino
sluznice tankega Crevesa. Sevi se tesno pritrdijo na mikrovile enterocitov in jih unicijo.
Sevi EPEC povzrocajo sporadi¢ne primere in izbruhe driske pri otrocih do 3. leta starosti.
V drzavah v razvoju so sevi EPEC Se vedno med najpogostejSimi povzrocitelji drisk pri

dojenckih (Andlovic, 2002).

Enterotoksigene E. coli (ETEC) izlocajo toplotno-labilni enterotoksin (TL), ki je podoben
kolerinemu toksinu. Posledica je obilna vodena driska. Sevi ETEC povzrocajo drisko pri
dojenckih in majhnih otrocih, pogosto povzrocajo tudi potovalno drisko. Prenasajo se

predvsem s hrano in z vodo, le redko s stikom (Andlovic, 2002).

Enterohemoragi¢ne E. coli (EHEC) izlo¢ajo toksine, ki so zelo podobni Sigovim toksinom
bakterije Shigella dysenteriae serotipa 1. Najbolj znan serotip iz te skupine je E. coli
O157:H7. Vir te bakterije so prebavila goveda in verjetno tudi drugih zivali. Bolezen se
prenasa s kontaminirano hrano, predvsem z izdelki iz mletega govejega mesa in z vodo. V
razvitih drzavah je E. coli O157 povzrocila $tevilne epidemije, medtem ko so v manj
razvitih drzavah opisali samo posami¢ne primere. E. coli O157 povzroca krvavo drisko
(v€asih samo blago vodeno drisko) in hemoragi¢ni kolitis. Pri majhnih otrocih in starejSih
ljudeh se lahko 5 do 10 dni po nastopu driske pojavijo nevarni zapleti, ki se kazejo v obliki
hemoliti¢nega uremi¢nega sindroma (HUS) z ledvi¢no odpovedjo in nevroloskimi zapleti

(Andlovic, 2002).

Enteroinvazivne E. coli (EIEC) so po biokemicnih lastnostih in sposobnosti invazije zelo
podobne Sigelam. Pripnejo se na mikrovile enterocitov, ki so na povrsini sluznice tankega
Crevesa in jih unicijo. V drZzavah v razvoju povzro¢ajo drisko in potovalno drisko, vendar
so epidemije opisali tudi v razvitih drzavah. Bolezen poteka s povisano telesno

temperaturo in krvavo drisko (Andlovic, 2002).
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Enteroagregativne E. coli (EAEC) se pritrjujejo na celice v znacilnem vzorcu in izlo¢ajo
enterotoksin. V drzavah v razvoju povzroéajo pri otrocih dolgotrajno drisko (Andlovic,
2002).

Epidemiologija in patogeneza difuznoadherentnih E. coli (DAEC) Se ni popolnoma
pojasnjena (Sousa, 2006). Sevi DAEC najpogosteje povzrocajo drisko pri otrocih mlajsih
od 12 mesecev (Kaper in sod., 2004).

2.3 SEVI EXPEC

Zunajérevesne okuzbe obicajno povzrocata dva patotipa E. coli. Sevi UPEC povzroc¢ajo
okuzbe urinarne poti, medtem ko sevi MNEC povzro¢ajo neonatalni meningitis in sepso

(Sousa, 2006).

Sevi UPEC so povzrocitelji ve¢ kot 90 % vseh UTI (Zhang in Foxman, 2003). Izhajajo iz
¢revesne mikrobiote in vecinoma spadajo v filogenetsko skupino B2, deloma tudi v

filogenetsko skupino D (Zhang in sod., 2002).

Vedno ve¢ novejsih Studij je usmerjenih v odkrivanje tudi drugih rezervoarjev sevov
EXPEC. Posebna pozornost je namenjena zivilom Zivalskega izvora, Se posebej perutnini.
Rezultati razli¢nih $tudij so pokazali, da je meso perutnine pogosto kontaminirano s sevi E.
coli, ki vsebujejo podobne zapise za virulentne dejavnike kot sevi EXPEC izolirani iz ljudi.
Sevi, ki so izolirani iz perutnine, so pogosto tudi bolj odporni proti antibiotikom in drugim

protimikrobnim sredstvom (Manges in Johnson, 2012).

Pri raziskovanju patogeneze UTI ima poleg zapisov za virulentne dejavnike pomembno
vlogo tudi razumevanje populacijske dinamike c¢revesne mikrobiote. »Hipoteza
prevalence« pravi, da lahko dolga perzistenca ali dominantnost dolo¢enega seva povecata
njegove moznosti, da lahko povzroci bolezen. Zato je potrebno raziskati vlogo perzistence,
dominantnosti in raznolikosti ¢revesnih sevov E. coli pri razvoju ponavljajo¢ih se UTI

(Manges in Johnson, 2004).
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Okuzbe urinarne poti (UTI) spadajo med najpogostejSe bakterijske okuzbe pri ljudeh (Bien
in sod., 2012). Zaradi razlik v anatomiji so Zenske podvrZene ve¢jemu tveganju za razvoj
UTI kot moski (Zhang in Foxman, 2003). Okoli 50 % vseh Zensk je do svojega 30. leta Ze

imelo UTI, pri 5 % se razvije kroni¢na ponavljajoca se okuzba (Marrs in sod., 2005).

Obstajajo tri poti Sirjenja okuzbe: ascendentna, hematogena in limfogena. Najpogostejsa je
ascendentna pot Sirjenja, od se¢nice proti mehurju. V primeru retroperitonealnega abscesa
ali resne okuzbe Crevesa lahko pride tudi do Sirjenja bakterij preko limfnega sistema.
Hematogena pot Sirjenja pri zdravih posameznikih ni znana, obCasno se pojavlja le pri
imunsko oslabljenih bolnikih, pri katerih pride do bakteriemije ali fungemije oralnega
izvora (Davids in Flood, 2011).

Da lahko sevi UPEC povzrocijo bolezen, potrebujejo zapise za virulentne dejavnike. V
prvi stopnji okuzbe so pomembne predvsem fimbrije in adhezini, ki preprecijo, da bi
bakterije odnesel tok urina. Po kolonizaciji periuretralnega predela se sevi UPEC preko
seCnice ascendentno S$irijo proti mehurju. Priblizno 4 do 24 ur po okuzbi zacnejo sevi
UPEC zaradi drugacnega okolja v mehurju izrazati fimbrije tipa I, ki imajo pomembno
vlogo v zacetni fazi UTI (Kaper in sod., 2004). Po pritrditvi sevi UPEC vstopijo v
epitelijske celice mehurja. Znotraj epitelijskih celic se najprej nahajajo v strukturi, ki
spominja na pozni endosom ali lizosom, nato sledi razmnoZevanje bakterij v citosolu. Pride
do sprozitve zapletene signalizacijske kaskade, ki vodi do vezave bakterijskih fimbrij tipa |
na uroplakine in tvorbe znotrajceli¢nih bakterijskih skupnosti (ang. »intracellular bacterial
community« - IBC). Med tvorbo IBC hitro rasto¢e bakterije v obliki bacilov dozorijo v
pocasi rastoCe in zelo organizirane skupnosti, ki spominjajo na biofilm. Zreli IBC so
sestavljeni iz veC tiso¢ kokoidnih bakterij, ki zavzemajo vecino citoplazme epitelijskih
celic in povzrocijo morfoloske spremembe epitelijskih celic. Bakterije se nato ponovno
pretvorijo v gibljive bacile, ki se lahko Sirijo v sosednje epitelijske celice urinarnega trakta
(Agarwal in sod., 2012). Bakterije, ki se nahajajo znotraj epitelijskih celic, lahko delujejo

tudi kot rezervoar za ponavljajoce se okuzbe (Kaper in sod., 2004).
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2.4 VIRULENTNI DEJAVNIKI

Ceprav obstaja veliko §tevilo razliénih virulentnih dejavnikov, lahko vse uvrstimo v eno
izmed $tirih razli¢nih skupin: adhezine, toksine, sisteme za privzem Zeleza ali dejavnike za
izogibanje imunskemu odzivu (Star¢i¢ Erjavec in Zgur-Bertok, 2011). Virulentni dejavniki
omogocijo kolonizacijo in vdor v gostitelja, izogibanje ali motnje v delovanju imunskega
sistema, nastanek poSkodb gostiteljevega tkiva in/ali spodbudijo Skodljiv prekomerni
vnetni odziv (Johnson in Stell, 2000). Zapisi za virulentne dejavnike se pogosto nahajajo
na mobilnih genetskih elementih (plazmidih, bakteriofagih, otokih patogenosti (PAI) in
transpozonih) (Agarwal in sod., 2012).

2.4.1 Adhezini

Na zacetku okuzbe imajo najpomembnejSo vlogo adhezini. Poleg njihove primarne vloge,
da omogocajo pritrjevanje, lahko delujejo tudi kot invazini, promotorji tvorbe biofilma in
prenaSalci signala do epitelijskih celic (Star¢i¢ Erjavec in Zgur-Bertok, 2011). Adhezine
delimo na fimbrijske in nefimbrijske; glede na to, ali se nahajajo na koncu fimbrij ali
neposredno na bakterijski povrsini. Fimbrije so povrsinski glikoproteini, ki delujejo kot
ligandi za glikolipidne in glikoproteinske receptorje na povrsini epitelijskih celic urinarne
poti (Le Bouguénec, 2005). V premeru merijo 5-10 um, dolge so do 2 um (Davids in
Flood, 2011). Pri pritrjevanju bakterij imajo najpomembnejSo vlogo fimbrije tipa I, P-
fimbrije, S-fimbrije in druzina adhezinov Afa/Dr. Ceprav imajo bakterije zapise za veé
razliénih fimbrij, le redko izrazajo ve¢ kot en tip fimbrij hkrati. Kateri tip fimbrij bodo

bakterije izraZale, je odvisno od signalov iz okolja (Castelain in sod., 2010).

2.4.1.1 Fimbrije tipa |

Sevi E. coli za pritrjevanje najpogosteje uporabljajo fimbrije tipa 1. Zapise zanje vsebuje
velika vec¢ina sevov UPEC in tudi Stevilni drugi patogeni ter komenzalni sevi. Vezavo na
receptor omogoca protein FimH, ki prepozna manozne ostanke na glikoproteinskih
receptorjih gostiteljskih celic. Obstaja vec razlicic proteina FimH. Sevi UPEC imajo FimH,

ki se veze na monomanozne in trimanozne ostanke glikoproteinskih receptorjev, medtem
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ko protein FimH komenzalnih sevov prepozna le trimanozne ostanke (Bower in sod.,
2005).

2.4.1.2 P-fimbrije

Mnoge Studije so pokazale, da se zapisi za P-fimbrije pogosteje nahajajo pri sevih UPEC
kot pri ¢revesnih komenzalnih sevih (Star¢i¢ Erjavec in Zgur-Bertok, 2011). IzraZanje P-
fimbrij je Se posebej pogosto pri sevih UPEC, ki povzrocajo pielonefritis (Wiles in sod.,
2008). Pritrditev omogoca adhezin PapG, ki se nahaja na koncu P-fimbrij in se veZe na
glikolipide gostiteljskih celic (Star¢i¢ Erjavec in Zgur-Bertok, 2011). Obstajajo tri razli¢ice
proteina PapG, ki se veZejo na razli¢ne izoreceptorje. PapGII se veze na glikolipid, ki se
nahaja na vec€ini celic ¢loveSkega urotelija in se pogosto izraza pri sevih, ki povzrocajo
pielonefritis, medtem ko je PapGlIl pogosteje izrazen pri sevih, ki povzrocajo cistitis.
Adhezin PapGl se veze na glikolipide, ki se nahajajo predvsem na epitelijskih celicah
urinarne poti psov, ¢eprav so ze odkrili razli¢ico PapGI na uroteliju ¢loveka (Wiles in sod.,

2008).

2.4.1.3 S-fimbrije

S-fimbrije so znacilne predvsem za seve, ki povzrocajo UTI in meningitis pri
novorojenckih. Adhezina Sfal in Sfall se vezeta na ostanke siali¢cne kisline na
glikoproteinskih receptorjih, ki so prisotni na epitelijskih celicah in zunajcelicnem
matriksu (Hacker in sod., 1993). Studije so pokazale, da sevi E. coli, ki povzrogajo UTI,
pogosteje vsebujejo zapise za S-fimbrije kot ¢revesni komenzalni sevi (Strarci¢ Erjavec in
Zgur-Bertok, 2011).

2.4.1.4 Afa/Dr

V druzino adhezinov Afa/Dr spadajo fimbrijski adhezini (Dr, Dr-1l in F1845) in
nefimbrijski adhezini (AFA-I in AFA-II). Receptor za druzino adhezinov Afa/Dr je
beljakovina DAF (ang. »decay accelerating factor«), ki ima vlogo zaséite gostiteljevega
tkiva pred citotoksicnimi vplivi aktivacije komplementa. Vsi adhezini te druzine imajo
podobno gensko organizacijo — operon, ki je sestavljen iz vsaj petih genov. Geni draA,

draB, draC in draD (afa, afaB, afaC in afaD) imajo zapise za podporne beljakovine in so
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moc¢no ohranjeni pri vseh adhezinih iz te druzine, medtem ko se samo gen dra (afaE), ki

vsebuje zapis za adhezinsko molekulo, razlikuje (Wroblewska-Seniuk in sod., 2005).

2.4.2 Toksini

Pomembno vlogo v patogenezi bakterij imajo toksini. Patogeni sevi E. coli vsebujejo
zapise za Stevilne razli¢ne toksine, med katerimi sta za seve UPEC najbolj znacilna toksina
alfa hemolizin (HlyA) in citotoksi¢ni nekrotizirajo¢i dejavnik 1 (CNF1) (Star¢i¢ Erjavec in
Zgur-Bertok, 2011). Za razliko od Stevilnih drugih patogenih bakterij, ki za vnos toksinov
v gostiteljsko celico uporabljajo sistem izlo¢anja tipa III, sevi UPEC obicajno uporabljajo

sistem izlocanja tipa I ali V (Wiles in sod., 2008).

2.4.2.1 CNF1

Citotoksi¢ni nekrotizirajo¢i dejavnik 1 (CNF1) je 115 kDa velik A-B toksin. Kataliti¢na
podenota A se nahaja na C-terminalnem delu, podenota B, ki omogoca vezavo na
gostiteljsko celico, pa se nahaja na N-terminalnem delu. Zapis za CNF1 vsebuje priblizno
ena tretjina sevov UPEC. Taréa CNF1 so trije proteini iz druzine Rho, in sicer: RhoA,
Racl ter Cdc42. CNF1 povzro¢i, da so ti proteini neprestano aktivni, kar vodi do
sprememb v celicnem citoskeletu, nastanka vecjedrnih celic velikank in nekroze celic
(Kouokam in sod., 2006).

2.4.2.2 HIyA

Podatki razli¢nih studij kazejo, da zapis za alfa hemolizin (HIyA) vsebuje 25-56 % sevov
UPEC. HIyA na krvnem agarju okoli kolonij tvori velike cone hemolize. Spada v druzino
toksinov RTX (ang. »repeat in toxin«) in tvori pore v celicni membrani eritrocitov,
levkocitov in ledvi¢nih tubularnih celic (Kerényi in sod., 2005). Glavna vloga toksina
HIyA naj bi bila poskodba gostiteljskih celic, kar omogoca spros¢anje zeleza in hranil,
potrebnih za bakterijsko rast. Vendar novejse Studije kazejo, da lahko toksin HIyA v nizkih
koncentracijah deluje tudi tako, da spremeni signalne poti gostiteljskih celic, ki imajo
pomembno vlogo pri celicnem ciklu, metabolizmu celice, vezikularnem transportu in

prezivetju celic (Wiles in sod., 2008).
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2.4.2.3 Usp

Kurazono in sod. so leta 2000 naklju¢no odkrili gen, ki vsebuje zapis za uropatogeni
specifi¢ni protein (Usp). Odkrili so ga v Studiji, v kateri so iskali gene, homologne genom
zot (ang. »zonula occuldens toxin«) pri Vibrio cholerae. Na misjem modelu je bilo
dokazano, da Usp poveca infektivnost sevov E. coli. Zapis za Usp se nahaja na majhnem
(42 kbp) otoku patogenosti in ga v svojem genskem zapisu bistveno pogosteje vsebujejo

sevi UPEC, ki povzrocajo UTI kot sevi, ki so izolirani iz blata zdravih ljudi (Nakano in

sod., 2001).

2.4.2.4 IbeA

Protein IbeA spada med virulentne dejavnike, znacilne za seve EXPEC. Prvi¢ so ga odkrili
pri sevu E. coli, ki povzrofa meningitis pri novorojenckih. Spada med invazine, ki sevom
E. coli omogocajo vdor v endotelijske celice krvno-mozganske pregrade. Genski zapis za
protein IbeA je pogosto prisoten tudi pri sevih, ki povzrocajo cistitis in/ali pielonefritis
(Cortes in sod., 2008).

2.4.3 Sistemi za privzemanje Zeleza

Ker je Zelezo nujno potreben kofaktor v Stevilnih metabolnih poteh, so bakterije razvile
specializirane sisteme za privzemanje zeleza. Najbolj znani so siderofori, ki jih bakterije
izlodajo v okolje in imajo visoko afiniteto za Fe™ ione. Receptorji in porinom podobni
transporterji  omogocajo prenos sideroforov z vezanim zelezom skozi bakterijske
membrane v citosol, kjer se zelezo sprosti (Wiles in sod., 2008). Bakterije lahko
sprejemajo tudi siderofore, ki jih v zunajcelicno okolje izlocajo druge bakterije in celo
glive (Star¢i¢ Erjavec in Zgur-Bertok, 2011). Sevi E. coli najpogosteje izloajo siderofor
imenovan enterobaktin. Zapis zanj vsebujejo tako komenzalni kot tudi patogeni sevi E.
coli. Sevi EXPEC poleg enterobaktina izloc¢ajo tudi Stevilne druge sideroforje kot so
salmohelin, jersiniabaktin in aerobaktin (Wiles in sod., 2008).

Pomembno vlogo pri pridobivanju Zeleza imajo tudi avtotransporterski proteini kot je

hemoglobinaska proteaza (Hbp). Hbp veze hemoglobin, ga razgradi in veze spros¢en hem.
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Gen za Hbp se nahaja na plazmidu pColV-K30, ki so ga doslej izolirali le pri patogenih
sevih (Otto in sod., 1998).

2.4.4 Dejavniki za izogibanje imunskemu odzivu

Patogene bakterije za izmikanje gostiteljevemu imunskemu odzivu uporabljajo Sirok
spekter razli¢nih virulentnih dejavnikov, od polisaharidnih kapsul, determinant odpornosti

proti serumu do modulatorjev imunskega odziva (Kaper in sod., 2004).

Kapsule so sestavljene iz urejenih plasti zunajceli¢nih polisaharidov, ki obdajajo
bakterijsko celico. Kapsule §cCitijo patogene bakterije pred opsonizacijo s protitelesi in
fagocitozo ter preprecujejo aktivacijo komplementa (Roberts in sod., 1995). Za
komenzalne seve E. coli so znacilne kapsule iz skupine 1 z veliko molekulsko maso in
nizko gostoto naboja, medtem ko so za seve EXPEC znacilne kapsule iz skupin 2 in 3, ki
imajo nizko molekulsko maso in visoko gostoto naboja na povrSini. Obstaja velika
strukturna raznolikost kapsularnih polisaharidov, saj pri bakteriji E. coli poznamo ve¢ kot
80 razlicnih kapsularnih serotipov (Johnson in O'Bryan, 2004). Pri UPEC sevih se
najpogosteje pojavljajo K-antigeni K1, K5, K30 in K92 (Star¢i¢ Erjavec in Zgur-Bertok,
2011).

Nedavno je bila pri sevin UPEC odkrita beljakovina TcpC, ki vsebuje domeno TIR
(Toll/interlevkin-1 receptor) in inhibira delovanje Toll-u podobnih receptorjev (ang. »Toll-
like receptors« — TLR). Zaporedja, ki so homologna genu tcpC, so odkrili pri 40 %
izolatov bolnikov s pielonefritisom, pri 21 % izolatov bolnikov s cistitisom, pri 16 %
izolatov bolnikov z asimptomatsko bakteriurijo in le pri 8 % komenzalnih izolatov (Cirl in
sod., 2008, Star¢i¢ Erjavec in Zgur-Bertok, 2011).
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2.5 ERIC-PCR

Bakterijski genomi so v primerjavi z evkariontskimi genomi mnogo manjsi, vendar kljub
temu vsebujejo Stevilne druzine kratkih (30-150 bp) ponavljajocih se zaporedij. Vecina teh
zaporedij je znacilna za posamezno bakterijsko vrsto ali za zelo sorodne vrste. Do danes je
malo znanega o njihovem izvoru, evoluciji in moznih funkcijah. Ker obstajajo tudi
bakterijske vrste, ki teh ponavljajoc¢ih se elementov ne vsebujejo, ta zaporedja verjetno ne
sodelujejo pri pomembnejSih  Zivljenjskih  funkcijah, kot so rast, prezivetje ali
pomnozevanje DNA. Bakterijska ponavljajo¢a se zaporedja so ponavadi nepopolni
palindromi in lahko tvorijo sekundarne strukture, ki stabilizirajo mRNA (Wilson in Sharp,
2006).

Zaporedja ERIC se od ostalih bakterijskih ponavljajocih se zaporedij razlikujejo po tem, da
jih lahko najdemo pri ve¢jem Stevilu bakterijskih vrst, predvsem pri ¢lanih iz druzin
Enterobacteriaceae in Vibrionaceae. So nepopolni palindromi, dolgi 127 bp, ¢eprav so bila
odkrita tudi krajSa oz. daljSa zaporedja ERIC. Najprej so jih odkrili pri E. coli in
Salmonella enterica serovar Typhimurium (Wilson in Sharp, 2006). Razvili so zacetne
oligonukleotide za pomnoZevanje z verizno reakcijo s polimerazo, ki se nalegajo na jedro
zaporedja ERIC v nasprotni smeri tako, da se pomnoZujejo deli genoma med dvema
bliznjima zaporedjema ERIC (Versalovic in sod., 1991). Ker se Stevilo zaporedij ERIC v
genomu posameznih vrst oziroma sevov razlikuje, metoda ERIC-PCR omogoca
pridobivanje specifiénih DNA-prstnih odtisov, znaéilnih za posamezno bakterijsko vrsto
0z. sev (Chulain in sod., 2006).

Stevilne Studije so pokazale, da lahko z metodo ERIC-PCR pridobimo DNA-prstne odtise
tudi pri organizmih, za katere ni znano, da bi v genomu imeli zapise zaporedij ERIC. To so
do sedaj uspeli dokazati pri ¢lanih iz bakterijskih rodov Rhizobium, Frankia,
Staphylococcus, Legionella, Xanthomonas in Pseudomonas ter pri glivah iz rodov
Aspergillus in Fusarium. Ti rezultati kaZzejo na to, da se zaCetni oligonukleotidi vezejo
nespecifiéno na naklju¢na mesta v genomu in da metoda ERIC-PCR lahko deluje tudi po
principu naklju¢no pomnozenih fragmentov (ang. »random amplification of polymorphic
DNA« — RAPD) (Gillings in Holley, 1996).
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2.6 FILOGENETSKE SKUPINE

Seve E. coli lahko uvrstimo v stiri glavne filogenetske skupine (A, B1l, B2 in D).
Komenzalni sevi obic¢ajno spadajo v skupini A in B1, veina enteropatogenih sevov spada
v skupino D, medtem ko se v skupini B2 nahajajo predvsem sevi, ki povzro¢ajo

zunaj¢revesne okuzbe (Subarinath in sod., 2011).

Sevi iz razli¢nih filogenetskih skupin se med sabo razlikujejo v velikosti genomov in v
Stevilu zapisov za virulentne dejavnike. Sevi iz filogenetskih skupin A in B1 imajo v
primerjavi s sevi iz filogenetskih skupin B2 in D manjSe genome in manj zapisov za

virulentne dejavnike (Carlos in sod., 2010).

Razvrscanje sevov v razli¢ne filogenetske skupine z metodo verizne reakcije s polimerazo
temelji na dokazovanju prisotnosti dolo¢enih genov oziroma fragmentov DNA: gena ChuA,
ki je potreben za transport hema v enterohemoragi¢ni O157:H7 E. coli in gena yjaA ter
fragmenta TSPE4.C2, ki zaenkrat Se nimata znane funkcije (Clermont in sod., 2000).

Gen chuA je prisoten pri sevih iz skupin B2 ter D in odsoten pri sevih iz skupin A ter B1.
Gen yjaA omogoca razlikovanje med skupinama B2 (gen yjaA prisoten) in D (gen yjaA
odsoten). Filogenetski skupini B1 in A lahko lo¢imo s pomocjo fragmenta TSPE4.C2, ki je
prisoten v skupini B1 in odsoten v skupini A (Clermont in sod., 2000). Kot je prikazano na
Sliki 1, lahko seve na podoben nacin uvrstimo Se v Sest razli¢nih podskupin: Ag, A1, B2,,

B23, D1 in D..
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Slika 1: Shematski prikaz dologevanja filogenetskih skupin in podskupin glede na prisotnost oziroma
odsotnost specifi¢nih produktov PCR (Star¢i¢ Erjavec in Zgur-Bertok, 2011).

NovejSe Studije se ukvarjajo z razSirjenostjo glavnih filogenetskih skupin pri sevih E. coli,
izoliranih iz blata ¢loveka in razli¢nih zivali. Gordon in Cowling (2003) sta v svoji Studiji
ugotovila, da je pogostost dolo¢ene filogenetske skupine pri sesalcih odvisna od tipa
prehrane, telesne mase in morfologije prebavnega trakta gostitelja. Pri pti¢ih in karnivornih
sesalcih, ki imajo relativno preprosto zgradbo prebavnega trakta, prevladuje filogenetska
skupina B1. Pri omnivorih in herbivorih, ki imajo za razliko od karnivorov dobro razvito
slepo ¢revo, pa prevladuje filogenetska skupina B2. Podobno studijo so naredili tudi Carlos
in sod. (2010), ki so prav tako dokazali, da filogenetske skupine med razli¢nimi gostitelji
niso razporejene naklju¢no. Obstajala naj bi podobnost v populacijski strukturi E. coli pri
ljudeh in prasi¢ih (monogastri¢ni omnivori, pri katerih prevladuje filogenetska skupina A)
ter pri kravah, kozah in ovcah (herbivorni prezvekovalci, pri katerih prevladuje
filogenetska skupina BIl). Ker so si rezultati razli¢nih Studij glede prevladujocih
filogenetskih skupin pri razli¢énih gostiteljih med sabo nasprotujo¢i, bo v prihodnje
potrebno opraviti $¢ ve¢ $tudij, ki bodo dale bolj jasno sliko o razSirjenosti posameznih

filogenetskih skupin pri razli¢nih gostiteljih.



Kvas A. Ugotavljanje prisotnosti genskih zapisov... pri komenzalnih govejih sevih bakterije Escherichia coli.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehnidka fakulteta, Studij mikrobiologije, 2013

15

2.7 ANTIBIOTIKI

Antibiotiki so naravne spojine, ki jih tvorijo glive in bakterije. Na druge mikroorganizme
delujejo tako, da jih ubijejo ali preprecujejo njihovo rast. Ceprav so v naravi odkrili veliko
Stevilo razli¢nih antibiotikov, je manj kot 1 % le-teh klini¢no uporabnih (Madigan in sod.,
2003). Kemoterapevtiki so protimikrobna zdravila, ki so izdelana s sintezo ali kemijsko
modifikacijo naravnega antibiotika. Obe metodi izboljSata njihove protimikrobne in

farmakoloske lastnosti. Sodobni antibiotiki so ve¢inoma kemoterapevtiki (Kotnik, 2002).

Antibiotike lahko glede na nacin delovanja razdelimo v §tiri skupine, in sicer:

antibiotiki, ki zavirajo sintezo celi¢ne stene;

antibiotiki, ki preprecujejo normalno delovanje celicne membrane;

antibiotiki, ki preprecujejo sintezo beljakovin (zavirajo transkripcijo ali translacijo);

antibiotiki, ki zavirajo sintezo nukleinskih kislin.

2.7.1 Antibiotiki, ki zavirajo sintezo celi¢ne stene

Bakterijska celicna stena je zgrajena iz peptidoglikana, sestavljenega iz verig
glikozaminoglikanov, ki so precno povezane z oligopeptidi. Struktura peptidoglikana se
vzdrzuje z aktivnostjo encimov transglikozilaz, ki dodajajo disaharidne pentapeptide na ze
obstojece glikozaminoglikanske verige in transpeptidaz, ki navzkrizno povezejo

oligopeptide sosednjih verig (Brooks in sod., 2010).

Betalaktami in glikopeptidi sta skupini antibiotikov, ki vplivata na specifi¢ne korake v
sintezi celicne stene. Betalaktami (npr. penicilini, karbapenemi in cefalosporini)
preprecujejo navzkrizno povezovanje peptidoglikanskih enot. Vezejo se na penicilin
vezavne proteine (ang. »penicillin binding proteins« — PBP) in jim preprecujejo izvedbo
transpeptidazne reakcije. Na novo nastajajoca celi¢na stena ni ve¢ navzkrizno povezana in
zato izgubi mehansko trdnost (Kohanski in sod., 2010). Vezava betalaktamskega
antibiotika na PBP sprozi tudi sproS¢anje avtolizinov, ki razgradijo Ze obstojeCo celi¢no

steno (Madigan in sod., 2003).
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Glikopeptidi (vankomicin, teikoplanin) delujejo kot steri¢ni zaviralci sinteze celicne stene.
VezZejo se na D-alanin D-alanin dipeptid posamezne peptidoglikanske enote in tako

preprecijo delovanje transglikozilaz (Kohanski in sod., 2010).

Mehanizem delovanja polimiksinov je podoben delovanju detergentov. Njihovo strukturo
predstavlja polikationski peptidni obro¢. Delujejo tako, da se vezejo na LPS po Gramu
negativnih bakterij in oslabijo kalcijeve ter magnezijeve mosti¢ke, ki omogocajo stabilnost
zunanje membrane. Pride do sprememb v prepustnosti zunanje membrane, kar vodi do

celi¢ne smrti (Zavascki in sod., 2007).

2.7.3 Antibiotiki, ki zavirajo sintezo beljakovin

Antibiotike, ki zavirajo sintezo beljakovin, lahko razdelimo v dve skupini: tiste, ki zavirajo
delovanje 50S-ribosomske podenote, in tiste, ki zavirajo delovanje 30S-ribosomske
podenote.

Med zaviralce 50S-ribosomske podenote spadajo makrolidi (npr. eritromicin), linkozamidi
(npr. klindamicin), streptogramini (npr. dalfopristin/kvinupristin), amfenikoli (npr.
kloramfenikol) in oksazolidinoni (npr. linezolid). Delujejo tako, da bodisi zavirajo
iniciacijo translacije beljakovin, bodisi preprecujejo translokacijo peptidil-tRNA, kar
preprecuje podaljSevanje nastajajoce peptidne verige (Kohanski in sod., 2010).

Med zaviralce 30S-ribosomske podenote spadajo tetraciklini in aminociklitoli. Med
aminociklitole spadajo aminoglikozidi (npr. streptomicin, kanamicin in gentamicin) ter
spektinomicin. VeZzejo se na 16S-rRNA na ribosomski podenoti 30S in preprecujejo
podaljSevanje peptidne verige. Tetraciklini delujejo tako, da preprecujejo dostop aminoacil-

tRNA do ribosoma (Kohanski in sod., 2010).

2.7.4 Antibiotiki, ki zavirajo sintezo nukleinskih kislin

Med zaviralce sinteze nukleinskih kislin spadajo kinoloni, rifampin, sulfonamidi in
trimetoprim. Rifampin zavira sintezo RNA. Deluje tako, da se veZze na od DNA-odvisno
RNA-polimerazo. Vsi kinoloni in fluorokinoloni zavirajo delovanje DNA-giraze (Brooks
in sod., 2010). DNA-giraza je encim, ki med podvojevanjem DNA tvori negativne navoje
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in na ta nacin olaj$a delovanje helikaze (Madigan in sod., 2003). Sulfonamidi preprecujejo
sintezo folne Kkisline, ki spada med osnovne gradnike nukleinskih Kkislin. Delujejo
selektivno, saj bakterije same sintetizirajo folno kislino, evkariontske celice pa so odvisne
od zunanjih virov in zato sulfonamidi nanje ne delujejo. Trimetoprim zavira delovanje
encima, ki reducira dihidrofolno kislino do tetrahidrofolne kisline. Ta reakcija predstavlja
pomemben korak pri sintezi purinov in posledi¢no vpliva na sintezo nukleinskih kislin.
Sulfonamide in trimetoprim je mogoce uporabljati tudi v kombinaciji. V tem primeru se

ucinkovitost obeh antibiotikov poveca in govorimo o sinergizmu (Brooks in sod., 2010).

2.7.5 Odpornost bakterij proti antibiotikom

Odkritje antibiotikov pomeni enega najpomembnejsih mejnikov v razvoju in napredovanju
medicine. Vendar njihova uporaba ni samo mo¢no zmanjSala smrtnosti zaradi infekcijskih
bolezni, ampak je na zalost tudi povzrocila pojav vse veCih bakterijskih sevov, ki so

odporni (rezistentni) proti posameznim ali celo ve¢ razli¢nim antibiotikom (Seme, 2002).

O naravni (intrinzi¢ni) odpornosti bakterij proti antibiotikom govorimo takrat, kadar je vsa
bakterijska vrsta odporna proti neki skupini antibiotikov. Posamezne bakterijske vrste ali
rodovi so naravno odporni proti nekaterim antibiotikom, kadar nimajo tar¢nih mest, na
katere antibiotiki delujejo. Nekatere vrste bakterij z znacilno sestavo celicne Stene
antibiotikom preprecujujo prodor do tar¢nega mesta njihovega delovanja.

Pridobljeno odpornost bakterij proti antibiotikom imajo v nasprotju z naravno samo
posamezni sevi neke bakterijske vrste ali rodu. Lahko je posledica mutacije
kromosomskega ali plazmidnega gena posamezne bakterijske celice ali pridobitve nove
genetske informacije z genskim prenosom iz druge bakterijske celice, predvsem s

konjugacijo ali transformacijo (Seme, 2002).

Poznamo pet osnovnih mehanizmov bakterijske odpornosti proti antibiotikom, in sicer:

e sprememba tarénega mesta oziroma prijemalis¢a antibiotika (npr. sprememba

penicilin vezavnih beljakovin);
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e encimska razgradnja antibiotika (npr. razgradnja betalaktamskih antibiotikov z
betalaktamazami);

e neprepustnost oziroma zmanjSana prepustnost celicne membrane za antibiotik
(npr. zmanjSana prepustnost za betalaktamske antibiotike zaradi spremembe
porinov v celi¢ni steni po Gramu negativnih bakterij);

e sprememba presnovne poti, na katero deluje antibiotik (npr. preprecena sinteza
timina v bakterijski celici povzro¢i odpornost proti sulfonamidom in
trimetoprimu);

e aktivno iz€rpavanje antibiotika iz bakterijske celice z aktivnim prenosom (npr.

odpornost po Gramu pozitivnih bakterij proti tetraciklinom) (Seme, 2002).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Bakterijski sevi

3.1.1.1 Goveji sevi

V magistrsko nalogo je bilo vkljucenih 23 vzorcev govejih iztrebkov, ki so prikazani v
Preglednici 1. Vzorcenje je potekalo 7. 4. 2012 na kmetiji Gosnik v Slovenskih Konjicah.
Iz teh vzorcev smo pregledali 115 izolatov E. coli. 59 izolatov izvira iz zbirke govejih
izolatov Skupine za molekularno genetiko Katedre za molekularno genetiko in biologijo
mikroorganizmov na Oddelku za biologijo BiotehniSke fakultete Univerze v Ljubljani, ki
so bili pridobljeni v ¢asu od 20. 12. 2007 do 1. 2. 2008. Podatki o teh izolatih se nahajajo v
Prilogi A.

Preglednica 1: Podatki o vzorcih govejih iztrebkov, pridobljenih na kmetiji Gosnik.

Vzorec Datum vzoréenja Kraj Zival Oznaka Zivali

07.04. 2012 Kmetija GoSnik  Krava 6837

[N

2 07.04. 2012 Kmetija GoSnik  Krava 6831

3 07.04. 2012 Kmetija Godnik Krava 8025

4 07.04. 2012 Kmetija Godnik Krava 3116

5 07.04. 2012 Kmetija Gosnik  Bik 574438
6 07.04. 2012 Kmetija Gosnik  Bik 574447
7 07.04. 2012 Kmetija GoSnik  Bik 574431
8 07.04. 2012 Kmetija GoSnik  Bik 574432
9 07.04. 2012 Kmetija GoSnik  Bik 574442
10 07.04. 2012 Kmetija Gosnik  Bik 574441
11 07.04. 2012 Kmetija Gosnik  Bik 574430
12 07.04. 2012 Kmetija Gosnik  Bik 690361
13 07.04. 2012 Kmetija Godnik Krava 2118

14 07.04. 2012 Kmetija Gosnik  Bik 616222
15 07.04. 2012 Kmetija GoSnik  Bik 602467
16 07.04. 2012 Kmetija GoSnik  Bik 602495
17 07.04. 2012 Kmetija GoSnik  Bik 600780

Se nadaljuje
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Nadaljevanje Preglednice 1: Podatki o vzorcih govejih iztrebkov, ki so bili pridobljeni na kmetiji Go3nik.

Vzorec Datum vzoréenja Kraj Zival Oznaka zivali
18 07.04. 2012 Kmetija Godnik  Bik 616202
19 07.04. 2012 Kmetija GoSnik  Bik 574435
20 07.04. 2012 Kmetija GoSnik  Bik 574429
21 07.04. 2012 Kmetija Gosnik  Bik 574444
22 07.04. 2012 Kmetija GoSnik  Krava 5960
23 07.04. 2012 Kmetija Godnik Krava 5967

3.1.1.2 Cloveski komenzalni sevi

Uporabljeni Cloveski komenzalni sevi spadajo v zbirko BJ Skupine za molekularno
genetiko Katedre za molekularno genetiko in biologijo mikroorganizmov na Oddelku za
biologijo Biotehniske fakultete Univerze v Ljubljani. Zbirka je bila narejena v ¢asu od
01.03. do 04.09.2009 in vsebuje 90 izolatov E. coli, izoliranih iz blata zdravih ljudi. Vsi
podatki o cloveskih komenzalnih sevih iz zbirke BJ, ki smo jih uporabili pri naSem
magistrskem delu, so prikazani v Prilogi C. Ti podatki izhajajo iz diplomskega dela
Manuele Citar oz. iz podatkov, ki so dostopni na Katedri za molekularno genetiko in
biologijo mikroorganizmov na Oddelku za biologijo BiotehniSke fakultete Univerze v

Ljubljani.

3.1.1.3 Pozitivni kontrolni bakterijski sevi

Pozitivne kontrole, ki smo jih uporabili v verizni reakciji s polimerazo, spadajo v zbirko
¢loveskih komenzalnih sevov (zbirka BJ) Skupine za molekularno genetiko Katedre za
molekularno genetiko in biologijo mikroorganizmov na Oddelku za biologijo BiotehniSke
fakultete Univerze v Ljubljani.
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Preglednica 2: Pozitivne kontrole, ki smo jih uporabili za veriZzno reakcijo s polimerazo.

Gen oz. fragmenet  Pozitivna kontrola

Filogenija BJ97
papGllI BJ32
papGll BJ60
sfaDE BJ19
afa/draBC BJ54
cnfl BJ33
hlyA BJ27
usp BJ10
iucD BJ53
tcpC BJ57
ibeA BJ19
fimH BJ45
fyuA BJ30
ireA BJ60
iha BJ2
hbp BJ20
kpsMT BJ36

3.1.2 Gojiséa

3.1.2.1 Priprava tekocih gojis¢ Luria-Bertani (LB)

Za pripravo tekocega gojis¢a LB smo v deionizirani vodi raztopili 25 g/L osnove za gojisce
LB (0,5 % kvasni ekstrakt, 1 % tripton, 1 % NaCl). Gojis¢e smo dobro premesali na
magnetnem mesSalu in odpipetirali 5 mL gojisS€a v epruvete. Gojis¢e smo sterilizirali z

avtoklaviranjem 15 minut pri 121 °C.

3.1.2.2 Priprava trdnih gojis¢ LB v petrijevkah

Za pripravo trdnih gojis¢ LB smo v deionizirani vodi raztopili 25 g/L osnove za gojisc¢e LB
in 15 g/L agarja. Gojis¢e smo dobro premeSali na magnetnem mesalu in sterilizirali z
avtoklaviranjem 15 minut pri 121 °C. Ko se je gojis¢e ohladilo na priblizno 55 °C, smo ga

razlili v sterilne plasti¢ne petrijevke.
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3.1.2.3 Priprava trdnih gojis¢ LB z dodanim antibiotikom
Trdna gojis¢a LB z dodanim antibiotikom smo pripravili po enakem postopku kot trdna
gojis¢a LB, le da smo ohlajenemu gojis€u po avtoklaviranju dodali ustrezno koli¢ino

antibiotika (glej Preglednico 3) in razlili v sterilne plasti¢ne petrijevke.

Preglednica 3: Kon¢ne koncentracije posameznih antibiotikov v gojis¢u LB.

Antibiotik Koncentracija
ampicilin 100 pg/mL
tetraciklin 10 pg//mL
nalidiksi¢na kislina 5 pug/mL
streptomicin 100 pg/mL

3.1.2.4 Priprava trdnih gojis¢ MacConkey-agar

Za pripravo gojis¢ MacConkey-agar smo v deionizirani vodi raztopili 50 g/L agarja
MacConkey. Gojis¢e smo dobro premesali na magnetnem meSalu in sterilizirali z
avtoklaviranjem 15 minut pri 121 °C. Ko se je goji$¢e ohladilo na priblizno 55 °C, smo ga

razlili v sterilne plasti¢ne petrijevke.

3.1.2.5 UriSelectTM 4
Pri delu smo uporabili tudi Ze pripravljeno selektivho gojis€e UriSelect. To gojisce
omogoca rast razliénim urinarnim patogenim bakterijam, ki jih lahko lo¢imo na podlagi

barve in oblike zraslih kolonij. Kolonije E. coli so na tem gojis¢u obarvane roza.
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3.1.3 Kemikalije

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Nemcija

. agaroza

Fermentas, Vilna, Litva

o pufer za Tag-polimerazo z (NH,4),SO4

o mesSanica dNTP-jev (10 mM)

o MgCl; (25 mM)

o nanasalni elektroforezni pufer

o standardna DNA-lestvica 50 bp (velikosti fragmentov v bp: 1000, 900, 800, 700,
600, 500, 400, 300, 250, 200, 150, 100 in 50 bp)

o standardna DNA-lestvica 100 bp (velikosti fragmentov v bp: 3000, 2000, 1500,
1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp)

o standardna DNA-lestvica 1 kbp (velikosti fragmentov v bp: 10000, 8000, 6000,
5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250 bp)

Merck, Darmstadt, Nemcija

o MacConkey agar

Polichimica s.r.l. socio unico, Bologna, Italija

o glicerol

SIGMA Chemicals, St. Louis, Missouri, ZDA
o LB (Luria-Broth medium)

. agaroza

o etidijev bromid (10 mg/mL)

. baza TRIS

o EDTA
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3.1.4 Encimi

Fermentas, Vilna, Litva
o DNA-polimeraza Taq (5 U/uL)

3.1.5 Zacetni oligonukleotidi

Jena Bioscience GmbH, Jena, Nemcija

o ERIC 1R (5"-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3")

. ERIC2 (5"-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3")

o papG_Il r (5"-CGGGCCCCCAAGTAACTCG-3)

o papG_II f (5"-GGGATGAGCGGGCCTTTGAT-3")

J SFA-1 (5"-CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC-3)
o SFA-2 (5"-CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA-3")
o afa/draBC-f (5"-GGCAGAGGGCCGGCAACAGGC-3)
o afa/draBC-r (5"-CCCGTAACGCGCCAGCATCTC-3")

. hylA.1 (5"-AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT-3")
. hlyA.2 (5"-ACCATATAAGCGGCTATTCCCGTCA-3")
o N6 (5"-ATGCTACTGTTTCCGGGTAGTGTGT-3")

o N7 (5"-CATCATGTAGTCGGGGCGTAACAAT-3")

o tcpC-for (5"GGCAACAATATGTATAATATCCT-3")

o tcpC-rev (5"-GCCCAGTCTATTTCTGCTAAAGA-3")

o Ibe10f (5"-AGGCAGGTGTGCGCCGCGTAC-3")

o Ibe01r (5"-TGGTGCTCCGGCAAACCATGC-3")

o FimH1 (5-CAGCGATGATTTCCAGTTTGTGTG-3")

o FimH2 (5"-TGCGTACCAGCATTAGCAATGTCC-3")

J fyuA 1 (5"-TGATTAACCCCGCGACGGGAA-3")

o fyuA 2 (5"-CGCAGTAGGCACGATGTTGTA-3")

. ireAf (5-TGGTCTTCAGCTATATGG-3")
. ireAr (5"-ATCTATGATTGTGTTGGT-3)
o ihaf (5-CTGGCGGAGGCTCTGAGATCA-3")

o ithar (5-TCCTTAAGCTCCCGCGGCTGA-3")
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. Hbp f (5'-GGTGAAGGTACGCTGACGGT-3")

. Hbp r (5"-GCGTGACGCTGGAGTTATCT-3")

. kpsMT I1 f (5"-GCGCATTTGCTGATACTGTTG-3")

. kpsMT Il 1 (5"-CATCCAGACGATAAGCATGAGCA-3")
. ChuA. 1 (5-GACGAACCAACGGTCAGGAT-3")

. ChuA. 2 (5-TGCCGCCAGTACCAAAGACA-3")

. YjaA.1 (5-TGAAGTGTCAGGAGACGCTG-3")

. YjaA.2 (5 -ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC-3)

. TSpE4AC2.1 (5-GAGTAATGTCGGGGCATTCA-3)

. TspE4C2.2 (5-CGCGCCAACAAAGTATTACG-3")

Pharmacia Biotech, Piscataway, New Jersey, ZDA

o CNF1-1 (5"-CTGACTTGCCGTGGTTTAGTCGG-3")
. CNF1-2 (5"-TACACTATTGACATGCTGCCCGGA-3")
o Aerl (5"-TACCGGATTGTCATATGCAGACCGT-3")

. Aer2 (5"-AATATCTTCCTCCAGTCCGGAGAAG-3)
o papG_lIlr (5"-GGCCTGCAATGGATTTACCTGG-3")
o papG_III f (5"-CCACCAAATGACCATGCCAGAC-3)

3.1.6 Oprema

Seznam opreme, ki smo jo uporabili pri delu:
o rotacijski stresalnik (Infors HT, Bottmingen, Svica);
. avtomatske pipete Eppendorf (Eppendorf, Hamburg, Nemcija);
. namizna centrifuga Eppendorf 5424 (Eppendorf, Hamburg, Nemcija);
o elektroforeza 2301 Macrodrive 1 (LKB Bromma, Stockholm, Svedska);
o tehtnica KERN PFB (Balingen-Frommern, Nemcija);
. UV lu¢ 2011 Macrovue (LKB Bromma, Stockholm, Svedska);
o aparatura za PCR:
=  GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer, Ontario, Kanada);
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* Biometra UNO II (Biometra, Gottingen, Nemcija);

o vroca kopel LBB — »Multi temp ll« (Pharmacia Biotech, Piscataway, New Jersey,
ZDA).
3.2 METODE

3.2.1 Gojenje izolatov

..........

Inkubirali smo jih preko no¢i pri 37 °C, tekoca gojiséa smo inkubirali preko noc¢i na

stresalniku pri enaki temperaturi.

3.2.2 Preverjanje izolatov

Vzorce govejih iztrebkov smo najprej nacepili na plos¢e MacConkey-agar. Temno
vijoli¢ne kolonije smo Se enkrat precepili na MacConkey-agar in nato Se na gojisce LB, da
smo dobili ¢isto kulturo. Za preverjanje izolatov smo posamezne kolonije napikirali na
selektivno gojis¢e UriSelect, kjer so bile kolonije E. coli obarvane roza. Za dokon¢no

potrditev izolatov smo naredili Se test za indol, ki je pri bakteriji E. coli pozitiven.

3.2.3 Preverjanje obcutljivosti za antibiotike

Obcutljivost sevov za antibiotike smo preverili tako, da smo vsak sev s cepilno zanko
nanesli na trdno gojis¢e LB z dodanim antibiotikom (ampicilin, tetraciklin, nalidiksi¢na
kislina in streptomicin). Plos¢e smo inkubirali preko noci pri 37 °C in naslednji dan

preverili rast sevov.

3.2.4 Shranjevanje bakterijske kulture

Izolate smo nacepili v teko¢ LB in jih inkubirali na stresalniku preko noéi pri 37 °C.
Naslednji dan smo odpipetirali 0,75 mL prekonoc¢ne kulture in dodali 0,75 mL 30 %
glicerola v tekocem gojis¢u LB. Vsebino smo dobro premesali in kriovialke shranili pri —
80 °C.
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3.2.5 Priprava lizatov

Seve smo preko noci gojili v tekodem LB na stresalniku pri 37 °C. Drugi dan smo
odpipetirali 1 mL prekonocne bakterijske kulture v mikrocentrifugirko in centrifugirali v
mikrocentrifugi 1 minuto pri 14 000 obratih na minuto. Supernatant smo odlili in celice
resuspendirali v 200 pL sterilne destilirane vode. Suspenzijo smo nato inkubirali 10 minut
pri 100 °C. Po inkubaciji smo mikrocentrifugirko centrifugirali 10 minut pri 14 000 obratih
na minuto. Nato smo v svezo mikrocentrifugirko prenesli 150 pL supernatanta in do

uporabe shranili pri — 80 °C.

3.2.6 Verizna reakcija s polimerazo (PCR)

Verizna reakcija s polimerazo je metoda, ki omogoca pomnoZevanje DNA. Reakcija
poteka v treh stopnjah. Najprej potece denaturacija pri 90—97 °C, pri ¢emer se dvoverizna
DNA razklene in dobimo enoverizno DNA. Nato sledi znizanje temperature in prileganje
zacetnih oligonukleotidov na matricno DNA. Temperatura prileganja je obicajno 3-5 °C
pod temperaturo taliS¢a zacetnih oligonukleotidov. V =zadnji stopnji poteka sinteza
komplementarne verige z DNA-polimerazo pri temperaturi, ki je optimalna za uporabljen

encim.

3.2.6.1 ERIC-PCR

Reakcijska zmes je vsebovala:

o 26,75 pL sterilne destilirane vode;

o 1 uL zacetnega oligonukleotida ERIC 1R (2 pmol/pL);
. 1 uL zaCetnega oligonukleotida ERIC 2 (2 pmol/uL);
o 1 uL dNTP-jev (10 mM);

. 5 UL pufra za Tag-polimerazo brez MgCly;

o 5 uL MgCl; (25 mM);

o 0,25 uL Tag-polimeraze (5 U/ pL);

o 10 pL bakterijskega lizata.
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Uporabili smo naslednji PCR-program:

. Zadetna denaturacija........... 94 °C, 4 min

. Denaturacija...................... 94°C,30s

. Naleganje............ccoevvvveennn. 40°C,15s 35 %
. Sinteza DNA.................. 72 °C, 5 min

o Zakljuéna sinteza DNA........ 72 °C, 7 min

3.2.6.2 Dolocanje filogenetskih (pod)skupin

Reakcijska zmes je vsebovala:

o 6,1 pL sterilne destilirane vode;

o 1 uL zacetnega oligonukleotida ChaA.1 (20 pmol/pL);

. 1 uL zaCetnega oligonukleotida ChuA.2 (20 pmol/uL);

o 1 uL zacetnega oligonukleotida YjaA.1 (20 pmol/pL);

o 1 uL zacetnega oligonukleotida YjaA.2 (20 pmol/uL);

o 1 uL zacetnega oligonukleotida TspE4C2.1 (20 pmol/pL);
. 1 uL zaCetnega oligonukleotida TspE4.C2.2 (20 pmol/uL);
o 0,4 L dNTP-jev (10 mM);

o 2 UL pufra za Tag-polimerazo brez MgCly;

o 2 uL MgCl; (25 mM);

o 0,5 pL Tag-polimeraze (5 U/ pL);

o 3 uL bakterijskega lizata.

Uporabili smo PCR-program, ki je prikazan v Preglednici 4.
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Preglednica 4: Program za pomnozevanje odsekov DNA za dolo¢anje filogenetskih (pod)skupin.

Zagetni oligonukleotid Prg)‘:)‘;kt Program Referenca
ChuA.1
(GACGAACCAACGGTCAGGAT) 279 94 °C 4 min 1x
ChuA.2
(TGCCGCCAGTACCAAAGACA) 94 °C 30s
YjaAll
(TGAAGTGTCAGGAGACGCTG) 211 59 °C 30s 30x
YjaA.2 Clermont in
(ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC) 72 °C 30s sod., 2000
TspE4C2.1
(GAGTAATGTCGGGGCATTCA) 150 | 72°C 5min  1x
TspE4C2.2
(CGCGCCAACAAAGTATTACG)

3.2.6.3 Dolocanje zapisov za virulentne dejavnike

Reakcijska zmes je vsebovala:

o 13,375 pL destilirane vode;

o 0,5 uL posameznih zacetnih oligonukleotidov (20 pmol/pL);

. 0,5 UL dNTP-jev (10 mM);

o 2,5 UL pufra za Tag-polimerazo brez MgCly;

° 2,5 UL MgClz (25 mM);

o 0,125 pL Tag-polimeraze (5 U/uL);

o 5 pL bakterijskega lizata.

Za dolocanje zapisov za virulentne dejavnike smo uporabili PCR-programe, ki so prikazani

v Preglednici 5.
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Preglednica 5: Programi za dolo¢evanje zapisov za virulentne dejavnike.

Posamezen odsek Zacetni
) o Produkt (bp) Program Referenca
DNA oligonukleotidi
95 °C 2,5 min 1x
94 °C 30 sec )
PapG_IlIr ) Johnson in Brown,
papGlI 190 55 °C 1 min 25x
papG_II f 1996
72 °C 30 sec
72 °C 7 min 1x
94 °C 2,5 min 1x
94 °C 30 sec )
PapG_IlI r Johnson in Brown,
papGlil 258 63 °C 30 sec 25x
papG_III f 1996
72 °C 3 min
72 °C 10 min 1x
94 °C 3 min 1x
94 °C 2 min )
SFA-1 ) Le Bouguenec in
sfaDE 408 65 °C 1 min 25x
SFA-2 ) sod., 1992
72 °C 2 min
72 °C 10 min 1x
95 °C 4 min 1x
94°C 30 sec
afa/draBC-r Johnson in Stell,
Afa/draBC 594 63°C 30 sec 25x
afa/draBC-f 2000
68 °C 3 min
72 °C 10 min 1x
94 °C 4 min 1x
94 °C 1,5 min
CNF1-1
cnfl CNFL2 1295 59°C 1,5min30x | Kuhar insod., 1998
72 °C 2 min
72 °C 5 min 1x
95°C 2,5 min 1x
94 °C 30 sec
hlyA.1 Yamamoto in sod.,
hlyA 1177 64 °C 30 sec 30x
hlyA.2 1995
72°C 1,5 min
72 °C 7 min 1x

Se nadaljuje
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Nadaljevanje Preglednice 5: Programi za dologevanje zapisov za virulentne dejavnike.

Posamezen odsek
DNA

Zacetni

oligonukleotidi

Produkt (bp)

Program

Referenca

usp

N6
N7

1000

94 °C 2,5 min 1x
94 °C 30 sec

68 °C 1 min 30x
72 °C 1 min

72 °C 1 min 1x

Nakano in sod.,
2001

iucD

Aerl
Aer2

602

94 °C 4,5 min 1x
94°C 30 sec
62 °C 30 sec 35x
72 °C 50 sec
72 °C 10 min 1x

Yamamoto in sod.,

1995

tcpC

tcpC-for
tcpC-rev

386

94 °C 4,5 min 1x
94 °C 30 sec
60 °C 30 sec 25x
72 °C 1 min
72 °C 10 min 1x

Starci¢ Erjavec in

sod., 2010

ibeA

lbel0_f
IbeA r

170

94 °C 2,5 min 1x
94°C 30 sec
63 °C 30 sec 25x
72 °C 3 min
72 °C 10 min 1x

Johnson in Stell,
2000

fimH

FimH1
FimH2

461

94 °C 2,5 min 1x
94 °C 30 sec

64 °C 30 sec 30x
72 °C 30 sec

72 °C 7 min 1x

Starc¢i¢ Erjavec in

sod., 2011

fyuA

fyuA 1l
fyuA 2

785

94°C 2,5 min 1x
94°C 30 sec
63 °C 30 sec 25x
72°C 3 min
72°C 10 min 1x

Johnson in Stell,
2000; Schubert in
sod., 1998

Se nadaljuje
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Nadaljevanje Preglednice 5: Programi za dolo¢evanje zapisov za virulentne dejavnike.

Posamezen odsek Zacetni

) o Produkt (bp) Program Referenca
DNA oligonukleotidi

94°C 2,5 min 1x

94°C 30 sec
ireA f Johnson in sod.,
ireA ) 421 55°C 1 min 25x
ireAr 2000
72 °C 30 sec

72°C 10 min 1x

94°C 4 min 1x

) 94 °C 30 sec )
iha f Johnson in sod.,
iha . 827 58 °C 30 sec 30x
ihar 2000
72 °C 1 min

72°C 8 min 1x

94 °C 4,5 min 1x

94 °C 30 sec
Hbp f ) Star¢i¢ Erjavec in
hbp 925 65°C 1 min 35x
Hbp r sod., 2009
72°C 1 min

72 °C 10 min 1x

94 °C 4,5 min 1x

94 °C 30 sec
kpsMT_II f ) Johnson in Stell,
KpsMT 270 64 °C 1 min 25x
kpsMT_Il r 2000
72 °C 30 sec

72 °C 7 min 1x

3.2.7 Elektroforeza DNA v agaroznem gelu

Gel smo pripravili tako, da smo zatehtali ustrezno koli¢ino agaroze (glej Preglednico 6) in
dodali 30 mL 0,5 x TBE. Erlenmajerico smo segrevali v mikrovalovni pecici, dokler se
agaroza ni popolnoma raztopila. Ko se je erlenmajerica ohladila na priblizno 60 °C smo
dodali Se 1,5 pL 10 mg/mL etidijevega bromida. MeSanico smo vlili v pripravljen nosilec
za gel in pocakali, da gel polimerizira. Nato smo odstranili glavnicke, gel prenesli v
elektroforezno banjico in ga prelili z ostankom 0,5 x TBE. V jamice smo nanaSali 5 pL
pomnozkov PCR. Pred nanosom smo le-te zmeSali z nanaSalnim pufrom v razmerju 5:1.

Kot oznacevalec velikosti fragmentov smo na gel nanesli tudi 3 pL standardne DNA
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lestvice 1-kb. Elektroforeza je potekala pri napetosti 110 V. Na koncu smo gele presvetlili z

UV svetlobo valovne dolZine 302 nm in rezultate fotografirali.

Preglednica 6: Koncentracija agaroze v gelu, ki je potrebna za uspe$no lo¢itev pomnozenih DNA odsekov.

Koncentracija agaroze

v gelu

Velikost DNA, ki se
uspesno loci (kbp)

0,3
0,6
0,7
0,9
1,2
15
2,0

60-5
20-1
10-0,8
7-0,5
6-0,4
4-0,2
3-0,1

3.2.8 Statisticne metode

Rezultate smo statistino obdelali s Fischerjevim eksaktnim testom in z Bonferronijevo

korekcijo. Kadar smo za kako povezavo dveh podatkov dobili kon¢no P vrednost manjSo

od 0,05, smo povzeli, da je povezava med dvema podatkoma statisticno znaéilna

(Langsrud, 2004).
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4 REZULTATI
4.1 ERIC-PCR

Z metodo ERIC-PCR smo med 115-imi izolati, pridobljenimi na kmetiji Gosnik v
Slovenskih Konjicah, razlikovali 41 razlicnih sevov. Med 59-imi izolati Skupine za
molekularno genetiko Katedre za molekularno genetiko in biologijo mikroorganizmov na
Oddelku za biologijo Biotehniske fakultete Univerze v Ljubljani pa smo razlikovali 48
razli¢nih sevov. Skupno smo med 174-imi izolati dolocili 89 razlicnih ERIC-PCR profilov,

Ki predstavljajo zbirko govejih sevov AK. Podatki o teh sevih se nahajajo v Prilogi B.

4.2 FILOGENETSKE (POD)SKUPINE

Vse seve iz zbirke AK smo s pomocjo filogenetskega PCR razvrstili v filogenetske
(pod)skupine. Iz Preglednice 7 je razvidno, da smo najvec sevov uvrstili v skupino Bl1,
kamor smo uvrstili 48 (54 %) sevov. Druga najstevilcnejSa skupina je bila filogenetska
skupina A. Vanjo smo uvrstili 28 (31 %) sevov, od tega 13 (15 %) v filogenetsko
podskupino Ao in 15 (17 %) v filogenetsko podskupino A;. V filogenetsko skupino D je
bilo uvrscenih 9 (10 %) sevov, in sicer 7 (8 %) sevov v filogenetsko podskupino D; in 2 (2
%) seva Vv filogenetsko podskupino D,. Najmanj zastopana je bila filogenetska skupina B2,

kamor smo uvrstili le 4 (4 %) seve.
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Preglednica 7: Stevilo sevov iz zbirke AK v posamezni filogenetski (pod)skupini.

Filogenetska L
) Stevilo sevov (%)
(pod)skupina

A 28 (30)
A 13 (15)
A 15 (17)
B1 48 (54)
B2 4(4)
B2, 1(1)
B2; 33
D 9 (10)
D, 7(8)
D, 2(2)
Skupaj 89 (100)

4.3 VIRULENTNI DEJAVNIKI
4.3.1 Prevalenca virulentnih dejavnikov

Z verizno reakcijo s polimerazo smo preverili prisotnost zapisov za 16 virulentnih
dejavnikov. Iz skupine adhezinov smo preverjali prisotnost papGll, papGlll, sfaDE,
afa/draBC, fimH in iha, iz skupine toksinov smo preverjali cnfl, hlyA, usp in ibeA, iz
skupine za privzem Zeleza smo preverjali iucD, fyuA, ireA in hbp ter iz skupine za
izogibanje imunskemu odzivu smo preverjali kpsMT in tcpC. Primeri elektroforeznih gelov
za posamezne gene so prikazani na slikah, ki so v Prilogi D. 1z Preglednice 8 je razvidno,
da smo pri sevih AK nasli zapise za 10 virulentnih dejavnikov, medtem ko se vsi

pridobljeni rezultati nahajajo v Prilogi B.

Pri sevih AK se najpogosteje pojavlja zapis fimH, ki smo ga nasli kar pri 58 (65 %) sevih.
Temu sta sledila fyuA s 13 (15 %) in iucD z 12 (13 %) pozitivnimi sevi. Gen hlyA smo
nasli pri 8 (9 %) sevih, gen iha pa pri 6 (7 %) sevih. Zapis ibeA in kpsMT so imeli 3 (3 %)

sevi, zapise usp, ireA in hbp pa smo nasli le pri 1 (1 %) sevu.
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Preglednica 8: Prevalenca zapisov za virulentne dejavnike pri sevih iz zbirke AK.

Stevilo oz. prevalenca zapisov virulentnih dejavnikov (N[%])
hlyA usp iucD ibeA fimH fyuA ireA iha hbp kpsMT
Stevilo pozitivnih sevov 8 1 12 3 58 13 1 6 1 3
Odstotek pozitivnihsevov 9% 1% 13% 3% 65% 15% 1% 7% 1% 3%

4.3.2 Stevilo virulentnih dejavnikov po filogenetskih (pod)skupinah

Rezultati iz Preglednice 9 kazejo, da prevladujejo sevi, ki imajo malo zapisov preuc¢evanih
virulentnih dejavnikov. 64 (72 %) sevov AK je imelo zapis za vsaj enega ali vec
virulentnih dejavnikov. Od teh jih je najvec, 41 (44 %) sevov, imelo zapis za en virulentni
dejavnik. Najve¢ zapisov za virulentne dejavnike sta imela 2 (2 %) seva, ki sta imela
zapise za 6 razli¢nih virulentnih dejavnikov. 25 (27 %) sevov AK ni imelo zapisa za noben

virulentni dejavnik.

Preglednica 9: Prevalenca sevov iz zbirke AK glede na Stevilo zapisov za virulentne dejavnike po

filogenetskih (pod) skupinah.

Prevalenca (N[%])
A B1 B2 D Vsi sevi AK
§t. VD n=28 n=48 n=4 n=9 n=89

0 13@46) 10(19) 0(0) 2(22)  25(27)
1 13(46) 23(44) 2(50) 3(33)  41(44)
2 2(7) 10(19) 0(0) 0(0)  12(13)
3 0(0) 4() 0(0) 4(44) 8(9)
4 0(0) 0@ 0() 0(0) 0(0)
5 0(0) 0() 1(25 0(0) 1(1)
6 000) 1() 1(25) 0(0) 2(2)
povp.&t. VD 06 1,3 33 17 1,2

V povpre¢ju so imeli sevi AK 1,2 zapisa za virulentne dejavnike. Najve¢ zapisov za

virulentne dejavnike so imeli sevi iz filogenetske skupine B2 (v povpre¢ju 3,3 zapisa) in
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filogenetske skupine D (v povprecju 1,7 zapisa). Vendar ti rezultati zaradi majhnega Stevila
sevov v teh dveh filogenetskih skupinah verjetno niso reprezentativni. V filogenetskih
skupinah A in B1, ki vsebujeta vecje Stevilo sevov, so sevi v povprecju vsebovali 0,6 oz.

1,3 zapisa za virulentne dejavnike.

4.3.3 Porazdelitev virulentnih dejavnikov glede na filogenetske (pod)skupine

Iz Preglednice 10 je razvidno, da so imeli sevi iz filogenetske skupine B1 najvec zapisov
za razli¢ne virulentne dejavnike. Pri teh sevih smo nasli zapise za 8 razli¢nih (hlyA, iucD,
ibeA, fimH, fyuA, ireA, iha in kpsMT) virulentnih dejavnikov, vendar je bila samo povezava
z zapisom fimH statisticno znacilna (P = 0,0143). Zapis fimH je statisti¢no znacilno
povezan tudi s filogenetsko skupino A (P = 0,0167). Poleg zapisa fimH smo pri sevih iz
filogenetske skupine A odkrili Se zapise iucD, fyuA in hbp, vendar so ti rezultati statisticno
neznacilni. V filogenetski skupini B2 smo nasli zapise hlyA, iucD, ibeA, fimH, fyuA in
kpsMT. Izmed le-teh so s filogenetsko skupino B2 statisticno znacilno povezani zapisi
hlyA, ibeA, fyuA in kpsMT. Zapisi hlyA, iucD, ibeA in kpsMT so statisticno znacilno
povezani tudi s filogenetsko podskupino B2;. V filogenetski skupini D smo odkrili le Stiri
razliéne zapise za virulentne dejavnike: usp, iucD, fimH in iha. Od teh sta iucD in iha
statistiéno znacilno povezana tako s filogenetsko skupino D kot tudi s filogenetsko
podskupino D;. Filogenetska podskupina D, je edina skupina, pri kateri nismo nasli

nobenega zapisa za virulentne dejavnike.

Zaradi velikega Stevila primerjav smo izvedli Se Bonferronijevo korekcijo, ki zmanjSa
Stevilo lazno pozitivnih rezultatov. Ob upoStevanju novih P-vrednosti so statisticno
znadilne ostale le Se Stiri povezave: zapis iha je statisticno znalilno povezan tako s
filogenetsko skupino D (P = 0,0112), kot tudi s filogenetsko podskupino D; (P = 0,0032),
filogenetska podskupina B23 pa je statisticno znacilno povezana z zapisoma ibeA (P =
0,0368) in kpsMT (P = 0,0368).
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Preglednica 10: Porazdelitev virulentnih dejavnikov glede na filogenetske skupine.

Prevalenca (N[%]) sevov

Filogenetska skupina

VD A P P (Bonferroni) B1 P P (Bonferroni) B2 P P (Bonferroni) D P P (Bonferroni)  Skupaj
papGli 0(0) 11,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0)
papGllil 0(0) 11,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0)
sfaDE 0(0) 11,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0)

afa/draBC | 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0)

cnfl 0(0) 11,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0)

hlyA 0(0) 0,0525 0,84 6 (13) 10,2790 4,464 2 (50) 0,0390 0,624 0(0) 1,0000 16 8(9)

usp 0(0) 1,0000 16 0(0) 0,4607 7,3712 0(0) 1,0000 16 1(11) o0,1011 1,6176 1(2)

iucD 2(7) 0,3260 5,216 4(8) 0,2120 3,392 2 (50) 0,0862 1,3792 4 (44) 0,0172 0,2752 12 (13)

tcpC 0(0) 11,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0)

ibeA 0(0) 0,5488 8,7808 1(2) 0,5925 9,48 2 (50) 0,0045 0,072 0(0) 1,0000 16 3(3)

fimH 13 (46) 0,0167 0,2672 37 (77) 0,0143 0,2288 2 (50) 0,6082 9,7312 6 (67) 1,0000 16 58 (65)

fyuA 1(4) 0,0554 0,8864 9(19) 0,3672 5,8752 3(75) 0,0092 0,1472 0(0) 0,3463 5,5408 13 (15)

ireA 0(0) 11,0000 16 1(2) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16 1(1)

iha 0(0) 10,1710 2,736 2(4) 0,4081 6,5296 0(0) 1,0000 16 4 (44) 0,0007 0,0112 6 (7)

hbp 1(4) 0,3146 5,0336 0(0) 0,4607 7,3712 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16 1(2)
kpsMT 0(0) 0,5488 8,7808 1(2) 05928 9,4848 2 (50) 0,0045 0,072 0(0) 1,0000 16 3(3)

Opomba: VD - virulentni dejavniki, N — Stevilo. Rezultati, ki so statisti¢no znacilni, so v preglednici prikazani z rumenim ozadjem. Rezultati, Ki so statisti¢no znadilni

tudi po Bonferronijevi korekciji, so v preglednici prikazani z rde¢im ozadjem. Mejna vrednost za statisti¢no znacilne rezultate je P < 0,05.
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Preglednica 11: Porazdelitev virulentnih dejavnikov glede na filogenetske podskupine.

Prevalenca (N [%]) sevov

Filogenetska podskupina

VD A0 P  P(Bonf) Al P P(Bonf) B2 P  P(Bonf) B23 P  P(Bonf) DI P P(Bonf) D2 P P (Bonf)
papGIl | 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0)  1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16
papGlll | 0(0)  1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0)  1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16
sfaDE | 0(0) 1,000 16 0(0) 1,0000 16 0(0)  1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16

afa/draBC | 0(0)  1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0)  1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16

enfl 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0)  1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16

hiyA 0(0) 05976 95616 | 0(0) 03424 54784 | 0(0)  1,0000 16 2(67) 00205 0328 | 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16

usp 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0)  1,0000 16 0(0) 1,0000 16 1(14) 00787 1,2592 | 0(0) 1,0000 16

iucD 0(0) 02011 32176 | 2(13) 1,0000 16 0(0)  1,0000 16 2(67) 00467 07472 | 4(57) 00056 00896 | 0(0) 1,0000 16

tepC 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0)  1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16

ibeA 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0)  1,0000 16 2(67) 00023 |[IOEEE | 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16

fimH | 5(38) 00548 08768 | 8(53) 10,3745 5992 0(0) 03483 55728 | 2(67) 1,0000 16 6(86) 04140 6624 | 0(0) 01187  1,8992

fyuA 0(0) 02013 32208 | 1(7) 06879 11,0064 | 1(100) 01461 23376 | 2(67) 00547 08752 | 0(0) 05875 94 0(0) 1,0000 16

ireA 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0)  1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16

iha 0(0) 0587 93872 | 0(0) 05842 93472 | 0(0)  1,0000 16 0(0) 1,0000 16 4(57) 00002 [BOEE | 0(0) 1,0000 16

hbp 1(8) 01461 23376 | 0(0) 1,0000 16 0(0)  1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16
kpsMT | 0(0)  1,0000 16 0(0) 1,0000 16 0(0)  1,0000 16 2(67) 00023 |[IOEEE | 0(0) 1,0000 16 0(0) 1,0000 16

Opomba: VD - virulentni dejavniki, N — Stevilo. Rezultati, ki so statisti¢no znacilni, so v preglednici prikazani z rumenim ozadjem. Rezultati, ki so statisti¢no znad&ilni

tudi po Bonferronijevi korekciji, so v preglednici prikazani z rde¢im ozadjem. Mejna vrednost za statisti¢no znacilne rezuletate je P < 0,05.
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4.4 PRIMERJAVA SEVOV AK IN BJ
4.4.1 Filogenetske (pod)skupine

Preglednica 12 prikazuje zastopanost posameznih filogenetskih (pod)skupin glede na vir
seva. Rezultati so bili statisticno neznacilni za filogenetske podskupine Ag, A1, B2, in D,
ter filogenetsko skupino A. Tudi po Bonferronijevi korekciji so statisticno znacilne ostale
povezave med sevi BJ in filogenetskima skupinama B2 (P = 0,0004) in D (P = 0,0052) ter
filogenetskima podskupinama B2; (P = 0,0004) in D; (P = 0,0268). Edina statisticno
znaCilna povezava sevov AK z doloceno filogenetsko (pod)skupino je povezava s

filogenetsko skupino B1 (P = 0,0004).

Preglednica 12: Primerjava sevov AK in sevov BJ glede na uvrstitev v filogenetske (pod) skupine.

Filogenetska St. sevov (%) P-vrednost
P-vrednost
(pod)skupina Sevi AK Sevi BJ (Bonferroni)
A 28 (31) 20 (22) 0,1800 0,72
Ao 13 (15) 7(8) 0,1624 0,6496
A 15 (17) 13 (14) 0,6857 2,7428
B1 48 (54) 13 (14) 0,0001 0,0004
B2 4(4) 30 (33) 0,0001 0,0004
B2, 1(1) 1(1) 1,0000 4
B2; 3(3) 29 (32) 0,0001 0,0004
D 9 (10) 27 (30) 0,0013 0,0052
D, 7(8) 21 (23) 0,0067 0,0268
D, 2(2) 6 (7) 0,2779 1,1116
Skupaj 89 (100) 90 (100)

Opomba: rezultati, ki so statisti¢no znacilni, so v preglednici prikazani z rumenim ozadjem. Rezultati, ki so
statistino znacilni tudi po Bonferronijevi korekciji, so v preglednici prikazani z rdeim ozadjem. Mejna

vrednost za statisti¢no znacilne rezultate je P < 0,05.

4.4.2 Prevalenca virulentnih dejavnikov pri sevih AK in BJ

V Preglednici 13 je prikazana prevalenca zapisov za virulentne dejavnike pri sevih AK in
BJ. Ob upostevanju Bonferronijeve korekcije smo statisticno znacilne povezave odkrili pri

zapisih sfaDE, usp, iucD, fimH, fyuA, ire, iha in kpsMT, ki se pogosteje pojavljajo pri sevih
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BJ. Sevi AK niso statisticno znacilno povezani z nobenim zapisom za posamezni virulentni

dejavnik.

Preglednica 13: Primerjava prevalence virulentnih dejavnikov pri sevih AK in sevih BJ.

St. sevov (%) P-vrednost
Virulentni dejavnik P-vrednost .
Sevi AK Sevi BJ (Bonferroni)
papGl| 0(0) 7(8) 0,0138 0,2208
papGll| 0(0) 3(3) 0,2458 3,9328
sfaDE 0 (0) 15 (17) 0,0001 0,0016
afa/draBC 0(0) 4 (4) 0,1208 1,9328
cnfl 0(0) 5 (6) 0,0590 0,944
hlyA 8(9) 7(8) 0,7943 12,7088
usp 1(1) 22 (24) 0,0001 0,0016
iucD 12 (13) 35 (39) 0,0002 0,0032
tcpC 0(0) 7(8) 0,0138 0,2208
ibeA 3(3) 12 (13) 0,0280 0,448
fimH 58 (65) 79 (88) 0,0004 0,0064
fyuA 13 (15) 59 (66) 0,0001 0,0016
ireA 1(1) 18 (20) 0,0001 0,0016
iha 6 (7) 35 (39) 0,0001 0,0016
hbp 1(1) 5 (6) 0,2108 3,3728
kpsMT 3(3) 52 (58) 0,0001 0,0016

Opomba: rezultati, ki so statisticno znacilni, so v preglednici prikazani z rumenim ozadjem. Rezultati, ki so
statisticno znacilni tudi po Bonferronijevi korekciji, so v preglednici prikazani z rde¢im ozadjem. Mejna

vrednost za statisti¢no znacilne rezultate je P < 0,05.

4.4.3 Primerjava zapisov za virulentne dejavnike po filogenetskih (pod)skupinah pri
sevih AK in BJ

Iz Preglednic 14 in 15 je razvidno, da sevi AK iz posamezne filogenetske (pod)skupine
niso statisticno znacilno povezani z nobenim zapisom za posamezni virulentni dejavnik.
Vse statisticno znacilne P-vrednosti (P < 0,05) namre¢ prikazujejo statistiéno znacilne
povezave med sevi BJ iz dolocene filogenetske (pod) skupine in z dolo¢enimi zapisi za

virulentne dejavnike. Najve¢ statisticno znacilnih povezav smo opazili pri sevih BJ iz
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filogenetske skupine A, saj so ti sevi statisti¢no znacilno povezani z zapisi iucD (P = 0,01),
fyuA (P = 0,0061), ire (P = 0,0249), iha (P = 0,0091) in kpsMT (P = 0,0001). Tudi sevi BJ
iz filogenetske podskupine Ag so statisticno znacilno povezani z zapisi iucD (P = 0,0307),
fimH (P = 0,0147) in kpsMT (P = 0,0014), medtem ko so sevi iz filogenetske podskupine
A statisti¢no znacilno povezani z zapisoma fyuA (P = 0,0286) in iha (P = 0,0349).

Sevi BJ iz filogenetske skupine B1 so statisticno znacilno povezani z zapisoma iha (P =
0,0157) in kpsMT (P = 0,0426), saj so zapis iha imeli 4 (31 %) sevi BJ in le 2 (4 %) seva
AK, zapis kpsMT pa sta imela 2 (15 %) seva BJ in nobeden sev AK iz filogenetske skupine
B1.

Zapis usp je v filogenetski skupini B2 imelo kar 18 (60 %) sevov BJ in nobeden sev AK.
To statisti¢no znacilno povezavo sevov BJ z zapisom usp potrjuje tudi izratunana P-
vrednost (0,0392).

Sevi BJ iz filogenetske skupine D so statisticno znacilno povezani z zapisoma fyuA (P =
0,0012) in kpsMT (P = 0,0136). Tudi sevi BJ iz filogenetske podskupine D; so statisti¢no
znaCilno povezani s tema dvema zapisoma, vendar sta izracunani P-vrednosti e nekoliko
nizji (0,0069 za zapis fyuA in 0,0103 za zapis kpsMT).

V filogenetski podskupini D, smo odkrili le eno statisti¢no znacilno povezavo, in sicer so
sevi BJ iz te filogenetske podskupine statisticno znacilno povezani z zapisom fimH (P =
0,0357).

Ob upostevanju Bonferronijeve korekcije so statisti¢no znacilne ostale le Se tri povezave. Z
zapisom kpsMT so statisticno znacilno povezani sevi BJ iz filogenetske skupine A (P =
0,0016) in filogenetske podskupine A, (P = 0,0224). Sevi BJ iz filogenetske skupine D pa

so statsti¢no znacilno povezani z zapisom fyuA (P = 0,0192).
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Preglednica 14: Primerjava zapisov za virulentne dejavnike po filogenetskih skupinah pri sevih AK in sevih BJ.

St. sevov (%)

Filogen. sk.  Vir seva

papGll papGlll sfaDE  afa/draBC cnfl hlyA usp iucD tepC ibeA fimH fyuA ireA iha hbp kpsMT
A AK 0(0) 2(7) 13(16) 1(4) 0(0) 0(0) 1(4) 0(0)
BJ 1(5) 8 (40) 15(75) 7(35) 4(0) 525 1(5) 9(45)
P 0,4167 0,01 0,075 0,0061 10,0249 0,0091 1 0,0001
P (Bonf.) 6,6672 0,16 1,2 0,0976 0,3984 0,1456 16 -
B1 AK 6 (13) 4 (8) 1(2) 37(77)  9(19) 1() 2(4) 1(4) 0(0)
BJ 0(0) 0(0) 0(0) 13 (100) 6(46) 0(0) 4(31) 0() 2(15)
P 0,3258 0,5691 1 0,0997 0,067 1 0,0157 1 0,0426
P (Bonf.) 5,2128 9,1056 16 1,5952 1,072 16 0,2512 16 0,6816
B2 AK 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 2(0) 0(0) 2(0) 0() 2(0) 2(50) 3(75) 0(0) 0(0) 0(0) 2(50)
BJ 4(13) 3(10) 15 (50) 5(17) 6(20) 18(60) 16(53) 7(23) 12(40) 26(87) 29(97) 8(27) 11(37) 3(10) 28(93)
P 1 1 0,1130 1 0,2291 10,0392 1 0,5585 1 0,1347  0,2246 05515 10,2799 1 0,0589
P (Bonf.) 16 16 1,808 16 3,6656 0,6272 16 8,936 16 2,1552 35936 8,824 44784 16 0,9424
D AK 0(0) 0(0) 0(0) 1(11) 4(44) 6(67) 0(0) 0(0) 4(44) 0() 0(0)
BJ 3(11) 3(11) 1(4) 415 11(41) 25(93) 17(63) 6(22) 15(56) 1(4) 13 (48)
P 0,5576 0,5576 1 1 1 0,0876  0,0012 0,3026 10,7060 1 0,0136
P (Bonf.) 8,9216 8,9216 16 16 16 1,4016 - 48416 11,296 16 0,2176

Opomba: rezultati, ki so statistiéno znacilni, So v preglednici prikazani z rumenim ozadjem. Rezultati, ki so statisti¢éno znadilni tudi po Bonferronijevi korekciji, so v

preglednici prikazani z rde¢im ozadjem. Mejna vrednost za statisti¢no znacilne rezultate je P < 0,05.
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Preglednica 15: Primerjava zapisov za virulentne dejavnike po filogenetskih podskupinah pri sevih AK in sevih BJ.

Filogenet. ) St sevov (%)
Vir seva
Podsk. papGll  papGlll  sfaDE  afa/draBC  cnfl hiyA usp iucD tcpC ibeA fimH fyuA ireA iha hbp kpsMT
AK 0(0) 5 (38) 0(0) 0(0) 0(0) 1(8) 0(0)
Ao BJ 3 (43) 7(100) 1(14) 1(14) 1(14) 00 5(7)
P 0,0307 0,0147 0,35 0,35 0,35 1 0,0014
P (Bonf.) 0,4912 0,2352 56 56 56 16 0,0224
AK 0(0) 2 (13) 8 (53) 1(7) 00) 0@ 00  3(50)
A BJ 1(8) 5 (38) 8(62) 6(46) 3(23) 4(31) 1(8)  4(31)
P 0,4828 0,185 0,7177 0,0286 0,0873 0,0349 0,4643 0,6703
P (Bonf.) 7,7248 2,96 11,4832 04576  1,3968 0,5584 7,4288 10,7248
AK 0(0)  1(100)
B2, BJ 1(100)  0(0)
P 1 1
P (Bonf.) 16 16
AK 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0(0) 2(67) 0() 2(67) 0(0) 2(67) 2(67) 267 0@ 00 0@ 2(67)
B2 BJ 4(14)  3(10) 15(52) 5(17) 6(1) 18(62) 16(55) 7(24) 12(41) 25(86) 29(100) 8(28) 11(38) 3(10) 28(97)
P 1 1 0,2288 1 0,1468 0,0734 1 1 1 0,4103 0,0938 0,5548 0,5343 1 0,1815
P (Bonf.) 16 16 3,6608 16 2,3488 1,1744 16 16 16 6,5648 1,5008 8,8768  8,5488 16 2,904
AK 0 (0) 0 (0) 1(14) 4(57) 6 (86) 0(0) 0(0) 4G7) 0() 0 (0)
D, BJ 3(14) 2(9) 3(14) 9(43) 19(90) 13(62) 5(24) 12(7) 1(5) 12(57)
P 0,5513 1 1 0,6703 1 0,0069  0,2895 1 1 0,0103
P (Bonf.) 8,8208 16 16 10,7248 16 0,1104 4,632 16 16 0,1648
AK 0(0) 00) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 00) 0(© 0(0) 0(0)
D, BJ 1(17) 1(17) 117 2(33) 6(100) 4(46) 1(17) 1(17) 3(50) 1(17
P 1 1 1 1 0,0357 0,4286 1 1 0,4643 1
P (Bonf.) 16 16 16 16 0,5712 6,8576 16 16 7,4288 16

Opomba: rezultati, ki so statisti¢no znacilni, so v preglednici prikazani z rumenim ozadjem. Rezultati, ki so statisti¢no znacilni tudi po Bonferronijevi korekeiji, so v

preglednici prikazani z rde¢im ozadjem. Mejna vrednost za statisti¢no znacilne rezultate je P < 0,05.
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4.4.4 Stevilo zapisov za virulentne dejavnike pri sevih AK in BJ

Preglednica 16 prikazuje Stevilo zapisov za virulentne dejavnike pri sevih AK in BJ. V
povpre¢ju so imeli sevi BJ vec¢ zapisov za virulentne dejavnike (4,1) kot sevi AK (1,2).
Sevi AK so imeli najve¢ 6 zapisov, medtem ko so sevi BJ imeli najve¢ 10 zapisov za
virulentne dejavnike. Rezultati so statisticno znacilni za seve AK brez zapisov za
virulentne dejavnike ter za seve AK s Stevilom virulentnih dejavnikov 1 in 2. Sevi BJ so
statisticno znacilno povezani s sevi s Stevilom virulentnih dejavnikov 4, 5, 7 in 8. Sevi s
Stevilom virulentnih dejavnikov 3, 6, 9 in 10 niso statisti¢éno znacilno povezani niti s sevi

AK, niti s sevi BJ.

Preglednica 16: Stevilo zapisov za virulentne dejavnike pri sevih AK in sevih BJ.

j St. sevov (%)
St. VD P-vrednost
AK BJ

0 25(27) 1(1)  0,0001
1 41 (44) 22(24)  0,0029
2 12(13) 3(3)  0,0160
3 8(9) 15(17) 0,1795
4 0(0) 13(14)  0,0002
5 1(1) 11(12) 0,0048
6
7
8
9

22 6(7) 0,2779
0(0) 8(9) 0,0066
00) 7(8) 0,0138
00) 3@ 0,2458
10 00) 1(1) 0,1208
St. VD/sev 1,2 4,1

Opomba: VD - virulentni dejavniki. Rezultati, ki so statisti¢no znacilni, takrat, ko je P < 0,05, so v

preglednici prikazani z rumenim ozadjem.
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4.4.5 Stevilo zapisov za virulentne dejavnike po posameznih filogenetskih skupinah

pri sevin AK in BJ

Preglednica 17 prikazuje Stevilo zapisov za virulentne dejavnike za posamezne

filogenetske skupine pri sevih AK in BJ. Po opravljeni Bonferronijevi korekciji sta

statisticno znacilni ostali le dve povezavi. Sevi AK iz filogenetske skupine A so statisticno

znacilno povezani s sevi, ki nimajo nobenega zapisa za virulentne dejavnike, saj se je v to

skupino uvrstilo kar 13 (46 %) sevov AK in le 1 (5 %) sev BJ. Med sevi iz filogenetske

skupine A s 3 zapisi za virulentne dejavnike smo nasli 5 (25 %) sevov BJ in nobenega seva

AK, kar kaze na statisti¢no znacilno vecjo prevalenco sevov BJ v tej skupini.

Preglednica 17: Stevilo zapisov za virulentne dejavnike po posameznih filogenetskih skupinah pri sevih AK

in sevih BJ.
Filogen. ) St. VD
(pod)sk. Virseva 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
AK 13(46) 13(46) 2(7) 0(0) 0@ 0() 0(0)
A BJ 1(5) 8(40) 0(0) 5(5) 4(0) 1(65) 105
P 0,0029 0,7710 05035 0,0091 0,249 04167 04167
P(Bonf) [ 3084 2014 [EEEH 0099 1,6668 1,6668
AK 10(19) 23(44) 10(19) 48 0(0) 1(2)
B1 BJ 00) 7(G4 1(8 4331 1() 0 (0)
P 0,101 07622 0429 0,0555 0,2131 1
P(Bonf) 0404 30488 1716 0222 08524 4
AK 2 (50) 00 0() 1(5 1(5 00 0@© 0 0()
B2 BJ 1(3) 1(3) 4(13) 4(13) 4(13) 6(20) 6(20) 3(10) 1(3)
P 0,0307 1 1 0,4879  0,4879 1 1 1 1
P (Bonf.) 0,1228 4 4 17116 19516 4 4 4 4
AK 2(22) 3(3) 0() 4@ 0@ 0@ 00O 0( 0(0)
D BJ 00) 6(2) 2(7) 5(19 4@15 6(2 1@ 207 14
P 0,0571  0,6604 1 0,1841 05531 0,3026 1 1 1
P(Bonf) 0,2284 2,6416 4 0,7364 22124 11,2104 4 4 4

Opomba: VD - virulentni dejavniki. Rezultati, ki so statisti¢cno znaéilni, so v preglednici prikazani z

rumenim ozadjem. Rezultati, ki so statisti¢no znacilni tudi po Bonferronijevi korekciji, so v preglednici

prikazani z rde¢im ozadjem. Mejna vrednost za statisticno znacilne rezultate je P < 0,05.
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4.5 OBCUTLIJIVOST ZA ANTIBIOTIKE

Vsi sevi so bili obcutljivi za nalidiksi¢no kislino in ampicilin. Proti tetraciklinu so bili
odporni le sevi AK4, AK5 in AK48, proti streptomicinu pa sevi AK3, AK4, AK47 in

AK48. Vsi ostali sevi so bili ob¢utljivi tudi za tetraciklin in streptomicin.
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5 RAZPRAVA

Med 115-imi izolati E. coli, ki smo jih pridobili iz vzorcev govejih iztrebkov iz kmetije
Gosnik, smo z metodo ERIC-PCR dolocili 41 razli¢nih sevov. To pomeni, da so v
povprecju imeli trije izolati enak profil ERIC-PCR. Med 59-imi izolati E. coli Skupine za
molekularno genetiko Katedre za molekularno genetiko in biologijo mikroorganizmov na
Oddelku za biologijo Biotehniske fakultete Univerze v Ljubljani pa smo razlikovali 48
razli¢nih sevov. To pomeni, da je imel skoraj vsak izolat drugacen profil ERIC-PCR. Ker
so bili ti izolati pridobljeni iz vzorcev goveda z razli¢nih kmetij in hlevov, medtem ko so
bili vzorci na kmetiji Gosnik pridobljeni samo iz enega hleva, ti rezultati kaZzejo na to, da si
Zivali, ki Zivijo v tesnem stiku delijo enake seve E. coli, medtem ko je pestrost E. coli pri

govedu z razli¢nih kmetij in hlevov vecja.

Stevilne 3tudije se ukvarjajo z razvri¢anjem patogenih in komenzalnih sevov E. coli v
filogenetske skupine. Sevi, ki povzro¢ajo zunajérevesne okuzbe obicajno spadajo v
filogenetsko skupino B2, vecina enteropatogenih sevov spada v filogenetsko skupino D,
medtem ko komenzalni sevi obi€ajno spadajo v skupini A in B1 (Subarinath in sod., 2011).
Razporeditev filogenetskih skupin je odvisna tudi od vrste gostitelja. Pri pticah tako
prevladujeta filogenetski skupini D in B1, pri sesalcih filogenetski skupini A in B1 ter pri
ljudeh filogenetski skupini A in B2 (Escobar-Paramo, 2006). Pri govedu naj bi
prevladovala filogenetska skupina B1 (Carlos in sod., 2010).

Nasi rezultati so v skladu s predhodnimi raziskavami o razporeditvi komenzalnih sevov, saj
smo vecino sevov (54 %) uvrstili v filogenetsko skupino Bl, sledila ji je filogenetska
skupina A, kamor smo uvrstili 31 % sevov. V filogenetsko skupino D smo uvrstili 10 %
sevov. Glede na to, da je bil namen tega magistrskega dela ugotoviti, ali lahko goveji
komenzalni sevi predstavljajo rezervoar sevov, ki povzrofajo zunajcrevesne okuzbe pri
ljudeh, nas je zanimalo, koliko sevov se bo uvrstilo v filogenetsko skupino B2. NasSi

rezultati so pokazali, da se je v to filogenetsko skupino uvrstilo najmanj sevov, le 4 %.

Ker so bili ¢loveski sevi izolirani iz blata zdravih ljudi, bi pricakovali, da se bo najvec
sevov uvrstilo v filogenetski skupini A in B1, kamor se obi¢ajno uvrs¢ajo komenzalni sevi.

Vendar so Stevilne Studije pokazale, da pri ljudeh prevladujeta filogenetski skupini A in B2
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(Carlos in sod., 2010; Tenaillon in sod., 2010). Iz preglednice je razvidno, da se je najvec
sevov BJ uvrstilo v filogenetsko skupino B2, najve¢ sevov AK pa v filogenetsko skupino
B1. To pomeni, da se naSi rezultati skladajo z rezultati predhodnih Studij. Da sta ti dve
filogenetski skupini statisticno znacilno povezani s sevi BJ oz. AK, potrjujeta tudi

izraGunani P-vrednosti (0,0004).

Med zapisi za virulentne dejavnike smo pri sevih AK najpogosteje odkrili zapis za fimbrije
tipa I (fimH), ki ga je imelo kar 58 (65 %) vseh sevov AK. Primerjali smo tudi pojavnost
zapisa fimH v posameznih filogenetskih (pod)skupinah. Najve¢ sevov z zapisom fimH, kar
37, se je uvrstilo v filogenetsko skupino B1, medtem ko sta bila v filogenetski skupini B2
le 2 seva s tem zapisom. V filogenetskih podskupinah B2, in D, celo ni bilo nobenega seva
AK z zapisom fimH. Vendar moramo biti pri interpretaciji teh rezultatov previdni, saj med
sabo primerjamo razli¢no velike skupine sevov. V filogenetski podskupini D, 0z. B2, sta
bila uvrS¢ena samo 2 oz. 1 sev in nobeden od njiju ni imel zapisa fimH. Zaradi tako
majhnega Stevila sevov v teh dveh filogenetskih podskupinah tako ne moremo sklepati, da
vsi komenzalni sevi goveda, ki spadajo v filogenetsko podskupino B2, ali D,, nimajo
zapisa fimH. Za zanesljivejSe rezultate bi namre¢ bilo potrebno med seboj primerjati
priblizno enako velike filogenetske (pod)skupine z dovolj velikim Stevilom sevov.
Primerjava s sevi BJ je pokazala, da se zapis fimH pri ¢loveskih komenzalnih sevih
pojavlja Se pogosteje kot pri komenzalnih sevih goveda, saj je imelo kar 88 % vseh sevov
BJ zapis fimH. Tudi pri sevih BJ je bil zapis fimH najpogosteje odkrit zapis za virulentni
dejavnik.

Naslednja najpogosteje odkrita zapisa za virulentne dejavnike pri sevih AK sta bila zapisa
za siderofor jersiniabaktin (fyuA) in zapis za siderofor aerobaktin (iucD). Zapis fyuA je
imelo 13 (15 %), zapis iucD pa 12 (13 %) sevov AK. Pri primerjavi razporeditve sevov AK
s tema dvema zapisoma po filogenetskih (pod)skupinah in ob upoStevanju Bonferronijeve
korekcije nismo odkrili nobene statisticno znaéilne povezave. Pri sevih BJ sta se oba zapisa
(iucD in fyuA) pojavljala pogosteje kot pri sevih AK. Zapis fyuA je imelo kar 59 (66 %),
zapis iucD pa 35 (39 %) vseh sevov BJ.
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Zapis za alfa hemolizin (hlyA) je edini zapis za virulentni dejavnik, ki smo ga pogosteje
odkrili pri sevih AK kot pri sevih BJ. Ta zapis smo namre¢ odkrili pri 8 (9 %) sevih AK in
pri 7 (8 %) sevih BJ. Pri statisticni obdelavi rezultatov nismo odkrili nobene statisti€no
znadilne povezave sevov AK z zapisom hlyA in z dolo¢eno filogenetsko (pod) skupino.
Prav tako smo dobili statisti¢no neznalilne rezultate, ko smo preverjali povezavo med

zapisom hlyA, doloceno filogenetsko (pod)skupino in virom seva.

Zapis za adhezin Iha (iha) je imelo 6 (7 %) sevov AK. Nasi rezultati so pokazali, da so sevi
AK s tem zapisom statisti¢no znacilno povezani s filogenetsko skupino D (P = 0,0112) in
filogenetsko podskupino D; (P = 0,00032). Primerjava s sevi BJ je pokazala, da se zapis
iha pri ¢loveskih komenzalnih sevih pojavlja pogosteje kot pri komenzalnih sevih goveda,
saj je ta zapis imelo kar 35 (39 %) sevov BJ. Izracunane P-vrednosti iz Preglednic 14 in
15 kazejo, da ob upostevanju Bonferronijeve korekcije ne obstaja nobena statisti¢no

znacilna povezava med zapisom iha, posamezno filogenetsko skupino in virom seva.

Zapis ibeA in zapis kpsMT so imeli 3 (3 %) sevi AK. Pri sevih BJ sta se ta dva zapisa
pojavljala pogosteje, saj je zapis ibeA imelo 12 (13 %), zapis kpsMT pa kar 52 (58 %)
sevov BJ. Kljub temu, da je kar 50 % sevov AK iz filogenetske skupine B2 in 67 % sevov
AK iz filogenetske podskupine B2; imelo zapisa ibeA in kpsMT, moramo biti pri
interpretaciji teh rezultatov previdni, saj so bili v filogenetsko skupino B2 uvr$ceni le Stirje
sevi, v filogenetsko podskupino B23 pa le trije sevi AK. Da bi dobili zanesljivejSe rezultate,
bi v svojo Studijo morali vkljuciti vecje Stevilo sevov. Iz Preglednic 14 in 15 je razvidno,
da smo odkrili statisti¢no znacilni povezavi pri sevih BJ z zapisom kpsMT iz filogenetske
skupine A (P = 0,0016) in filogenetske podskupine Ao (P = 0,0224). Vse ostale povezave so

bile statistiéno neznacilne.

Zapise usp, ireA in hbp je imel le 1 (1 %) sev AK. Pri ¢loveskih komenzalnih sevih smo
zapis usp odkrili pri 22 (24 %), zapis ireA pri 18 (20 %) in zapis hbp pri 5 (6 %) sevih BJ,
kar nakazuje na to, da sta zapisa usp in ireA statisticno znacilno povezana s sevi BJ (P =
0,0016). Ob upostevanju Bonferronijeve korekcije statisti¢no znacilnih povezav med virom
seva, posameznimi filogenetskimi (pod)skupinami in temi tremi zapisi za virulentne

dejavnike nismo odkrili.
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Pri sevih AK nismo odkrili nobenega seva z zapisom papGll, papGlll, sfaDE, afa/draBC,
cnfl in tcpC. So pa bili vsi ti zapisi v razliénih odstotkih odkriti pri sevih BJ, kar je

prikazano v Preglednici 13.

Pri sevih AK smo primerjali tudi Stevilo zapisov za proucevane virulentne dejavnike.
Najvec sevov AK (41 (44 %) sevov) je imelo zapis za 1 virulentni dejavnik. Pri kar 25 (27
%) sevih AK nismo odkrili nobenega zapisa za virulentni dejavnik. Najve¢ zapisov za
virulentne dejavnike smo odkrili pri 2 (2 %) sevih AK, ki sta imela 6 zapisov za virulentne
dejavnike. Sevov z zapisom za 2 virulentna dejavnika je bilo 12 (13 %), z zapisom za 3
virulentne dejavnike 8 (9 %) in z zapisom za 5 virulentnih dejavnikov 1 (1 %). V skupino s
4 zapisi za virulentne dejavnike se ni uvrstil nobeden sev AK. V povprecju so imeli sevi
AK 1,2 zapisa za virulentne dejavnike. Primerjava s sevi BJ je pokazala, da so imeli sevi
BJ v povpre¢ju ve¢ zapisov za virulentne dejavnike (1,6). Prav tako so bili med sevi BJ
tudi taki, ki so imeli 7, 8, 9 oz. 10 zapisov za virulentne dejavnike, medtem ko so imeli
sevi AK najve¢ 6 zapisov za virulentne dejavnike. Iskali smo tudi povezave med virom
seva, Stevilom zapisov za virulentne dejavnike in filogenetskimi skupinami. lzkazalo se je,
da so s filogenetsko skupino A statisticno znacilno povezani sevi AK brez zapisov za
virulentne dejavnike (P = 0,0116) in sevi BJ s 3 zapisi za virulentne dejavnike (P =

0,0364). Ostale povezave so bile statisticno neznacilne.

Antibiotiki se v reji Zivali ne uporabljajo samo kot sredstva za zdravljenje in preprecevanje
bolezni, ampak tudi kot spodbujevalci rasti Zivali. Ceprav uporaba antibiotikov kot
spodbujevalcev rasti v Evropski uniji ni ve¢ dovoljena, do prepovedi v nekaterih drugih
delih sveta $e ni prislo. Siroka uporaba antibiotikov tako lahko vodi do selekcije odpornih
sevov E. coli v normalni mikrobioti zivali, ki bi se lahko preko zauzitja kontaminirane
hrane Zivalskega izvora prenesli tudi na cloveka. Ker se zapisi za odpornost proti
antibiotikom pogosto nahajajo na mobilnih genetskih elementih, bi to pomenilo tudi
moznost prenosa genov za odpornost na patogene bakterije (Bélanger in sod., 2011). V nasi
Studiji smo pri vseh sevih preverili obcutljivost za Stiri razli¢ne antibiotike (ampicilin,
streptomicin, tetraciklin in nalidiksi¢no kislino). Vsi sevi AK so bili obcutljivi za ampicilin
in nalidiksi¢no kislino. Proti tetraciklinu so bili odporni trije, proti streptomicinu pa Stirje

sevi AK. lIzkazalo se je, da je bil najbolj odporen sev AK48, ki je bil edini odporen proti
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tetraciklinu in nalidiksi¢ni kislini hkrati. Iz naSih rezultatov torej lahko sklepamo, da
komenzalni sevi goveda ne predstavljajo prevelike nevarnosti za prenos rezistence proti
antibiotikom na ostale bakterije. Vendar je potrebno poudariti, da nobena Zival, vklju¢ena v

naso Studijo, pred tem ni bila zdravljena z antibiotiki.
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6 SKLEPI

e Med proucevanimi 89-imi sevi smo jih 48 (54 %) uvrstili v filogenetsko skupino
B1, 28 (31 %) v skupino A, 9 (10 %) v skupino D in 4 (4 %) v skupino B2.

e Primerjava s ¢loveskim sevi BJ je pokazala, da je bilo v filogenetski skupini B1
bistveno ve¢ govejih sevov, v filogenetskih skupinah B2 in D pa bistveno vec
Cloveskih sevov.

e Pri govejih sevih smo najpogosteje odkrili zapis fimH, ki ga je imelo 58 (65 %)
sevov AK. Ta zapis je bil najpogostejsi tudi pri ¢loveskih sevih. Imelo ga je 88 %
sevov BJ.

e Zapis fyuA je imelo 13 (15 %), zapis za iucD pa 12 (13 %) sevov AK. Oba zapisa
sta se pri ¢loveskih sevih pojavljala pogosteje, saj je zapis fyuA imelo 59 (66 %),
zapis iucD pa 35 (39 %) sevov BJ.

e Zapis hlyA je edini zapis za virulentni dejavnik, ki smo ga pri sevih AK odkrili
pogosteje kot pri sevih BJ. Ta zapis je imelo 8 (9 %) sevov AK in 7 (8 %) sevov BJ.

e Zapis iha je imelo 6 (7 %) sevov AK. Izmed teh so bili kar Stirje iz filogenetske
skupine D oz. filogenetske podskupine D;.

e Zapis ibeA in zapis kpsMT so imeli 3 (3 %) sevi AK. Pri sevih BJ sta se ta dva
zapisa pojavljala pogosteje. Zapis ibeA imelo 12 (13 %), zapis kpsMT pa kar 52 (58
%) sevov BJ.

e Zapise usp, ireA in hbp smo odkrili le pri 1 (1 %) sevu AK.

e Zapisov papGll, papGlll, sfaDE, afa/draBC, cnfl in tcpC pri sevih AK nismo
nasli.

e Sevi AK so imeli najvec Sest zapisov za virulentne dejavnike, sevi BJ pa najvec 10
zapisov za virulentne dejavnike. V povprecju so imeli sevi BJ ve¢ zapisov za
virulentne dejavnike.

e Za ampicilin in nalidiksi¢no kislino so bili ob¢utljivi vsi sevi AK. Proti tetraciklinu
so bili odporni 3, proti streptomicinu pa 4 sevi AK. Samo en sev je bil hkrati

odporen proti tetraciklinu in nalidiksi¢ni kislini.
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7 POVZETEK

Bakterija Escherichia coli (E. coli) je pomemben ¢lan Erevesne mikrobiote ljudi in
Stevilnih Zzivali. Poleg komenzalnih sevov obstajajo tudi patogeni sevi E. coli, ki
povzrocajo razliéne ¢revesne in zunajérevesne okuzbe. Zunajrevesni patogeni sevi E. coli
(sevi EXPEC) so pomembni povzrocitelji okuzb urinarne poti, neonatalnega meningitisa in
sepse. Ceprav je znano, da Zivali predstavljajo rezervoar za ¢revesne patogene seve E. coli
(seve IPEC), Se vedno ostaja nepojasnjeno, ali lahko Zivali predstavljajo tudi rezervoar

sevov ExPEC, ki povzrocajo zunajcrevesne okuzbe pri ljudeh.

Da bi ugotovili, ali lahko govedo predstavlja rezervoar sevov EXPEC, smo pripravili zbirko
izolatov bakterije E. coli iz blata zdravega goveda. Izolate smo med sabo razlikovali s
pomocjo metode ERIC-PCR in vse seve uvrstili v filogenetske (pod)skupine. Z verizno
reakcijo s polimerazo smo jim dolo¢ili prisotnost genskih zapisov za virulentne dejavnike
(papGlll, papGll, sfaDE, afa/draBC, cnfl, hlyA, usp, iucD, tcpC, ibeA, fimH, fyuA, ireA,
iha, hbp in kpsMT), ki so znacilni predvsem za seve EXPEC. Vsem sevom smo dolocili
tudi obcutljivost za Stiri razlicne antibiotike (ampicilin, nalidiksi¢no kislino, streptomicin
in tetraciklin). NasSi rezultati so pokazali, da se je 48 (54 %) sevov uvrstilo v filogenetsko
skupino B1, 28 (31 %) v skupino A, 9 (10 %) v skupino D in 4 (4 %) v skupino B2. Zapis
fimH smo odkrili pri 58 (65 %) sevih, zapis fyuA pri 13 (15 %), zapis iucD pri 12 (13 %),
zapis hlyA pri 8 (9 %), zapis iha pri 6 (7 %) ter zapisa ibeA in kpsMT pri 3 (3 %) sevih.
Zapise usp, ireA in hbp je imel le 1 (1 %) sev AK. Vsi sevi so bili ob¢utljivi za ampicilin in

nalidiksi¢no kislino. Proti tetraciklinu so bili odporni 3, proti streptomicinu pa 4 sevi.

Iz rezultatov, pridobljenih v tem magistrskem delu, tako lahko sklepamo, da goveji
komenzalni sevi E. coli nimajo visokega virulentnega potenciala, ki bi jim omogocal
nastanek zunajCrevesnih okuzb. Prav tako ti sevi ne predstavljajo prevelike nevarnosti za
razvoj sevov, odpornih proti antibiotikom, saj je bila vefina sevov obcutljivih za vse
testirane antibiotike. Kljub temu pa bo v prihodnosti zaradi hitrega Sirjenja odpornosti proti
antibiotikom in moZznega prenosa odpornih sevov na ¢loveka potrebno zmanjSati uporabo
antibiotikov in protimikrobnih sredstev v reji Zivali. Potrebne bodo tudi Se dodatne Studije,

ki bodo razjasnile vlogo razli¢nih Zivali pri nastanku zunajcrevesnih okuzb pri ¢loveku.
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Oznaka izolata Oznaka AK Kmetija/kraj Zival
MB1 AK1 JoZe Repar, Preserje Krava
MB2 AK2 JoZe Repar, Preserje Krava
MB3 AK3 JoZe Repar, Preserje Telica
MB4 AK4 JoZe Repar, Preserje Telica
MB5 AK5 JoZe Repar, Preserje Bik
MB6 AKG6 Antonija Petri¢, Kamnik pod Krimom Krava
MB7 AK7 Antonija Petri¢, Kamnik pod Krimom  Krava
MB8 AK8 Antonija Petri¢, Kamnik pod Krimom Telica
MB9 AK9 Antonija Petri¢, Kamnik pod Krimom Telica
MB10 AK10 Kmetija Zarnik, Nadgorica Krava
MB11 AK11 Kmetija Fani Oven, hlev 1 Krava
MB14 AK12 Planina, hlev 2 Krava
MB15 AK13 Planina, hlev 2 Krava
MB16 AK14 Planina, hlev 3 Krava
MB17 AK15 Planina, hlev 3 Krava
MB18 AK16 Planina, hlev 4 Krava
MB19 AK17 Planina, hlev 4 Krava
MB22 AK18 Kmetija Jakl, Nadgorica Krava
MB23 AK19 Kmetija Matjak, Nadgorica Krava
MB24 AK20 Kmetija Sabina, Nadgorica Krava

MB26 (1) AK21 Antonija Petri¢, Kamnik pod Krimom Telica
MB27 (4) AK22 Planina Krava
MB29 (10) AK23 Planina Krava
MB30 (12) AK?24 JoZe Repar, Preserje Krava
MB31 (15) AK?25 Planina, hlev 2 Krava
MB32 (18) AK26 Kmetija Fani Oven, hlev 1 Krava
MB33 (21) AK27 Planina Krava
MB34 (24) AK28 Planina Krava
MB35 (27) AK29 Planina Krava

Se nadaljuje
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Nadaljevanje priloge A: Preglednica s podatki o zbirki govejih izolatov Skupine za molekularno genetiko
Katedre za molekularno genetiko in biologijo mikroorganizmov na Oddelku za biologijo Biotehniske

fakultete Univerze v Ljubljani.

Oznaka izolata Oznaka AK Kmetija/kraj Zival
MB36 (30) AK30 Planina Krava
MB37 (33) AK31 Planina, hlev 2 Krava
MB38 (36) AK32 Planina, hlev 3 Krava
MB39 (39) AK33 Planina, hlev 3 Krava
MB40 (42) AK34 Kmetija Cveto Krava

APKI1 AK35 Antonija Petri¢, Kamnik po Krimom  Krava
AP KI 2 AK36 Antonija Petri¢, Kamnik po Krimom  Krava
AP KI5 AK37 Antonija Petri¢, Kamnik po Krimom  Krava
APTI1 AK38 Antonija Petri¢, Kamnik po Krimom  Telica
APTII1 AK39 Antonija Petri¢, Kamnik po Krimom  Telica
IGI SI 1 AK40 Kmetija Fani Oven Krava
IGI SI1 4 AKA41 Kmetija Fani Oven Krava
IGISO 1 AKA42 Kmetija Fani Oven Krava
IGI SO 2 AK43 Kmetija Fani Oven Krava
JRBI1 AK44 JoZe Repar, Preserje Bik
JRKI1 AK45 JoZe Repar, Preserje Krava
JRKII1 AK46 JoZe Repar, Preserje Krava
JRTI1 AKA47 JoZe Repar, Preserje Telica
APKII'1 AK438 Antonija Petri¢, Kamnik pod Krimom Krava
JRTI1 AK49 JoZe Repar, Preserje Telica
JRTII4 AK50 JoZe Repar, Preserje Telica
PKI 1 AK51 Planina Krava
PKII'1 AK52 Planina Krava
PKII'5 AKS53 Planina Krava
PKIII 1 AK54 Planina Krava
PKIII 2 AK55 Planina Krava
PKIV 1 AK56 Planina Krava
PKV 1 AK57 Planina Krava
PKV 3 AK58 Planina Krava

PKVI 1 AK59 Planina Krava
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Priloga B: Preglednica rezultataov analize sevov iz zbirke AK; uvrstitev v filogenetske (pod)skupine in prisotnost zapisov za virulentne dejavnike.
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AK1 225 A A O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
AK2 AK2 Bl B; O 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 1 0 0 0 1
AK3 AK3 Bl B; O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0
AK4 AK4 Bl B; O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0
AK5 AK5 Bl B; 0 O 0 0 O 0 O 0 0 O 1 0 O 1 0 0
AKG6 1/1 D D, 0 O 0 0 O 0 O 0 0 O 0 0 O 0 O 0
AK7 AK7 A A 0 O 0 0 O 0 O 0 0 O 1 0 O 0 O 0
AK8 172 A A 0 O 0 0 O 0 O 0 0 O 0 0 O 0 O 0
AK9 AK9 A A, O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
AK10 AK10 A A, O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AK11 AK11 A A, O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AK12 AK12 Bl B; O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0
AK13 AK13 Bl B; 0 O 0 0 O 0 O 0 0 O 0 0 O 0 O 0
AK14 AK14 Bl B; 0 O 0 0 O 0 O 0 0 O 1 0 O 0 O 0
AK15 AK15 Bl B; 0 O 0 0 O 0 O 0 0 O 1 0 O 0 O 0
AK16 AK1l6 Bl1 B; 0 O 0 0 O 0 O 0 0 O 1 1 0 0 O 0
AK17  1/4 D D, O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AK18 AK18 A A, O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AK19 AK19 A A, O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
AK20 AK20 A A, O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AK21 AK21 B1 B; 0 O 0 0 O 0 O 0 0 O 0 0 O 0 O 0
AK22 AK22 Bl B; 0 O 0 0 O 0 O 0 0 O 1 0 O 0 O 0

Opomba: 0 — negativen rezultat, 1 — pozitiven rezultat.
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Nadaljevanje Priloge B: Preglednica rezultatov analize sevov iz zbirke AK; uvrstitev v filogenetske (pod)skupine in prisotnost zapisov za virulentne dejavnike.
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AK23 2/1 A A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AK24  AK24 A A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
AK25 AK25 Bl B; 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
AK26 AK26 B2 B2, O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
AK27  AK27 B1 B; 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
AK28 AK28 Bl B; 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
AK?29 3/1 A A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AK30 AK30 A A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
AK31 AK31 A A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AK32 AK32 B1 B; 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
AK33 AK33 Bl B; 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0
AK34 AK34 B2 B2; O 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0 0 1
AK35 APKI1 Bl B; 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0] 0
AK36 APKI2 D D, 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0
AK37 APTI1 Bl B; 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0
AK38 APTII1 D D, 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0
AK43 IGISI4 B1 B, 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AK44 1GISO1 B1 B, 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0] 0
AK45 1GISO2 B1 B, 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0] 0
AK46 JRBI1 D D, 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0] 0

Opomba: 0 — negativen rezultat, 1 — pozitiven rezultat.
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AKAT JRKIIL A A, 0 0 0 0O 0O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AKA8 JRTL A A, 0O O 0O O O 0O O 1 0 0 1 0 0 0 0 0
AKA9 APKIL BL B, 0O 0O 0 O O O O 1 0 0 1 0 0 0 0 0O
AKSO JRTIL D D, 0 0 0O O O O O 1 0 0 1 0 0 1 0 0
AKS1 JRTII4 A A, O O 0O O O O O 1 0 0 1 0 0 0 0 0
AKS2 PKIL A A, O O 0O O O O 0O O 0O 0 1 0 0 0 0 0
AKS3 PKII5 A A, 0O O 0O O O O O O 0O 0 0 0 0 0 1 0
AKs4 PKII2 D D, 0 0 0O O O O O O O 0 1 0 0 0 0 0
AKS5 PKIVI B2 B 0 0 0 0O O 1 0 1 0 1 1 1 0 0 0 1
AKS6 PKVI A A, 0 O 0O O O 0O 0O O 0O 0 1 0 0 0 0 0
AKS7 PKV3 B2 B2 0 0 0 0O O 0O O O O O 1 0 0 0 0 0O
AKS8 PKVIL A A, 0 0O 0 O 0O 0O 0O O 0O 0 1 0 0 0 0 0
AKSY 41 D D, 0 0O 0O O O 0O 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AKEO 43 A A, O O 0O O O O 0O 0O 0O 0 0 0 0 0 0 0
AK61 44 BL B, 0O O 0O O O 1 0 0O 0O O 0O O 0 0 0 0
AKE2 53 BL B, 0O O 0O O O O O O O 0O 1 0 0 0 0 0
AKE3 63 A A, O O 0O O O 0O 0 0O 0O 0 0 0 0 0 0 0
AKe4 72 A A, O 0O 0O O 0O 0O 0O 0O 0O 0 0 0 0 0 0 0
AKe5 81 Bl B 0O 0O 0O O O 0O 0O O 0O 0 1 1 0 0 0 0
AK66 85 BL B, 0O 0O 0O O O 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0
AK67 9/4 BL B, 0 0 0 0O 0 0 0 0O 0 0 0 0 0 0 0 0

Opomba: 0- negativen rezultat, 1 — pozitiven rezultat.
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AK68 102 B1 B, 0 0O O O O O O O O O 1 0O 0O 0 0 0
AK69 11/1 A A, 0 0O O O O O O O O O 1 0 0 0 0 0
AK70 11/4 B1 B, 0 0O O O O O O O O O 1 0 0O 0 0 0
AK71 12/3 Bl B, 0 0 O O O O O O O O O O O O 0 O
AK72 131 B1 B, 0 0O O O O 1 O O O O 1 1 0 0 0 0O
AK73 13/4 B1 B, 0 0O O O O O O 1 0O O 1 0 0 0 0 0O
AK74 135 B1 B, 0 0 O O O 1 O O O O 1 1 0 0 0 0O
AK75 141 B1 B, 0 0 O O O O O O O O O O O O 0 0O
AK76 142 B1 B, 0 0 O O O O O O O O 1 1 0 0 0 0O
AK77 143 B1 B, 0 0 O O O O O O O O 1 0 0O 0 0 O
AK78 153 Bl B, 0 0O O O O O O O O O 1 0O 0O O 0 0O
AK79 15/4 B1 B, 0 O O O O O O O O O 1 0 0O 0 0 O
AK8O 16/1 B1 B, 0 O O O O O O O O O O O O O 0 O
AK8L 162 B1 B, 0 O O O O O O O O O 1 0 0O 0 0 0O
AK82 16/3 BL B, 0 0 O O O O O O O O O O O 0 0 0O
AK83 1771 B1 B, 0 0 O O O O O O O O O O O 0 0 0
AK84 172 B1 B, 0 0O O O O O O O O O 1 0O 0O 0 0 0O
AK85 17/5 Bl B, 0 O O O O O O O O O O O O 0 0 0O
AK86 181 A A, O O O O O O O O O O 1 0 0 0 0 0
AK87 19/4 B1 B, 0 0O O O O O O O O O 1 0O 0O O 0 O
AK88 201 B1 B, 0 0O O O O O O O O O 1 0O O O 0 O
AK89 211 B1 B, 0 O O O O O O O O O 1 0O 0O O 0 O
AKQ 212 D D, 0 0 O O O O O O O O 1 0 0 0 0 0O
AK91 213 A A, O 0O O O O O O O O O 1 0 0 0 0 0
AK92 21/4 B1 B, 0 0 O O O O O O O O 1 O0O 0O 0 0 O
AK93 224 A A, 0 0O O O O O O O O O 0O 0 0 0 0 0

Opomba: 0 — negativen rezultat, 1 — pozitiven rezultat.
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Priloga C: Preglednica rezultatov analize sevov iz zbirke BJ; uvrstitev v filogenetske (pod)skupine in
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Nadaljevanje Priloge C: Preglednica rezultatov analize sevov iz zbirke BJ; uvrstitev v filogenetske

(pod)skupine in prisotnost zapisov za virulentne dejavnike.
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Opomba: 0 — negativen rezultat, 1- pozitiven rezultat.
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Priloga D: Primeri slik elektroforez pomnozkov PCR.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

PomnoZek gena
chuA (279 bp)

PomnoZek gena
yjaA (211 bp)

Pomnozek
fragmenta
TSPE4.C2 (152 bp)

Priloga D1: Primer elektroforeze pomnozkov PCR za ugotavljanje filogenetskih (pod)skupin sevov iz zhirke
AK.

Legenda: 1-standardna DNA lestvica 100-bp (Fermentas), 2—pozitivna kontrola BJ97, 3-AK49 (B1), 4-

AK50 (D,), 5-AK51 (Ay), 6-AK52 (Ag), 7-AKS53 (A.), 8-AK54 (D), 9-AK55 (B2;), 10-AK56 (Ay), 11-
negativna kontrola, 12-standardna DNA lestvica 100-bp (Fermentas)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

PomnoZzek gena
papGlI (190 bp)

Priloga D2: Primer elektroforeze pomnozkov PCR gena papGll sevov iz zbirke AK.

Legenda: 1-standardna DNA lestvica 100-bp (Fermentas), 2-pozitivna kontrola BJ60, 3-AK10, 4-AK11, 5-
AK12, 6-AK13, 7-AK14, 8-AK15, 9-AK16, 10-AK17, 11-negativna kontrola, 12- standardna DNA lestvica

100-bp (Fermentas)
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Pomnozek gena
papGlIl (258 bp)

Priloga D3: Primer elektroforeze pomnozkov gena papGlll sevov iz zbirke AK.

Legenda: 1- standardna DNA lestvica 100-bp (Fermentas), 2-pozitivna kontrola BJ32, 3-AK18, 4-AK19, 5-
AK20, 6-AK21, 7-AK22, 8-AK23, 9-AK24, 10-AK25, 11-negativna kontrola, 12- standardna DNA lestvica
100-bp (Fermentas)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

PomnoZzek gena
sfaDE (408 bp)

Priloga D4: Primer elektroforeze pomnozkov gena sfaDE sevov iz zbirke AK.

Legenda: 1- standardna DNA lestvica 100-bp (Fermentas), 2-pozitivna kontrola BJ19, 3-AK10, 4-AK11, 5-
AK12, 6-AK13, 7-AK14, 8-AK15, 9-AK16, 10-AK17, 11-negativna kontrola, 12- standardna DNA lestvica
100-bp (Fermentas)
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

PomnoZek gena
afa/draBC (594 bp)

Priloga D5: Primer elektroforeze pomnoZkov gena afa/draBC sevov iz zbirke AK.
Legenda: 1- standardna DNA lestvica 100-bp (Fermentas), 2-pozitivna kontrola BJ54, 3-AK10, 4-AK11, 5-

AK12, 6-AK13, 7-AK14, 8-AK15, 9-AK16, 10-AK17, 11-negativna kontrola, 12- standardna DNA lestvica
100-bp (Fermentas)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

PomnoZek gena
cnfl (1295 bp)

Priloga D6: Primer elektroforeze pomnozkov gena cnfl sevov iz zbirke AK.

Legenda: 1- standardna DNA lestvica 100-bp (Fermentas), 2-pozitivna kontrola BJ33, 3-AK43, 4-AK44, 5-
AK45, 6-AK46, 7-AK47, 8-AK48, 9-AK49. 10-AK50, 11-negativna kontrola, 12- standardna DNA lestvica
100-bp (Fermentas)
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

PomnozZek gena hlyA
(1177 bp)

Priloga D7: Primer elektroforeze pomnoZkov gena hlyA sevov iz zbirke AK.

Legenda: 1- standardna DNA lestvica 100-bp (Fermentas), 2-pozitivna kontrola BJ27, 3-AK30, 4-AK31, 5-
AK32, 6-AK33, 7-AK34, 8-AK35, 9-AK36, 10-AK37, 11-negativna kontrola, 12-standardna DNA lestvica
100-bp (Fermentas)

Pomnozek gena usp
(1000 bp)

Priloga D8: Primer pomnoZkov gena usp sevov iz zbirke AK.

Legenda: 1- standardna DNA lestvica 100-bp (Fermentas), 2-pozitivna kontrola BJ10, 3-AK59, 4-AK60, 5-
AK61, 6-AK62, 7-negativna kontrola, 8-pozitivna kontrola BJ10, 9-standardna DNA lestvica 100-bp
(Fermentas)
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PomnoZek gena
iucD (602 bp)

Priloga D9: Primer elektroforeze pomnoZkov gena iucD sevov iz zbirke AK.

Legenda: 1- standardna DNA lestvica 100-bp (Fermentas), 2-pozitivna kontrola BJ53, 3-AK51, 4-AK52, 5-
AK53, 6-AK54, 7-AK55, 8-AK56, 9-AK57, 10-AK58, 11-negativna kontrola, 12- standardna DNA lestvica
100-bp (Fermentas)
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Pomnozek gena tcpC
(386 bp)

Priloga D10: Primer elektroforeze pomnoZkov gena tcpC sevov iz zbirke AK.

Legenda: 1- standardna DNA lestvica 100-bp (Fermentas), 2-pozitivna kontrola BJ57, 3-AK30, 4-AK31, 5-
AK32, 6-AK33, 7-AK34, 8-AK35, 9-AK36, 10-AK37, 11-negativna kontrola, 12- standardna DNA lestvica
100-bp (Fermentas)
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PomnoZek gena ibeA
(170 bp)

Priloga D11: Primer elektroforeze pomnoZzkov gena ibeA sevov iz zbirke AK.

Legenda: 1- standardna DNA lestvica 100-bp (Fermentas), 2-pozitivna kontrola BJ19, 3-AK53, 4-AK54, 5-
AKb55, 6-AK2, 7-AK3, 8-AK4, 9-AK6, 10-AK6, 11-negativna kontrola, 12- standardna DNA lestvica 100-
bp (Fermentas)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Eesd

Pomnozekgena fik — -

Priloga D12: Primer elektroforeze pomnozkov gena fimH sevov iz zbirke AK.

Legenda: 1- standardna DNA lestvica 100-bp (Fermentas), 2-pozitivna kontrola BJ45, 3-AK51, 4-AK52,5-
AK53, 6-AK54, 7-AK55, 8-AK56, 9-AK57, 10-negativna kontrola, 11- standardna DNA lestvica 100-bp
(Fermentas)
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Pomnozek gena fyuA
(785 bp)

Priloga D13: Primer elektroforeze pomnoZzkov gena fyuA sevov iz zbirke AK.

Legenda: 1- standardna DNA lestvica 100-bp (Fermentas), 2-pozitivna kontrola BJ30, 3-AK62, 4-AK63, 5-
AK®64, 6-AK65, 7-AK66, 8-AK67, 9-AK68, 10-AK69, 11-negativna kontrola, 12- standardna DNA lestvica
100-bp (Fermentas)

PomnoZek gena
ireA (421 bp)

Priloga D14: Primer elektroforeze pomnoZkov gena ireA sevov iz zbirke AK.

Legenda: 1- standardna DNA lestvica 100-bp (Fermentas), 2-pozitivna kontrola BJ60, 3-AK10, 4-AK11, 5-
AK12, 6-AK13, 7-AK14, 8-AK15, 9-AK16, 10-AK17, 11-negativna kontrola, 12- standardna DNA lestvica
100-bp (Fermentas)
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Pomnozek gena iha
(827 bp)

Priloga D15: Primer elektroforeze pomnozkov gena iha sevov iz zbirke AK.

Legenda: 1- standardna DNA lestvica 100-bp (Fermentas), 2-pozitivna kontrola BJ2, 3-AK10, 4-AK9, 5-
AKS8, 6-AK7, 7-AK®6, 8-AK5, 9-AK4, 10-AK3, 11-negativna kontrola, 12- standardna DNA lestvica 100-bp
(Fermentas)
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Pomnozek gena hbp
(925 bp)

Priloga D16: Primer elektroforeze pomnoZkov gena hbp sevov iz zbirke AK.

Legenda: 1- standardna DNA lestvica 100-bp (Fermentas), 2-pozitivna kontrola BJ20, 3-AK51, 4-AK52, 5-
AKb53, 6-AK54, 7-AK55, 8-AK56, 9-AK57, 10-AK58, 11-negativna kontrola, 12- standardna DNA lestvica
100-bp (Fermentas)
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PomnoZzek gena
kpsMT (270 bp)

Priloga D17: Primer elektroforeze pomnoZzkov gena kpsMT sevov iz zbirke AK.

Legenda: 1- standardna DNA lestvica 100-bp (Fermentas), 2-pozitivna kontrola BJ36, 3-AK51, 4-AK52, 5-
AKb3, 6-AK54, 7-AK55, 8-AK56, 9-AK57, 10-AK58, 11-negativna kontrola, 12- standardna DNA lestvica
100-bp (Fermentas)
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