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Kampilobaktri so od leta 2005 najpogostejsi povzrocitelji zoonoz v EU. Ker
se Clovek najpogosteje okuzi preko kontaminiranega piscancjega mesa, je
pomembno sledenje izvora in poti Sirjenja okuzbe. Z magistrsko nalogo smo
s tipizacijsko metodo MLST, tipizacijo flaA, ter mPCR Zeleli pojasniti izvor
in analizirati Sirjenje kontaminacije z bakterijami C. jejuni vzdolZ proizvodne
verige piS€ancjega mesa. Med 159 bakterijskimi sevi smo z metodo dPCR
potrdili 56 sevov vrste C. jejuni, ki so se z metodo MLST uvrstili v 12
sekvencnih tipov in 8 klonskih kompleksov, pri dveh sekvencnh tipih pa
klonski kompleks ni bil dolo¢en. Najpogostejsi klonski kompleks je bil ST-
353, sledil pa mu je ST-354. S tipizacijo flaA so se izolati uvrstili v 10 flaA
alelnih tipov in z mPCR v 8 mPCR skupin. Najve¢jo mo¢ diskriminacije je
imela metoda MLST (Simpsonov indeks = 0,797), sledila ji je tipizacija flaA
(Simpsonov indeks = 0,758), najslabSe pa je locila med izolati mPCR
(Simpsonov indeks = 0,511). Ugotovili smo, da klavni proces zveca genetsko
pestrost izolatov, ter da voda predstavlja vir in vektor prenosa okuzb s
kampilobaktri. Poleg izolatov iz proizvodne verige pa smo imeli tudi nekaj
izolatov iz povrsinskih vod, za katere se je izkazala velika genetska pestrost.
Med vodnimi izolati pa so se pojavili tudi sevi, ki so Ze opisani kot
povzrocitelji gastroenteritisa pri ljudeh.
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AB Campylobacters are the most common cause for zoonosis in EU since 2005.

Humans are often infected by contaminated chicken meat, thereby it is
important to track the source and the way of the spread infection. In our
study we would like to track the source and analyse the spread of
contamination with C. jejuni through production chain of chicken meat, with
typing method MLST, typing flaA and mPCR. With method dPCR we
confirmed 59 bacteria C. jejuni of 159 bacterial isolates. With MLST we
sorted them in 12 sequence type and 8 clonal complexes, but in 2 sequence
type clonal complex wasn't define. The most common clonal complex was
ST-353, the second was ST-354. With flaA typing we sort isolates in 10 flaA
alele types and with mPCR in 8 groups of mPCR types. MLST had the
biggest discriminatory power (Simpson's index = 0,797), the second was
typing flaA (Simpson's index = 0,758), and mPCR discriminated was the
weakest (Simpson's index = 0,511). We found that slaughter process increase
diversity of isolates and that the contaminated water is the source and vector
of transmission campylobacters. We had also isolates from environmental
water, and these isolates were the most genetic diverse. From these strains
there was also the strains, which had been identified like a cause of humans
gastroenteritis before.
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Multiplex 1 in 2 so slike gelske elektroforeze s PCR pomnozenih genov Cj0056c,
Cj1139c, Cj1422c (Multipleks 1) in Cj0485c, Cj1324, Cj1720 (Multipleks 2)......... 43
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

AFLP

aspA

C. coli

C. jejuni

C. lari

C. upsaliensis
CcC

CFU

CGF

DNK
dATP
dCTP
dGTP
dNTP

dTTP
dPCR
EU
flaA
glnA
gltA
glyA
hipO
MCGH

MLEE
MLST
mPCR

PCR
PFGE

pgm
RFLP

RNK

polimorfizem dolZin pomnoZenih delov (angl. Amplified Fragment
Length Polymorphism)

aspartokinazni gen

Campylobacter coli

Campylobacter jejuni

Campylobacter lari

Campylobacter upsaliensis

klonski kompleks (angl. Clonal Complex)

Stevilo kolonijskih enot (angl. Colony Forming Units)
primerjalni genomski prstni odtis (angl. Comparative Genomic
Fingerprinting)

deoksiribonukleinska kislina

deoksiadenozin trifosfat (angl. Deoxyadenosine Triphosphate)
deoksicitozin trifosfat (angl. Deoxycytidine Triphosphate)
deoksigvanin trifosfat (angl. Deoxyguanosine Triphosphate)
deoksiribonukleotid trifosfat (angl. Deoxyribonucleotide
Triphosphate)

deoksitimin trifosfat (angl. Deoxythymidine Triphosphate)
dvokratni PCR

Evropska unija

gen za flagelin

gen za glutamin sintetazo

gen za citrat sintazo

gen za serin hidroksilmetil transferazo

gen za hipurikazo O

primerjalna genomska hibridizacija na mikromrezah (angl.
Microarray-Based Comparative Genomic Hybridization)
multilokusna encimska elektroforeza (angl. Multilocus Enzyme
Electrophoresis)

sekvenciranje multilokusnih zaporedij (angl. Multilocus Sequence
Typing)

mnogokratni PCR

veriZzna reakcija s polimerazo (angl. Polimerase Chain Reaction)
pulzna gelska elektroforeza (angl. Pulsed-Field Gel Electrophoresis)
gen za fosfo - glukomutazo

polimorfizem dolZin restrikcijskih fragmentov (angl. Restriction
Fragment Length Polymorphism)

ribonukleinska kislina
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SDS - PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega
lavrilsulfata

ST sekvencni tip

tkt gen za transketolazo

uncA gen za a podenoto ATP sintaze

UPMGA metoda neponderirane aritmeti¢ne sredine (angl. Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean)

VBNC Zivo, a negojljivo stanje (angl. Viable But Not Culturable)

WGS sekvenciranje celotnega genoma (angl. Whole Genome Sequencing)



Sobocan Zajc E. Sledenje izvora in Sirjenja okuzbe pis¢anéjega mesa z bakterijami C. jejuni vzdolZ proizvodne verige z metodo MLST. 1
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2014

1UVvOD

Kampilobaktri so Gram negativne, nesporogene bakterije. So termotolerantne,
mikroaerofilne bakterije in optimalno rastejo okrog nevtralnega pH obmocja.

Ker imajo Stevilne mehanizme preZivetja, so ubikvitarne in so prisotne tako v vodnih
okoljih, kot tudi v prebavilih Stevilnih divjih in rejnih Zivali. Kampilobaktri so komenzali v
prebavnem traktu perutnine in Stevilnih vrst divjih ptic. Ljudje se s kampilobaktri
najpogosteje okuzijo z uzivanjem piscancjega mesa, znani pa so tudi primeri okuzb preko
neklorirane vode in nepasteriziranega mleka.

Pisc¢anci pa se lahko kolonizirajo Ze med samo rejo na farmi, med transportom do klavnice
ali vzdolz celotne klavne linije. Med rejo se pis¢anci s kampilobaktri lahko kolonizirajo
preko kontaminirane vode, hrane, nastilja in preko ostalih Zivali kot so insekti ali glodalci,
¢e so le ti prisotni na farmi. Med transportom so vir in vektor kolonizacije piS€ancev
kletke, na klavni liniji pa vir kontaminacije predstavljajo navzkrizne kontaminacije preko
klavne opreme, delavcev, procesne vode in zraka, ali preko ostalih kontaminiranih trupov
pis¢ancev.

Kampilobakterioze so tako od leta 2005 najpogostejSe zoonoze v EU. Okuzbe pa ve¢inoma
povzrocata vrsti C. jejuni in C. coli.

Da bi odkrili vir okuzb in nacin prenosa, so bile razvite Stevilne metode tipizacije, ki se
delijo na fenotipske in genotipske. Fenotipizacija doloca lastnosti, ki jih organizmi
izrazajo, in so vidne pri fenotipu organizma, medtem ko genotipizacija analizira genetske
elemente, in sicer bakterijsko DNK in RNK. Z genotipizacijskimi metodami lahko
ocenimo stopnjo genetske raznolikosti dveh izolatov, kar s fenotipizacijo ni mozno.

Trenutno so najpogosteje  uporabljene  genotipizacijeke metode sekvenciranje
multilokusnih zaporedij (MLST), tipizacija flaA, pulzna gelska elektroforeza (PFGE),
primerjalna genomska hibridizacija na mikromrezah (MCGH), primerjalni genomski prstni
odtis (CGF), ter sekvenciranje celotnega genoma (WGS) (Taboada in sod., 2013).

Za vodne izolate je znacilna velika genetska raznolikost, kar predstavlja tezavo pri
specificnosti zacetnih oligonukleotidov pri tipizaciji s PCR. Stabler in sod. (2013) so
razvili hitro in cenovno ugodno tipizacijo mnogokratni PCR, kjer s pomnozevanjem 6
genov C. jejuni seve razvrstimo v genetsko sorodne skupine.
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1.1 CILJI IN DELOVNE HIPOTEZE MAGISTRSKE NALOGE

1.1.1 Cilji magistrske naloge:

e ldentificirati seve iz razli¢nih virov (vzorcev iz proizvodne verige pis¢ancjega
mesa, kon¢nih izdelkov in vode iz razli¢nih virov) z mnogokratnim PCR in izbor
sevov vrste C. jejuni za nadaljnje analize.

e Tipizirati seve C. jejuni na osnovi sekven¢ne analize multilokusnih zaporedij
(MLST) sedmih hisnih genov (aspA, gInA, gltA, glyA, pgm, tkt, uncA) in variabilne
regije gena flaA.

e Na osnovi dolo¢enih sekvencnih tipov analiziranih sevov pojasniti izvor in
analizirati Sirjenje kontaminacije z bakterijami C. jejuni vzdolZ proizvodne verige
pis¢ancjega mesa.

e Pojasniti pomen nekaterih glavnih potencialnih virov in vektorjev okuZbe,
predvsem vode.

1.1.2 Delovne hipoteze magistrske naloge:

e Predvidevamo, da bomo med 159 sevi, vklju¢enimi v identifikacijo vrste, potrdili
60-70 sevov C. jejuni za nadaljnje analize.

e Za bakterije C. jejuni je znacCilna velika genetska raznolikost, zato bomo na osnovi
sekvencne analize multilokusnih zaporedij potrdili to raznolikost, jo analizirali in
prispevali k pojasnitvi virov in poti Sirjenja kontaminacije v proizvodni verigi (v
primarni fazi, t.j. na farmi) in sekundarni fazi (tekom klavnih postopkov do
kon¢nega izdelka).

e Predvidevamo, da bomo potrdili vlogo vode kot klju¢nega izvora in vektorja
okuzbe.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 ROD Campylobacter

Rod Campylobacter spada v kraljestvo Bacteria, deblo Proteobacteria, razred Epsilon
Proteobacteria, red Campylobacterales in druzino Campylobacteraceae (Vandamme in
Ley, 1991). V rodu Campylobacter je 24 vrst in 8 podvrst (On, 2013).

Kampilobaktri so Gram negativne, nesporogene bakterije, ki so spiralne, upognjene oblike
ali v obliki ¢rke S. So gibljive in imajo en bicek na enem ali obeh polih (Corcionivoschi in
sod., 2009). Velike so0 0,2 - 0,9 um v §irino in 0,2 - 0,5 um v dolzino (Humphrey in sod.,
2007). Ce so izpostavljene stresu, lahko tvorijo celice sferiéne ali kokoidne oblike
(Mangels, 2013).

Vrste C. jejuni, C. coli, C upsaliensis in C. lari so znane kot povzrociteljice zoonoz, med
katerimi 95 % primerov okuzb povzroca C. jejuni, 4 % C. coli in 1 % C. upasliensis ali C.
lari (Humphrey in sod., 2007; Mangels, 2013).

Prvi¢ je o njih porocal Theodore Escherich leta 1886, ki jih je opisal kot bakterije spiralne
oblike, katerih ni mogoce gojiti (Silva in sod., 2011). Leta 1960 so veterinarji odkrili
spiralne organizme, Ki so povzrocali diarejo pri Zivalih, a jih niso okarakterizirali, vendar
so jih lahko gojili mikroaerobno. Leta 1972 so kampilobaktre prvi¢ izolirali iz ¢loveskega
fecesa. V obdobju od leta 1970 do 1980 so razvili komercialna selektivna gojisca za
gojenje kampilobaktrov (Mangels, 2013).

2.2 RASTNI POGOJI KAMPILOBAKTROV

2.2.1 Temperatura

Bakterije Campylobacter so termotolerantne in imajo optimalno temperaturo rasti pri
42 °C, ne rastejo pod 30,5 °C in nad 45 °C. Prezivetje kampilobaktrov je boljSe pri
temperaturi hladilnika, kot pri sobni temperaturi. Zamrzovanje za en desetisSki logaritem
zmanjsa Stevilo C. jejuni, a ucinek je odvisen tudi od tipa hrane in temperature (Lake in
sod., 2007).

2.2.2 pH
Campylobacter spp. raste v obmoc¢ju pH od 4,9 do 9,5, optimalno od 6,5 do 7,5 (Lake in
sod., 2007).

2.2.3 Atmosfera

Bakterije potrebujejo za rast zmanjSano koncentracijo kisika, oz. so mikroaerofilne.
Optimalno rastejo v atmosferi s 5 — 6 % kisika in 10 % ogljikovega dioksida. Prezivijo tudi
v modificirani atmosferi, vakuumskem pakiranju in pakiranju v normalni atmosferi, saj v
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tem primeru z metabolno aktivnostjo ustvarijo okolje s povecano koncentracijo CO; (Lake
in sod., 2007).

2.2.4 Vodna aktivnost (ay)
Bakterije optimalno rastejo pri a, 0,997 (= 0,5 % NaCl), minimalna vrednost a,, je 0,987

(= 2,0 % NaCl) (Lake in sod., 2007).

2.3 MEHANIZMI PREZIVETIA

Bakterije Campylobacter spp. lahko v primeru neugodnih razmer v okolju, kot so
primanjkovanje hranil ali oksidativen stres, preidejo v stanje VBNC. Celice se iz gibljive
oblike spiralnih celic spremenijo v celice kokoidne oblike (Murphy in sod., 2006; Rollins
in Colwell, 1986; Trachoo, 2003). Na podlagi Stevilnih raziskav lahko povzamemo, da
bakterije lahko iz VBNC stanja preidejo nazaj v metabolno aktivno obliko in lahko
povzrocijo okuzbo, verjetnost kolonizacije z VBNC Campylobacter spp. pa je odvisna tako
od seva mikroorganizma, kot tudi od vrste zivali (Murphy in sod., 2006; Trachoo, 2003).

Kampilobaktri prav tako lahko tvorijo biofilme, ki jim omogocajo prezivetje v ekstremnih
okoljih (Murphy in sod., 2006). Biofilmi predstavljajo konstanten inokulum teh bakterij v
vodnih sistemih, Zivinorejskih obratih, na procesnih linijah, in tako predstavljajo vir okuzb
tako za domace zivali, kot tudi za ljudi (Buswell in sod., 1998; Zimmer in sod., 2003;
Reeser in sod., 2007). Na tvorbo biofilma vplivajo Stevilni okoljski dejavniki. Reeser in
sod. (2007) so preucevali tvorbo biofilma na abiotskih povr§inah. Ugotovili so, da ¢im veé
je prisotnih hranil, tem slabsa je tvorba biofilma. Prav tako na tvorbo biofilma neugodno
vpliva visanje koncentracija osmolitov, kot so glukoza, saharoza in NaCl. Pri optimalnih
temperaturah in koncentraciji kisika pa bo to ugodno vplivalo tudi na biofilm. Ugotovili so
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tudi, da je za tvorbo biofilma potrebna sinteza proteinov. Pomembno viogo pri tvorbi pa
imajo tudi bic¢ki in signaliziranje s kvorumom (Murphy in sod., 2006). Pomemben
mehanizem preZivetja predstavljajo tudi dvokomponentni regulatorji, ki zaznajo in
reagirajo na spremembe okolja z regulacijo genov. Dvokomponentni signalni
transdukcijski sistemi so sestavljeni iz senzorne histidin kinaze v citoplazmi, ki zazna
spremembe zunanjega okolja in regulatorja na citoplazemski membrani, ki z regulatorno
mrezo odgovori na spremembe stimulusov iz okolja (Murphy in sod., 2006).

2.4 PATOGENEZA

Zaradi Stevilnih razlik v patogenezi kampilobaktrov v primerjavi z ostalimi patogenimi
bakterijami, specifiéni mehanizem virulence Se¢ ni dobro znan, saj kampilobaktri ne
izkazujejo velikega Stevila virulentnih faktorjev (Silva in sod., 2011; Dasti in sod., 2009).
Kot virulentni faktorji so bili identificirani: gibanje s flageli, adherenca na mukozo
intestinalnega trakta, invazivnost in zmoZnost tvorbe toksinov (Silva in sod., 2011).
Infektivna doza C. jejuni variira med sevi, a je lahko tudi nizja od 500 mikroorganizmov,
obicajno pa se giblje od 800 do 2 x 10° mikroorganizmov (Zoete in sod., 2006; Adedayo in
Kirkpatrick, 2008). Po zauzitju C. jejuni je inkubacijska doba obicajno od 24 do 72 ur, v
primeru zauzitja manjSega Stevila mikroorganizmov pa je lahko inkubacijska doba tudi
daljsa od 1 tedna (Blasser, 1997). Po zauzitju bakterij se te s pomocjo flagel premaknejo
preko intestinalnega mukusa in se delijo v ileumu in kolonu. Do poSkodbe Crevesnih
epitelnih celic lahko pride neposredno, zaradi invazije ali posredno zaradi vnetnega odziva
(Adedayo in Kirkpatrick, 2008). Takrat se pojavijo klini¢ni znaki, ki se kazejo kot akutna
vodena ali krvava diareja, pogosto z akutnimi abdominalnimi krci, ki spominjajo na
bolecine ob vnetju slepica, slabost, redkeje bruhanje in povisano telesno temperaturo
(Zoete in sod., 2006; Blaser, 1997; Butzler, 2004). Pri kampilobakteriozi se zaradi Sirjenja
bakterij iz gastrointestinalnega trakta lahko pojavijo tudi zapleti. Ti so vnetje zol¢nika,
vnetje trebusne slinavke, peritonitis, gastrointestinalne krvavitve in Guillain-Barre jev
sindrom (GBS). Pojavijo se redko in lahko vkljuujejo meningitis, endokarditis, septi¢ni
artritis, osteomielitis in neonatalno sepso. Bakteriemija se pojavi pri 1 % pacientov (Allos,
2001).

2.5 EPIDEMIOLOGIJA

Kampilobakterioze so od leta 2005 najpogostejSe zoonoze v EU. V letih od 2008 do 2011
pa se je njihovo Stevilo Se povecalo. V letu 2011 je bilo prijavljenih okuzb s kampilobaktri
220.209, kar je 50,28 / 100.000 prebivalcev (EFSA, 2013). V Sloveniji je bilo leta 2010
prijavljenih 999 okuzb, kar je 48,9 / 100.000 prebivalcev. Incidenca se je tako v primerjavi
z letom 2009 (45 / 100.000 prebivalcev) zviSala za skoraj 8 % (VURS, 2010).
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Kampilobaktri so komenzali v prebavnem traktu perutnine in mnogih vrst divjih ptic
(Corry in Atabay, 2001). Te bakterije najdemo pri rejnih zivalih, kot so perutnina, Zivina,
prasi¢i in ovce (EFSA, 2013). Ljudje se najpogosteje okuzijo z uzivanjem kontaminiranega
mesa in mesnih izdelkov pisc¢ancev, ki niso dovolj toplotno obdelani. Pogost vir okuzb pa
so tudi navzkrizne kontaminacije pri pripravi toplotno neobdelane hrane, ki je prisla v stik
s kontaminiranim mesom (Dasti in sod., 2009; Wilson in sod., 2008). Do kontaminacije
hrane lahko pride tudi preko okuzenega osebja, ki rokuje s hrano (Olsen in sod., 2001).
Sirjenje iz ¢loveka na &loveka ni pogosto (Dasti in sod., 2009). MozZna je tudi perinatalna
okuzba novorojenckov (Butzler, 2004). Vir okuzb predstavlja tudi pitje nepasteriziranega
mleka in neklorirane ali kontaminirane pitne vode (Wilson in sod., 2008; Young in sod.,
2007; Schonberg-Norio in sod., 2004). Bakterije C. jejuni so izolirali iz Stevilnih zivali, kot
so: zajci, glodavci, divje ptice, muhe, jeZi, jeleni, jazbeci, veverice, tjulni, voluharji in
lisice (Stabler in sod., 2013). Pomembnejsi vir prenosa kampilobaktrov v okolju
predstavljajo iztrebki prezvekovalcev in divjih ptic. French in sod. (2008) so tako
ugotovili, da so v svezih in v posusenih pti¢jih iztrebkih na povr$inah otroskega igrisca
(les, beton, zemlja, lubje, plastika in travna povrSina) prisotni kampilobaktri, ki lahko
predstavljajo vir okuzb.Pomemben vir prenosa so tudi vodni viri, kot so reke, potoki in
jezera, saj so znani primeri okuzbe s kampilobaktri med plavanjem (Schonberg-Norio in
sod., 2004). Te bakterije namre¢ v vodnem okolju lahko tvorijo biofilme, ki jim omogocajo
daljSe prezZivetje, prav tako pa jim rezervoar lahko predstavljajo amebe prisotne v vodi
(Reeser in sod., 2006; Axelsson-Olsson in sod., 2005). Vir okuzb lahko predstavljajo tudi
hisni ljubljencki, kot so psi in macke, ki pa ne predstavljajo rezervoarja za te bakterije
(Sheppard in sod., 2009).

2.5.1 Kolonizacija pis¢ancev med rejo in vzdolz klavne linije
2.5.1.1 Dejavniki tveganja za kolonizacijo s kampilobaktri med rejo

EFSA (2011) navaja, da se piS€anci lahko kolonizirajo s kampilobaktri z vertikalnim
prenosom, kar predstavlja prenos kontaminacije v jajce v genitalnem traktu kokosi.
Vertikalen prenos pa je moZen tudi preko fekalne kontaminacije jaj¢ne lupine (EFSA,
2011). Pomembnej$a dejavnika sta starost pis¢ancev in letni ¢as. Cim starejsi je picanec,
tem vecja je verjetnost kolonizacije. Le te SO pogostejSe v poletnih, v primerjavi z
zimskimi meseci (Barrios in sod., 2005; Hue in sod., 2010). Tveganje predstavlja tudi
redCenje jat, saj pri tem postopku pride v stik s pis¢anci ve¢ ljudi in opreme, ki prav tako
predstavljajo dejavnik tveganja (EFSA, 2011). Pisc¢anci se lahko kolonizirajo tudi preko
kontaminirane vode, krme, stelje in aerosola (Newell in Fearnley, 2003; Jonsson in sod.,
2012). Vir kolonizacije pa lahko predstavljajo tudi insekti, predvsem muhe (Hald in sod.,
2004). Potrebno je preprecevanje stika pis¢ancev z divjimi Zivalmi, pticami in govedom,
ter njihovimi iztrebki, saj tudi ti lahko predstavljajo vir kolonizacije. V primeru, da se jata
kolonizira s kampilobaktri, se te bakterije razSirijo v okolje farme, prav zato pa je
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potencialen vir kampilobaktrov tudi predhodno kolonizirana jata na isti farmi (EFSA,
2011). Kolonizacije s kampilobaktri se hitro Sirijo znotraj jate in po podatkih Studije Gerwe
in sod. (2008), en koloniziran pis¢anec na dan kolonizira 2,37 pis¢anca, kar pomeni, da bo
v jati z 20.000 pisc¢anci v 1 tednu koloniziranih kar 95 % piSc¢ancev.

2.5.1.2 Dejavniki tveganja za kontaminacijo s kampilobaktri med transportom do klavnice

Najveéjo nevarnost za kontaminacijo s kampilobaktri med transportom predstavljajo
Kletke, v katerih se zadrzuje veliko pis¢ancev v zelo majhnem prostoru (Hastings in sod.,
2010; Hansson, 2005). Pis¢anci v tem ¢asu tudi nimajo dostopa do vode in hrane, tako da
sta ta dva dejavnika izkljuCena. Prisoten pa je stres, ki zveca moznost kontaminacije
(EFSA, 2011).

2.5.1.3 Dejavniki tveganja za kontaminacijo s kampilobaktri med klavnim procesom

Trupi piscancev se lahko kontaminirajo med celotnim klavnim procesom z navzkrizno
kontaminacijo preko kontaminirane opreme, delovnih povrSin, procesne vode, zraka ali
kontaminiranih trupov ostalih pis¢ancev. Vir kontaminacij prav tako predstavlja
evisceracija. Po klavnem procesu in hlajenju so trupi sortirani, in ta postopek zopet
predstavlja nevarnost za kontaminacijo. Po sortiranju pa sledi razkosavanje trupov, kjer je
zopet nevarnost kontaminacije preko opreme za razkosavanje. 1z nekaterih delov se
odstrani koza, kar obi¢ajno zmanjsa Stevilo kampilobaktrov (EFSA, 2011).

Pri Evropski komisiji za varno hrano so leta 2008 naredili Studijo, v katero je bilo
vkljucenih 561 klavnic in 28 evropskih drzav (EFSA, 2010). Ugotovili so, da dejavnik
tveganja predstavlja predhodna kolonizacija pis¢ancev s kampilobaktri, saj so se
kontaminacije s kampilobaktri 30 x pogosteje pojavljale pri proizvodih, predhodno
koloniziranih pis¢ancev. Ti rezultati so v skladu s pri¢akovanji, saj se je tekom klavnega
procesa nemogoce popolnoma izogniti kontaminaciji trupov s ¢revesno vsebino (EFSA,
2011). Prav tako pa so se kontaminacije trupov s kampilobaktri pojavljale tudi pri
predhodno nekontaminiranih pisc¢ancih, kar kaze na navzkrizno kontaminacijo tekom
klavnega procesa. Kolonizacije s kampilobaktri so bile prav tako Stevilénejse pri starejSih
pis¢ancih, pri pis¢ancih, zaklanih kasneje v istem dnevu in v obdobju od julija do
septembra. Pojavljale pa so se tudi razlike med posameznimi drzavami in klavnicami
znotraj posameznih drzav, kar kaze na razlike v preventivi in kontroli med posameznimi
klavnicami in drzavami (EFSA, 2010).
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2.6 TIPIZACUA KAMPILOBAKTROV

Tipizacijske metode temeljijo na ideji, da imajo klonsko sorodni izolati skupne lastnosti, ki

jih lahko testiramo in na podlagi katerih lahko lo¢imo sorodne od nesorodnih izolatov
(Arbeit, 1995; Eberle in Kiess, 2012).

Znana sta dva glavna nacina tipizacije in sicer fenotipska in genotipska tipizacija. Pri
fenotipski tipizaciji dolo¢amo lastnosti, ki jih organizmi izraZzajo, medtem ko so v metode
genotipske tipizacije vkljuCene analize genetskih elementov, to sta bakterijski DNK in
RNK (Arbeit, 1995; Eberle in Kiess, 2012).

Metode, uporabljene pri tipizaciji, morajo ustrezati osnovnim kriterijem, kot so zmoznost
tipizacije, ponovljivost, stabilnost, obcutljivost, moc¢ razlikovanja in nezahtevna
interpretacija (Stuelens in sod., 1996; Eberle in Kiess, 2012). Eden od najpomembnejSih
kriterijev je mo¢ razlikovanja, ki predstavlja zmoznost lo¢iti med genetsko sorodnimi sevi
(Wassenaar in Newell, 2000; Wassenaar, 2000). Moc¢ razlikovanja je pri genotipizacijskih
metodah obicajno boljSa kot pri fenotipizacijskih, saj pri genotipski tipizaciji lahko dobimo
veéje Stevilo razliénih podtipov. Z genotipizacijo lahko ocenimo stopnjo genetske
razli¢nosti, kar s fenotipizacijskimi metodami na moremo ugotoviti. Slaba stran
fenotipizacijskih metod je tudi, da so na splosno odvisne od izrazene lastnosti fenotipa, na
kar lahko vplivajo pogoji gojitve, starost kulture itd. Pri fenotipizacijskin metodah je
prisoten visok delez sevov, ki jih ni mogoce tipizirati zaradi slabe ekspresije dolocene
fenotipske lastnosti, problemi so tudi pri ohranjanju kultur v laboratoriju in primerljivosti
rezultatov z ostalimi laboratoriji. Pri genotipizacijskih metodah so genotipi obi¢ajno
stabilni in neodvisni od pogojev gojenja. Vecina genotipizacijskih metod ima tudi visjo
zmoznost tipizacije in visjo primerljivost rezultatov med laboratoriji (Wassenaar, 2000).

K fenotipizacijskim metodam =za tipizacijo kampilobaktrov uvr§¢amo biotipizacijo,
tipizacijo z antibiogramom, serotipizacijo, fagno tipizacijo, multilokusno encimsko
elektroforezo (MLEE) in SDS-PAGE (Engberg, 2006).

Genotipske metode pa delimo na:

- Metode, ki temeljijo na RFLP: REA, PFGE, ribotipizacija

- Metode, ki temeljijo na pomnoZevanju s PCR: pomnoZevanje 23S rDNK, RAPD,
DGGE

- Metode, ki kombinirajo RFLP in metodo PCR: PCR-RFLP (restrikcija pomnozkov
PCR), AFLP

- Metode, ki temeljijo na sekvenciranju: MLST, tipizacija flaA

- Tipizacija genoma: DNK mikromreze za celoten genom (Engberg, 2006).

8
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Molekularne metode, ki se trenutno najpogosteje uporabljajo za tipizacijo kampilobaktrov
so: sekvenciranje multilokusnih zaporedij (MLST), tipizacija flaA, pulzna gelska
elektroforeza (PFGE), primerjalna genomska hibridizacija na mikromrezah (MCGH),
primerjalni genomski prstni odtis (CGF), ter sekvenciranje celotnega genoma (WGS)
(Taboada in sod., 2013).

2.6.1 Sekvenciranje multilokusnih zaporedij - MLST (Multilocus sequence typing)

Sekvenciranje multilokusnih zaporedij (MLST) je metoda identifikacije izolatov z
identi¢nimi ali sorodnimi genotipi (kloni ali klonski kompleksi) (Spratt, 1999). S to metodo
lahko dolo¢imo stopnjo klonalnosti bakterijske populacije, ne moremo pa dolociti kako
pogosto se genski prenosi dogajajo (Wassenaar, 2002).

Pri. MLST hisnih genov pridobimo pomnozke PCR, ki jih kasneje sekvenciramo.
Znacilnost hisnih genov je, da so ti geni pod neznanim selekcijskim pritiskom, a so kljub
temu dovolj raznoliki, da ima ta metoda veliko moc¢ razlikovanja. Hisni geni imajo
omejeno Stevilo alelov, in ti se pojavljajo v razli¢nih kombinacijah znotraj populacije. Alel
z drugac¢no kombinacijo nukleotidov kaZze na horizontalni genski prenos ali na mutacijo.
Podatki, ki jih pridobimo s Studijo populacije, predstavljajo vsoto vseh genskih prenosov in
mutacij v preteklosti. Cetudi so se genski prenosi pojavljali redko, s to metodo zaznamo
tiste, ki so se ohranili v populaciji. Metoda MLST je tako manj primerna za kratkotrajno
molekularno epidemiologijo, kjer preucujemo gene, ki so pod velikim selekcijskim
pritiskom (Wassenaar, 2002).

MLST v primerjavi z drugimi fenotipizacijskimi metodami (npr. serotipizacija) dobro loci
in je bolje prenosljiva in ponovljiva kot ostale tipizacijske metode (npr. PFGE) (Taboada in
sod., 2013). Dobra prenosljivost pomeni, da material, ki je potreben za analizo brez tezav
transportiramo, saj pri tej metodi potrebujemo le izolirano DNK o0z. suspenzijo mrtvih
celic. Poleg tega so protokoli dela in zaporedja zacetnih oligonukleotidov dostopni v
elektronski obliki, metoda MLST pa je avtomatizirana (Urwin in Maiden, 2003).

Baza podatkov na medmrezju vsebuje alelne profile in epidemioloSke podatke, ki so
dostopni na strani: http://mlst.zoo.ox.ac.uk. Stran omogoca uporabnikom, da vstavijo
sekvence sedmih MLST lokusov v sedem oken na spletni strani in tako pridobijo alelni
profil njihovega seva. Alelni profil lahko primerjajo z ostalimi sevi, ki so v bazi podatkov
(Enright in Spratt, 1999).

Ta metoda tipizacije temelji na istih principih tipizacije kot metoda MLEE (multilokusna
encimska elektroforeza), saj obe metodi kazeta variacije v hisnih genih (Urwin in Maiden,
2003). MLEE analizira elektroforetsko mobilnost hisSnih encimov v Skrobnem gelu in
izenaci razli¢ne variante vsakega encima z aleli v genskem lokusu za ta encim. Aleli v
vsakem lokusu dolocajo elektroforetski tip, ki je ekvivalenten sekvenénemu tipu pri MLST
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(Urwin in Maiden, 2003; Enright in Spratt, 1999). Cetudi ima metoda MLEE glavno vlogo
v uvedbi bakterijske epidemiologije, je ta metoda tehni¢no neugodna in ni Siroko uporabna
pri rutinskem nadzoru. Dodaten problem MLEE je tudi primerljivost dobljenih rezultatov
med razli¢nimi laboratoriji, kar pri MLST ne predstavlja tezav (Urwin in Maiden, 2003;
Enright in Spratt, 1999). Cetudi je pri MLEE v vsakem lokusu analiziranih le nekaj variant,
z analizo 20 in ve¢ lokusov dobimo visoko loc¢ljivost, a MLST v primerjavi z MLEE
vseeno bolje lo¢i nukleotide, saj pride do podobnega rezultata z analizo manjSega Stevila
lokusov (7 lokusov dolzine 450 - 500 bp) (Urwin in Maiden, 2003; Enright in Spratt, 1999;
Maiden in sod., 1998). Identifikacijo alelov pri MLST pridobimo s sekvencianjem,
medtem ko lahko pri MLEE enaka mobilnost na gelu pomeni enako, podobno ali povsem
razli¢no sekvenco (Spratt, 1999).

2.6.1.1 MLST za C. jejuni

Dingle in sod. (2001) so razvili MLST shemo za C. jejuni, ki temelji na nukleotidnih
zaporedjih 7 lokusov hisnih genov za produkcijo proteinov. Ti proteini so: aspartaza A
(aspA), glutamin sintetaza A (gInA), citrat sintaza (gltA), serin hidroksimetiltransferaza
(glyA), fosfoglukomutaza (pgm), transketolaza (tkt) in a podenota ATP sintaze (UncA).

tht gly A

pgm
glt A

1,641,481 bp

Slika 2: Lokacija MLST lokusov na kromosomu referenénega seva C. jejuni NCTC 11168 (Dingle, 2001).

Vsakemu sekvenciranemu produktu PCR teh 7 lokusov (asp, gInA, gltA, glyA, pgm, uncA,
tkt) je dodeljena alelna Stevilka, na podlagi ujemanja z alelom v bazi podatkov na strani
PubMLST (Jolley in Maiden, 2010). Vsak izolat je tako oznacen s 7 alelnimi Stevilkami.
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Na podlagi razvrstitve alelnih Stevilk je dodeljen sekvenéni tip (ST) oz. alelni profil v
skladu z bazo podatkov PubMLST (Jolley in Maiden, 2010). S programom BURST so
sekvenéni tipi, ki imajo ve¢ kot 4 enake alele, razvrS€eni v isti klonski kompleks (CC)
(Dingle in sod., 2001; Taboada in sod., 2013).

Kromosomska DNK

A Pomnozitev ~ 450 bp velikih
N ‘“'*-;_\_r___ fragmentov sedmih hi$nih genov
‘I:\\\'\ .\:}.."‘..
N X
- ) J I':.)‘-&. \\Q."- A
FACY ~ 2\

Sekvenciranje sedmih fragmentov genov

I

Primerjava sekvenc vsakega genskega fragmenta z znanimi aleli v lokusu

I

Dodelitev alelnih profilov alelom v sedmih lokusih

l

Primerjava alelnih profilov z alelnimi profili izolatov v bazi podatkov na medmreZju

Slika 3: Shema MLST tipizacije (Spratt, 1999).

Odnosi med izolati se kazejo s primerjavo alelnih profilov, kjer imajo bolj sorodni
organizmi iste sekvencne tipe oz. sekvencne tipe, ki se razlikujejo v nekaj lokusih, medtem
ko imajo nesorodni izolati razlicne sekvenc¢ne tipe (Urwin in Maiden, 2003).

Sorodstvene odnose med sevi prikazemo z dendrogramom in tako dobimo filogenetsko
informacijo, s katero lahko razjasnimo izvor sevov (Spratt, 1999).

2.6.1.2 Uporaba MLST v epidemioloskih Studijah

Na Svedskem nacionalnem monitoringu kampilobaktrov pri pi¢ancih, kjer so izolacije
sevov potekale ve¢ kot 10 let, so 100 sevov C. jejuni iz 56 farm, izoliranih iz slepega
Crevesa pis¢ancev, Z analizo MLST razvrstili v 44 razli¢nih ST. 60 % izolatov so uvrstili v
3 klonske komplekse: ST-21, ST-45 in ST-48, za katere je znacilno, da so v ve¢jem delu
sveta med najpogostejSimi pri humanih izolatih, prisotni pa so tudi pri perutnini in ostalih
farmskih zivalih. Tem CC je po pogostnosti sledil ST-1034, ki se glede na podatke iz
MLST baze najpogosteje pojavlja pri izolatih iz divjih ptic, izolirali pa so ga tudi iz
humanih vzorcev, pis¢ancev, okolja in ostalih zivali. Prav tako so klonski kompleksi, ki so
bili odkriti v tej Studiji, bili izolirani tudi iz humanih vzorcev (Griekspoor in sod., 2009).
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V ZDA so Colles in sod. (2010) primerjali izolate populacij C. coli (43 izolatov) in C.
jejuni (179 izolatov) pri pis¢ancih proste reje pred in po klavnem procesu. Najpogostejsi
klonski kompleks je bil ST-354, ki se je pojavil pri 28,8 % (64 / 222) Zivih piS¢ancev,
sledil pa mu je ST-443, ki se je pojavljal pri 18 % (40 / 222) piscancev. Ta dva klonska
kompleksa sta bila prav tako najpogostejSa pri zaklanih pisc¢ancih, tu se je ST-443 pojavil
pri 16,8 % in ST-354 pri 16 %. Trije sekvencni tipi C. jejuni ST-257, ST-1496 in ST-1532
so bili prisotni pri Zivih pi§¢ancih, pri zaklanih pa ne. Pri trupih piS¢ancev po zakolu pa so
bili prisotni sekven¢ni tipi ST-433, ST-606 in ST-1491, ki niso bili prisotni pri zivih
pis¢ancih. Dokazali so, da proces klanja in klavniSka oprema zvecata pestrost genotipov
kampilobaktrov, izoliranih iz jate, in da so sekven¢ni tipi ST-51, ST-573, ST-607 in ST-
814 razSirjeni v industriji.

Wirz in sod. (2010) so v Studiji tipizirali 340 izolatov kampilobaktrov iz Svicarskih klavnih
linij. VVzorce so pridobili iz koze vratu pis¢ancev po hlajenju in iz vzorcev slepega Crevesa,
ki so bili odvzeti takoj po zakolu. Dolo¢ili so 65 razli¢nih sekvencnih tipov, od teh jih je
bilo 6 novih. Prevladujo¢i klonski kompleksi pri C. jejuni pa so bili CC21, CC45 in
CC257. Vecina ST in CC, ki so jih tipizirali pri tej $tudiji, so bili opisani tudi v drugih
dezelah pri perutnini, nekaj pa je bilo tudi iz lokalnih virov. Rezultati kazejo, da so bili
kampilobaktri prisotni zaradi »samo-kontaminacije« zaklanih pis¢ancev, a tudi navzkrizna
kontaminacija trupov ne more biti izkljucena.

Allen in sod. (2006) so s Studijo kontaminacije trupov pis¢ancev tekom klavnega procesa v
povezavi s kolonizacijo jat ugotovili, da so se nekontaminirani trupi piScancev
kontaminirali s kampilobaktri z navzkrizno kontaminacijo tekom klavnega procesa in to pri
2 od 5 negativnih jat. Prav tako so bili podtipi pri kontaminiranih jatah enaki kot pri
vzorcih iz slepega Crevesa teh jat, razen pri eni jati, kjer se ti podtipi niso ujemali. Razlog
za to je lahko v razli¢nih prezivetvenih €asih razli¢nih sevov tekom klavnega procesa.

V Veliki Britaniji so Colles in sod. (2003) v Studiji karakterizacije 112 izolatov iz farme
(perutnina, govedo, ovce, ograda in blato), preucevali raznolikost C. jejuni, in primerjali te
izolate s humanimi izolati. lzolati so se uvrstili v 30 razli¢énih sekven¢nih tipov, med
katerimi so bili najpogostejSi ST-45, ST-42, ST-61 in ST-262. Klonski kompleks ST-21 je
bil najbolj razsirjen in je bil prisoten pri 8 od 10 razli¢nih virov. V ¢lanku pojasnjujejo, da
je vzrok tako Siroke razSirjenosti tega kompleksa v tem, da so sevi v tem kompleksu dobro
prilagojeni in tako dlje ¢as prezivijo v okolju. Pri pis¢ancih in puranih je prevladoval ST-
45, ki pa je bil odsoten pri ov¢jih vzorcih. Poleg ST-45 pa je bil pri piscancih prisoten Se
ST-21. Ugotovili so, da se genetska pestrost pri vzorcih iz farme ujema z genetsko
pestrostjo pri humanih vzorcih in pri vzorcih iz hrane v trgovini. Ti rezultati kazejo na to,
da je populacija C. jejuni na farmi vir kontaminacije hrane in vir humanih infekcij in da je
metoda MLST primerna za identifikacijo in primerjavo genotipov izolatov C. jejuni.

Bull in sod. (2006) so identificirali vir kolonizacije s kampilobaktri pri desetih jatah
piS€ancev v treh perutninskih druzbah iz Velike Britanije. Vzor¢ili so rejce, ociS¢ene in
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dezinficirane farme pred vselitvijo piS¢ancev, piS€ance in okolje znotraj in zunaj farme
med rejo pis¢ancev. Sedem izmed desetih jat je bilo koloniziranih med rejo, in sicer je bilo
pet jat koloniziranih s C. jejuni, ena s C. coli, in ena z obema. V jati so bili sprva zaznani
sevi C. coli, a jih je hitro zamenjal C. jejuni ST-791, ki je prevladoval do 28. dneva. V
klavnici pa sta bila najpogostejsSa ST-791 in ST-354. Kampilobaktri so bili prav tako
izolirani iz okolja okrog farme pri Sestih izmed sedmoh koloniziranih jat in pri treh
negativnih jatah. Pri negativnih jatah so bili negativni tudi nastilja, hrana, voda in zrak
znotraj farme. Pri koloniziranih jatah pa so bili kampilobaktri prisotni pri 3/18 vzorcev
nastilja, 1/19 v hrani, 4/13 v vodi in 15/248 pri vzorcih zraka. Kampilobaktri so bili
prisotni tudi na kletkah za transport piS¢ancev do klavnice, in sicer na 26 od 45 kletkah.
Tako lahko k viru kontaminacije s kampilobaktri Stejemo tudi kletke, saj so pri dveh na
farmi negativnih jatah ob prihodu v klavnico, te bile po transportu pozitivne.

Hastings in sod. (2010) so prav tako z metodo MLST tipizirali seve kampilobaktrov, ki so
prisotni na kletkah po procesu dekontaminacije za transport pis¢ancev in tako predstavljajo
vir kontaminacije in prenosa kampilobaktrov. Za analizo MLST so izolirali 89 izolatov, ki
so se razvrstili v 16 sekvenénih tipov. Kar 80 % izolatov pa se je uvrstilo v Stiri klonske
komplekse: ST-45, ST-354, ST-574 in ST-661. Klonska kompleksa ST-418 in ST-4227 sta
bila prisotna pred ciS¢enjem kletk, po ¢is€enju pa so prevladali drugi klonski kompleksi.
Vzroki, zakaj so se po procesu dekontaminacije kletk pojavljali razlicni sekvencni tipi in
klonski kompleksi Se niso povsem pojasnjeni. Mozen vzrok za razliCno prezivetje
dolo¢enega genotipa je v tem, da so doloceni genotipi (npr. ST-45) bolje adaptirani na

prezivetje zunaj gostitelja (Sopwith in sod., 2008).

2.6.2 Tipizacija flaA

Aleli flagelina, ki je strukturni protein bicka in virulentni dejavnik, so znotraj vrst zelo
variabilni in tako primerni za lo¢evanje bakterij na nivoju sevov. Geni za flagelin se pod
selekcijskim pritiskom izmenjujejo med sevi in tako lahko imata dva seva identi¢na flaA
tipa. Za pravilno identifikacijo izolatov moramo zato tipizacijo flaA kombinirati $e z drugo
neodvisno metodo (Wassenaar, 2002).

Tipizacija flaA obsega PCR pomnozitev genov flaA in sekvenciranje produkta PCR
(Taboada in sod., 2013). Nachamkin in sod. (1993) so razvili RFLP analizo gena flaA za C.
jejuni. Z reakcijo PCR so pomnozili gen flaA, pomnoZek so nato razgradili z restrikcijskim
encimom Ddel, dobljene fragmente pa so lo€ili z agarozno gelsko elektroforezo. Rezultate
so primerjali s predhodno narejeno serotipizacijo in ugotovili 100 % povezavo HL
serotipov in flaA-tipov. S temi rezultati so dokazali, da bi se tipizacija flaA lahko uporabila
kot alternativa serotipizacije in kot tipizacijska metoda za klini¢ne in epidemioloske
raziskave.
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Modificirana metoda tipizacije flaA temelji na sekvenciranju 321 bp velike kratke
variabilne regije (SVR) gena flaA (Taboada in sod., 2013). Mainersmann in sod. (1997) so
s sekvenciranjem kratke variabilne regije gena flaA dobili dendrogram, podoben
dendrogramu, pridobljenem z analizo celotnega gena. Z reakcijo PCR so pridobili Sablono
za nadaljnje sekvenciranje, za katero so zacetne oligonukleotide konstruirali s hibridizacijo
konzervativnih regij, ki obdajajo kratko variabilno regijo. Prednost analize kratke
variabilne regije je, da je enostavno sekvencirana, saj potrebujemo le en par zacetnih
oligonukleotidov, ki se vezejo na konzervativne sekvence, ki obdajajo to regijo, medtem
ko bi za analizo celotnega genoma potrebovali ve¢ zacetnih oligonukleotidov. Tako je
sekvenciranje kratke variabilne regije flaA lahko uporabna metoda za epidemioloSke
raziskave in se lahko uporablja kot dopolnilna metoda ostalim subtipizacijskim metodam
ali jih celo nadomesti.

Dingle in sod. (2005) so tipizacijo flaA uporabili kot dopolnilno metodo k MLST. Poleg C.
jejuni so z MLST tipizirali tudi C. coli. Obe vrsti so najprej identificirali z mnogokratnim
PCR, kjer so uporabili zacetne oligonukleotide za pomnozitev hipurikaznega gena (hipO)
pri C. jejuni in glyA gena za C. coli, kot so predhodno naredili Zze Wang in sod. (2002). Z
metodo MLST v kombinaciji s sekvenciranjem flaA SVR so tako dobili dobro locbo med
sevi, kar je uporabno tudi za nadaljnje raziskave epidemiologije ljudi in za odkrivanje
virov teh okuzb.

2.6.3 Pulzna gelska elektroforeza - PFGE (Pulsed-field gel electrophoresis)

Metoda PFGE je od leta 1983, ko so jo opisali Schwarz in sod., predstavljala zlati standard
epidemioloskih analiz za Stevilne patogene bakterije. Leta 2001 so Ribot in sod. razvili
standardni protokol za tipizacijo C. jejuni, ki izhaja iz predhodnih protokolov za PFGE za
ostale patogene bakterije.

Pri metodi PFGE z restrikcijskim encimom, katerega znacilnost je, da ne reze pogosto,
razgradimo bakterijsko DNK, tako da dobimo 10 - 30 fragmentov. Ker pa so ti fragmenti
pogosto preveliki (20 - 200 kbaz), da bi jih lo¢ili z obi¢ajno agarozno gelsko elektroforezo,
jih lo¢imo s spreminjanjem smeri elektricnega polja tekom elektroforeze (Wassenaar in
Newell, 2000; Engberg, 2006). Metoda PFGE ima $tevilne prednosti, in sicer je obcutljiva
in dobro lo¢i, saj ima visok diskriminatorni indeks. Zaradi dostopnosti protokolov dela na
medmrezju, na spletni strani PulseNet (http://www.cdc.goc/pulsenet), je omogocena
primerljivost rezultatov med razli¢nimi laboratoriji (Engberg, 2006). Slabosti metode
PFGE so obcutljivost na genetsko nestabilnost bakterij, tvorba DNA - ze pri nekaterih
sevih kampilobaktrov, prav tako pa encimi, ki se uporabljajo za profiliranje PFGE, ne
razgradijo DNK nekaterih sevov (Engberg, 2006).
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V primerjavi z MLST je metoda PFGE bolj ob¢utljiva na variacije v genomu, saj z metodo
MLST preucujemo nukleotidno zaporedje, a ne vidimo velikih genomskih preureditev.
Tako je metoda PFGE bolj diskriminatorna pri vrstah z veliko genomskimi otoki,
insercijskimi sekvencami in ostalimi mobilnimi elementi. Prav tako za izvedbo PFGE, v
primerjavi z MLST, ne potrebujemo natan¢nih informacij o genomu (Cooper in Feil,
2004).

Metodo PFGE so uporabili pri Stevilnih Studijah raznolikosti C. jejuni pri pis¢ancih in za
epidemioloske Studije, ter odkrivanje virov prenosa kapilobaktrov med rejo na farmah
(Petersen in sod., 2001; Messens in sod., 2009; Thakur in sod., 2013). Prav tako so metodo
PFGE uporabili za spremljanje pojavljanja in dinamike C. jejuni in ostalih termofilnih
kampilobaktrov med rejo in klavno verigo (HO6k in sod., 2005; Melero in sod., 2012;
Klein in sod, 2007; Damjanova in sod., 2011; Gruntar in sod., 2009), ter pokazali na
moznost prenosa kontaminacije tudi v prodajni mrezi (Zorman in sod., 2006), ter do
kon¢nega potrosnika (Zorman in sod, 2006; Uzunovi¢ - Kamberovi¢, 2007).

2.6.4 Primerjalna genomska hibridizacija na mikromrezah - MCGH (Microarray-
based comparative genomic hybridization)

Z metodo primerjalne genomske hibridizacije na mikromrezah v enem samem
eksperimentu dolo¢imo prisotnost ve¢ tiso¢ih genov. Metoda temelji na razli¢no oznacenih
odsekih DNK testnega in referencnega seva, Ki ju hibridiziramo na mikromrezi. Z
razli¢nimi signali hibridizacije lahko dolo¢imo predpisano Stevilo sprememb in dolo¢imo

stopnjo razlicnosti. Ta metoda tako omogoca primerjalne genomske analize znotraj vrst
(Taboada in sod., 2007; Taboada in sod., 2013).

Taboada in sod. (2008) so primerjali rezultate analiz, pridobljene z MLST in MCGH
metodo tipizacije. Odkrili so dobro povezavo rezultatov, ki so jih pridobili z obema
metodama tipizacije. Od 35 sevov, ki so se z MLST razvrstili v Sest klonskih kompleksov,
se le Stirje niso ujemali s skupinami, pridobljenimi z MCGH, in od 37 skupin sevov,
pridobljenih z MCGH, se le 3 niso ujemali s podatki MLST analize. Na splosno se
skladnost CGH in MLST profilov Siri pri sevih v istem klonskem kompleksu, medtem ko
imajo sevi s podobnimi profili CGH ve¢ istih alelov MLST. A ¢etudi podobnost v profilih
MLST dobro napove podobnost v genomih, ne prikaze vedno podobnosti celotnega
genoma med sevi. Prav tako so Stabler in sod. (2013) primerjali rezultate, pridobljene z
MLST, z genetskimi skupinami, pridobljenimi s CGH. S pomocjo genetskih skupin so
Zeleli ugotoviti vir C. jejuni in adaptacijsko niSo. Za pomo¢ pri dolo¢itvi genetskih skupin
in vira, pa so razvili mnogokratni PCR (mPCR).
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2.6.5 Primerjalni genomski prstni odtis - CGF (Comparative Genomic
Fingerprinting)

Primerjalni genomski prstni odtis (CGF) je tipizacijska metoda, ki je hitra, poceni in ima
boljso mo¢ razlikovanja kot MLST (Taboada in sod, 2012; Clark in sod., 2012). CGF
temelji na konceptu, da so lahko razli¢ni geni, ki obdajajo jedro genoma, uporabni za
genomski prstni odtis visoke lo¢ljivosti.

Taboada in sod. (2012) so razvili in validirali CGF za C. jejuni. S CGF so analiziali 40
genov 412 izolatov in jih primerjali z MLST rezultati teh izolatov. Izolate so pridobili od
Kanadskega nacionalnega programa za nadzor enteri¢nih patogenov C-EnterNet. Za vsak
izolat so naredili osem mnogokratnih PCR, Kkjer so pomnoZzevali pet genov. Dobljene
rezultate so binarno oznacili (0 - pomnoZzka ni, 1 - pomnoZzek je prisoten) in tako dobili tipe
CGF, ki so se ujemali z MLST CC/ST.

CGF se od MLST razlikuje po tem, da CGF oceni alele v vecih lokusih, ki so razporejeni
po genomu, pri ¢emer se osredotoCa na variabilne regije okoljskih genov, medtem ko se
MLST osredotoca na variabilnost v genih jedra genoma (v hidnih genih) (Taboada in sod.,
2012). Glavna razlika med tema dvema metodama pa je v tem, da pri MLST s
sekvenciranjem analiziramo majhno Stevilo lokusov z visoko alelno diverziteto, medtem
ko pri CGF proucujemo veliko Stevilo lokusov z binarnim alelnim statusom, ki se ga lahko
analizira s PCR. Rezultat CGF analize vseh 40 genov je v statisticno znacilno viSjem
nivoju razli¢nih profilov kot pri MLST. Metoda CGF naj bi bila tako ena izmed optimalnih
metod za detekcijo in epidemiologijo kampilobaktrov, saj je bolj diskriminatorna od
MLST, flaA tipizacije, porA tipizacije in PFGE, uporabljene posamezno ali v kombinaciji.
Poleg tega so CGF tipi v binarnem formatu, kar omogoca enostavno prenosljivost med
laboratoriji z minimalno standardizacijo (Clark in sod., 2012). Zaradi vseh pozitivnih
lastnosti te metode, je bila le ta uporabljena pri programih rutinskega nadzora okuzb s
kampilobaktri v Kanadi (Taboada in sod., 2013).

2.6.6 Sekvenciranje celotnega genoma - WGS (Whole Genome Sequencing)

Sekvenciranje celotnega genoma (WGS) lahko lo¢i bakterijske izolate, ki se razlikujejo v
subtipizacije. Do nedavnega so bile analize WGS primerne le za karakterizacijo nekaj
sevov. Sekvenciranje novejSe generacije (NGS - Next Generation Sequencing) pa je
omogocilo, da se ta metoda lahko uporablja tudi za preucevanje izbruhov okuzb (Taboada
in sod., 2013). Pendleton in sod. (2013) so primerjali WGS s PFGE in flaA tipizacijo, da bi
ugotovili, ¢e je ta metoda primerna za epidemiologijo kampilobaktrov. Ugotovili so, da je
WGS bolj diskriminatorna od PFGE in flaA tipizacije, a je kljub temu cenovno neugodna
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in ¢asovno zamudna, saj bi bilo potrebno razviti ve¢ bioinformacijskih orodij, da bi bila ta
metoda uporabna tudi kot epidemiolosko orodje za C. jejuni.
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3 MATERIAL IN METODE

Ozivitev
kultur

Priprava lizatov kultur

Dvokratni PCR za dolocitev vrste C.coli/C. jejuni

Mnogokratni PCR za seve C. jejuni

!

Binarna dolocitev prisotnosti 6 genov in
dolo¢itev skupin
glede na dobljen profil genov

MLST za seve C. jejuni:

PCR za 7 lokusov hisnih genov in flaA4
Encimsko ¢is¢enje PCR pomnozkov
Sekvenciranje

(S I N

!

Vnos rezultatov v program Bionumerics
in izris dendrogramov

Dolo¢itev sekvencnih tipov in klonskih
kompleksov s programom Bionumerics in
izris dendrogramov

N7

Analiza rezultatov

Slika 4: Shema eksperimentalnega dela
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3.1 LABORATORNSKI MATERIAL IN OPREMA

3.1.1 Laboratorijski material:
e Halja
e Rokavice (Kimtech)
e Petrijeve plosce
e Mikrocentrifugirke
e Mikrotitrske plos¢e (Thermo scientific, Life science products))
e Avtomatske pipete (Eppendorf, Gilson)
e Multikanalna pipeta (Eppendorf)
e Digitalne avtomatske pipete (Eppendorf)
e Nastavki za pipete (Eppendorf, Gilson)
e Plasti¢ne cepilne zanke (Golias)
e Stojala za mikrocentrifugirke
e Plasti¢ne banjice
e Merilni valji
e Laboratorijske steklenice (Schott Duran)
e Centrifugirke - 1,5 ml, 2 ml in 15 ml
e Kirioepruvete (Plastibrand)
o Kovinske Zlice in kovinske pincete
e PCR folija (Eppendorf)
e Plasti¢ne vrecke
e Nosilec za agarozni gel in glavnic¢ki
e Muha za magnetno mesalo

3.1.2 Laboratorijska oprema:
o Elektroforetska banjica (BioRad)
e Generator za elektroforezo (BioRad)
e Mikrovalovna pecica (Sanyo)
e Fotoaparat za fotografiranje agaroznega gela (Canon)
e Komora za fotografiranje agaroznega gela (BioRad)
e Racunalnik (Philips)
e Vodna kopel (Julabo, Kambic¢)
e Tehtnica (Exacta, Mono BIOC)
e Vrtincnik (IKA, Yellowline TTS 2)
e Magnetno mesalo (IKA)
e Naprava za PCR (BioRad - iCycler, Perkin EImer GeneAmp PCR System 2400)
¢ Hiladilniki in zamrzovalne skrinje (Gorenje)
e Centrifuga (5415 C Eppendorf, Mini Spin plus)
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e BrezpraSna komora (SMBC 122AV)
e Auvtoklav (Sutjeska)

e Digestorij

e Inkubator (Kambic)

e Anaerobni lonci (Oxoid)

e Plinski gorilnik

3.2 MATERIAL

3.2.1 Mikroorganizmi

Kampilobaktri, s katerimi smo delali, so bili izolirani iz povrsinskih vod, pi§¢an¢jega mesa,
piscancjih fecesov, vode v napajalnikih na farmi, koze pis€ancev, stroja za odpiranje kloak,
stroja za evisceracijo, aerosola iz prostora za evisceracijo, vode za omamljanje, rokavic
usluzbencev v klavnici in brisov trupov piS€ancev po zamrzovanju. Izolati iz piS¢ancjega
mesa in fecesa piS¢ancev so bili izolirani v okviru projekta PROMISE - »Protection of
consumers by microbial risk mitigation through combating segregation of expertise«, v
katerega je vkljucena tudi Biotehniska fakulteta. Izolati, pridobljeni pri vzor¢enju farm in
klavne verige, so bili izolirani v okviru projekta Zagotavljanje varne hrane: problematika
kontaminacije perutnine in perutninskega mesa s kampilobaktri v Sloveniji, ki je potekal v
sodelovanju z Veterinarsko fakulteto. lzolate povrsSinskih vod so izolirali na Zavodu za
zdravstveno varstvo Maribor, en izolat pa je iz zbirke Laboratorija za Zivilsko
mikrobiologijo Biotehniske fakultete.

3.2.2 Mikrobioloska gojisc¢a

3.2.2.1 Gojisce za shranjevanje
Sestava:
e osnovno gojis¢e Brain Heart Infusion (Oxoid CM0375)
e sterilna defibrirana konjska kri (Oxoid, SR048C)
e glicerol (Merck, 356350)
e (estilirana voda
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Preglednica 1: Sestava osnovnega gojiséa Brain Heart Infusion (Oxoid CM0375)

Sestavina Kolic¢ina (g/1)
Trdnine tele¢jega mozganskega izvlecka 12,5

Trdnine govejega srénega izvlecka 5

Proteozni pepton 10

Natrijev klorid 5

Glukoza 2

Dinatrijev fosfat 2,5

Agar 10

Preglednica 2: Sestava gojis¢a za shranjevanje

Sestavina Koli¢ina (ml)
Gojisc¢e BHI 0,6
Sterilna defibrirana konjska kri 0,2
Glicerol 0,2

Natehtali smo 47 g gojisc¢a Brain Heart Infusion (BHI) in mu dodali 1000 ml destilirane
vode, ter premesali. Gojis¢e smo sterilizirali pri 121 °C 20 minut. Po sterilizaciji smo
gojisce ohladili na 50 °C in v brezprasni komori v krioepruvete odpipetirali 0,6 ml BHI, 0,2
ml glicerola, ter 0,2 ml sterilne defibrirane konjske krvi. V tako pripravljen medij smo s
cepilno zanko prenesli 24 ur staro kulturo, ter jo z meSanjem na vrtin¢niku resuspendirali.
Krioepruvete z gojis¢em in kulturo smo shranili v zamrzovalniku pri - 80 °C.

3.2.2.2 Selektivni krvni agar Columbia za namnoZevanje sevov
Sestava:

e osnovno gojis¢e Columbia (Oxoid, CM331)

e dodatek za rast (Oxoid, SR0232E)

e dodatek za selektivnost (Oxoid, SRO069E)

e sterilna defibrirana konjska kri (Oxoid, SR0048C)

e destilirana voda

Preglednica 3: Sestava osnovnega gojisc¢a Columbia (Oxoid, CM331)

Sestavina Koli¢ina (g/1)
Pepton 23
Skrob 1

Natrijev klorid |5

Agar 10
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Preglednica 4: Sestava dodatka za rast (Oxoid, SR0232E)

Sestavina

Kolic¢ina (g/1)

Natrijev prituvat

250

Natrijev metabisulfat 250

Zelezov sulfat

250

Preglednica 5: Sestava dodatka za selektivnost (Oxoid, SRO069E)

Sestavina Koli¢ina
Amfotericin 10 mg/l
Trimetoprim | 10 mg/I
Rifampicin 10 mg/l
Polimoksin 5000 1.U./l

Natehtali smo 19,5 g gojis¢a Columbia (Oxoid, CM0331) in dodali 0,5 1 destilirane vode.
Mesanico smo zavreli, ter jo pri 121 °C 20 minut avtoklavirali. Po sterilizaciji smo gojisce
ohladili na 50 °C, ter mu v brezprasni komori dodali 1 ampulo rastnega dodatka (Oxoid,
SR 0232), 1 ampulo selektivnega dodatka Skirrow (Oxoid, SR0069), ter 25 ml konjske
krvi (Oxoid). Tako pripravljeno gojis¢e smo s kroznim obraanjem premesali, razlili na
petrijeve plosée, ter do uporabe shranili v hladilniku pri 5 °C.

3.2.3 Reagenti za PCR

3.2.3.1 MeSanica za dvokratni PCR
Sestava:
e pufer za PCR -5 X Green GoTaq® Flexi Buffer (Promega)
e MgCl;, (Promega)
e meSanica dNTP (Roche)
e zacetni oligonukleotidi (Sigma Aldrich)
e voda za PCR (Sigma Aldrich)
e DNA polimeraza - GoTag® Flexi DNA Polymerase (Promega)

Preglednica 6: Zacetne in konéne koncentracije reagentov za dvokratni PCR

Zacetna Koncna
Reagent koncentracija koncentracija
Pufer za PCR - 5X Green GoTag® Flexi Buffer (Promega) 5x 1x
MgCI2 (Promega) 25 mM 2mM
dNTP (Roche) 100 mM 0,2 mM
DNA polimeraza - GoTag® Flexi DNA Polymerase
(Promega) 5U0/ul 05U

MesSanico dNTP smo pripravili tako, da smo iz zaloZzne raztopine vsakega dNTP (dATP,
dCTP, dGTP in dTTP) odpipetirali 10 pl in dodali 360 ul PCR vode.
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Preglednica 7: Sekvenca, velikost pomnozka in funkcija zaéetnih oligonukleotidov za dvokratni PCR

Velikost
Zacetni oligonukleotid | Sekvenca (5'-3") pomnoZka (bp) | Funkcija
COL3.3 GGTATGATTTCTACAAAGCGAG Aspartokinazni gen
coL4.4 ATAAAAGACTATCGTCGCGTG 500 (aspA)
JEJ3.3 GAAGAGGGTTTGGGTGGTG Hipurikazni gen
JEJA.4 AGCTAGCTTCGCATAATAACTTG |735 (hipO)

Zacetni oligonukleotidi so bili v zalozni koncentraciji 100 pM. Delovna koncentracija
zacetnih oligonukleotidov pa je bila 5 pmol/pul. Da smo dobili Zeleno koncentracijo, smo 5
ul zacetnih oligonukleotidov s 100 uM koncentracijo, dodali k 95 ul vode za PCR.

3.2.3.2 MeSanica za mnogokratni PCR (mPCR)
Sestava:

e Multiplex PCR master mix (Qiagen)

e 5 x Q-Solution (Qiagen)

e zacetni oligonukleotidi

e voda za PCR (Sigma Aldrich)

Preglednica 8: Sekvenca, velikost pomnozka in funkcija zacetnih oligonukleotidov za mPCR

Zacetni Velikost pomnoZka

oligonukleotid Sekvenca (5'-3) (bp) Funkcija
Cj0056-2-F GAAAGAAGTGAAGGGTGGGT 415 neznana
Cj0056-2-R TTATTCAAAGACAGGACTTGA

Cj1139-2-F ATGAGTCAAATTTCCATCAT 703 neznana
Cj1139-2-R GTTCTTGAATATTAGCTTCT

Cjl422-2-F ATGCTCAACCCAAATTCAGC 900 neznana
Cjl422-2-R GGCAAATTTTAAATCATTGCATG

Cj0485-2-F GATCTATGCCTAAAGAGCACG 406 kratka verizna
Cjo485-2-R TCCTTAGCAAAAGCACAAGCC dehidrogenaza
Cj1324-2-F GTGATCACTGCGTGATGCCA 765 hipoteti¢ni protein
Cjl1324-2-R CAGTAAAACCACGACTTTTAGC

Cj1720-2-F AAATGGAACCTGTTATCCAC 599 hipoteti¢ni protein
Cj1720-2-R TCAACCTCCACCGATAAAGT

Zacetni oligonukleotidi so bili v zalozni koncentraciji 100 uM. Delovna koncentracija
zacetnih oligonukleotidov pa je bila 10 pmol/pul. Da smo dobili Zeleno koncentracijo, smo
10 pl zacetnih oligonukleotidov s 100 uM koncentraijo, dodali k 90ul PCR vode.

3.2.3.3 MeSanica PCR za MLST tipizacijo

Sestava:
e pufer za PCR -5 X Colorless GoTag® Flexi Buffer (Promega)
e MgCl;, (Promega)
e meSanica dNTP (Roche)
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e zacCetni oligonukleotidi (Sigma Aldrich)
e vodazaPCR (Sigma)
e DNA polimeraza - GoTag® Flexi DNA Polymerase (Promega)

Preglednica 9: Zacetne in konéne koncentracije reagentov za PCR za MLST tipizacijo

Reagent

ZacCetna
koncentracija

Koncna
koncentracija

Pufer za PCR - 5X Colorless GoTaq® Flexi Buffer (Promega)

5x

1x

MgCI2 (Promega) 25 mM 2 mM
dNTP (Roche) 100 mM 0,2 mM
DNA polimeraza - GoTaq® Flexi DNA Polymerase (Promega) |5 U/ul 05U

Preglednica 10: Sekvenca, velikost pomnoZka in funkcija zagetnih oligonukleotidov za PCR za tipizacijo

MLST

Velikost
Zacetni pomnozka
oligonukleotid | Sekvenca (5'-3") (bp) Funkcija
asp-F_A9 AGTACTAATGATGCTTATCC 899 aspartaza (aspA)
asp-R_A10 ATTTCATCAATTTGTTCTTTGC
glnA-F_Al TAGGAACTTGGCATCATATTACC |1262 glutamin sintetaza (glnA)
glnA-R_A2 | TTGGACGAGCTTCTACTGGC
gltA-F_Al GGGCTTGACTTCTACAGCTACTTG | 1012 citrat sintaza (gltA)
glitA-R_A2 CCAAATAAAGTTGTCTTGGACGG

serin hidroksil metil transferaza

glyA-F_Al GAGTTAGAGCGTCAATGTGAAGG | 816 (glyA)
glyA-R_A2 | AAACCTCTGGCAGTAAGGGC
pgm-F_A7 TACTAATAATATCTTAGTAGG 1150 fosfo-glukomutaza (pgm)
pgm-R_A8 CACAACATTTTTCATTTCTTTTTC
tkt-F_A3 GCAAACTCAGGACACCCAGG 1102 transketolaza (tkt)
tkt-R_A6 AAAGCATTGTTAATGGCTGC
uncA-F A7 | ATGGACTTAAGAATATTATGGC 1120 o podenota ATP sintaze (UncA)
uncA-R_A8 | ATAAATTCCATCTTCAAATTCC
flaA_Cje-F TAATACTTTAGGTCAAGCTATATC | 471 flagelin (flaA)
flaA_Cje-R CCAAGWCCTGTTCCWACTGAAG

Zacetni oligonukleotidi so bili v zalozni koncentraciji 100 pM. Konéna koncentracija
zacetnih oligonukleotidov pa je bila 5 pmol/pul. Da smo dobili Zeleno koncentracijo, smo 5

pl zacetnih oligonukleotidov s 100 uM koncentraijo, dodali k 95 ul PCR vode.

3.2.4 Reagenti za agarozno gelsko elektroforezo

3.2.4.1 50 x pufer TAE

Sestava:

e Tris baza; 0,4M (Sigma Aldrich)
e Ocetna kislina; 100 % (Merck)
e NaEDTA x 2H,0; 0,02M (Sigma Aldrich)
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e Destilirana voda

Preglednica 11: Sestavine 50x pufra TAE

Sestavina Koli¢ina
Tris baza (Sigma Aldrich) 242 g
Ocetna kislina (Merck) 57,1 mi
Na,EDTA x 2H,0 (Sigma

Aldrich) 37,2 ¢
Destilirana voda doll

V 11 steklenico smo zatehtali 2429 Tris baze (Sigma Aldrich) in 37,2g Na,EDTA x 2H,0
(Sigma Aldrich). Nato smo v steklenico dolili nekaj destilirane vode (priblizno do 750 ml)
in z merilnim valjem dolili 57,1 ml ocetne kisline (Merck). MeSanici smo dodali Se
destilirano vodo do 11 in raztopino premesali na magnetnem meSalu, da so se vse sestavine
dobro raztopile. Sledila je 20 minutna sterilizacija pri 121 °C. Ohlajen 50 x pufer TAE smo
shranili v hladilniku pri 5 °C.

3.2.4.2 1 x pufer TAE
Sestava:
e 50 x pufer TAE
e (estilirana voda

Preglednica 12: Sestava 1 x pufra TAE

Sestavina Koli¢ina (ml)

50 x pufer TAE |20

destilirana voda | 980

3.2.4.3 Agarozni gel
Sestava:
e 1xpufer TAE
e Agaroza za rutinsko uporabo (Sigma Aldrich)

Preglednica 13: Sestava 1 % agaroznega gela

Sestavina Koli¢ina | Velikost gela
1 x pufer TAE 70 mi Srednji gel
Agaroza (Sigma Aldrich) 0,79

1 x pufer TAE 30 ml Mali gel
Agaroza (Sigma Aldrich) 0,39

Pri pripravi agaroznega gela smo v 250 ml steklenico natehtali 0,7 g 0z. 0,3 g (odvisno od
velikosti gela) Agaroze (Sigma Aldrich), ter jo raztopili v 1x pufru TAE v mikrovalovni
pecici. MeSanico smo v vodni kopeli ohladili na 60°C, ter jo razlili v pripravljen nosilec z
glavni¢kom. Po priblizno 15 minutah se je gel strdil, glavnicek smo odstranili in nosilec z
gelom smo vstavili v banjico za elektroforezo, ki je bila napolnjena z 1 % pufrom TAE.
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3.2.4.4 Molekulski oznacevalec dolzin pomnozkov DNK — 100 bp
Sestava:

e DNK lestvica - 100 bp (Thermo Scientific)

e Nanasalni pufer, 6x (Thermo Scientific)

e Voda za PCR (Sigma Aldrich)

Preglednica 14: Sestava molekulskega oznacevalca dolzin pomnozkov DNK — 100 bp

Sestavina Kolicina (ul)

DNK lestvica - 100 bp (Thermo Scientific) | 100

NanaSalni pufer, 6 x (Thermo Scientific) 100

Voda za PCR (Sigma Aldrich) 350

100 ul DNK lestvice - 100 bp (Thermo Scientific), 100 ul nanasalnega pufra (Thermo
Scientific), ter 350 pl vode za PCR (Sigma Aldrich), smo odpipetirali v
mikrocentrifugirko, ter meSanico dobro premesSali na vrtinéniku. Tako pripravljen
molekulski oznacevalec smo shranili v hladilniku pri 5 °C.

3.2.4.5 Raztopina etidijevega bromida
Za barvanje agaroznih gelov smo uporabljali raztopino etidijevega bromida s koncentracijo
0,5 pg/ml.

3.2.5 MeSanica ExoISAP za encimsko ¢is¢enje PCR pomnoZzkov za tipizacijo MLST
Sestava:

e Rakova alkalna fosfataza; 1U/ul (Fermentas)

e 10 x defosforilacijski pufer SAP (Fermentas)

e Eksonukleaza [; 20 U/ul (New England Biolabs)

NS

Preglednica 15: Sestava meSanice ExoISAP za encimsko ¢iS¢enje PCR pomnozkov za tipizacijo MLST

Sestavina Koli¢ina (pl)
Rakova alkalna fosfataza (Fermentas) 150

10 x defosforilacijski pufer SAP (Fermentas) 30
Eksonukleaza | (New England Biolabs) 7,5

150 ul rakove alkalne fosfataze (Fermentas), 30 ul 10 x defosforilacijskega pufra SAP
(Fermentas) in 7,5 ul Eksonukleaze I (New England Biolabs) smo prenesli v
mikrocentrifugirko, ter dobro premesali na vrtinéniku. MeSanico smo oznacili kot
EX0ISAP, ter jo shranili v zamrzovalniku pri - 20 °C.
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3.2.6 Zacetni oligonukleotidi za sekvenciranje

Preglednica 16: Sekvenca, velikost pomnozka in funkcija zacetnih oligonukleotidov za sekvenciranje

Zacetni Velikost
oligonukleotid | Sekvenca (5'-3") pomnoZzka (bp) | Funkcija
aspA Cjc-L |CAACTKCAAGATGCWGTACC 594 aspartaza (aspA)
aspA Cjc-R | ATCWGCTAAAGTATRCATTGC
glnA_Cjc-L | ACWGATATGATAGGAACTTGGC |712 glutamin sintetaza (gInA)
glnA_Cjc-R |GYTTTGGCATAAAAGTKGCAG
gltA_Cjc-L TATCCTATAGARTGGCTTGC 567 citrat sintaza (gltA)
gltA_Cjc-R AGCGCWCCAATACCTGCTG

serin  hidroksil ~ metil
glyA Cjc-L | AGGTTCTCAAGCTAATCAAGG 701 transferaza (glyA)
glyA Cjc-R |CATCTTTTCCRCTAAAYTCACG
pgm_Cjc-L GCTTATAAGGTAGCWCCKACTG |685 fosfo-glukomutaza (pgm)
pgm_Cjc-R AATTTTCHGTTCCAGAATAGCG
tkt_Cjc-L AAAYCCMACTTGGCTAAACCG 606 transketolaza (tkt)
tkt_Cjc-R TGACTKCCTTCAAGCTCTCC

o podenota ATP sintaze
uncA Cjc-L |CAAAAGCAAAGYACAGTGGC 623 (uncA)
uncA_Cjc-R |CTACTTGCCTCATCYAAATCAC
flaA_Cjc-L TAATACTTTAGGTCAAGCTATATC | 471 flagelin (flaA)
flaA_Cjc-R CCAAGWCCTGTTCCWACTGAAG

Zacetni oligonukleotidi so bili v zalozni koncentraciji 100 uM. Delovna koncentracija
zacetnih oligonukleotidov pa je bila 10 pmol/ul. Da smo dobili Zeleno koncentracijo, smo
10 ul zacetnih oligonukleotidov s 100 uM koncentraijo, dodali k 90ul vode za PCR (Sigma
Aldrich).

3.3 METODE DELA
3.3.1 Ozivitev kultur

Kulture so bile shranjene v gojis¢u za zamrzovanje v krioepruvetah pri - 80 °C. Iz
krioepruvete smo s cepilno zanko prenesli polno cepilno zanko tako shranjene kulture, in
jo asepticno razmazali po selektivnem krvnem agarju Columbia. Plos¢e smo inkubirali v
anaerobnih loncih, 24 ur pri 42 °C oz. 72 ur pri 37 °C. Da smo zagotovili mikroaerofilne
pogoje (5 % O,, 10 % CO,, 85 % N,), smo anaerobne lonce pred za¢etkom inkubacije, 30 s
0z. 60 s (odvisno od velikosti anaerobnega lonca) prepihovali z duSikom.
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3.3.2 Priprava lizatov kultur

Lizate smo pripravili z reagentom PrepMan® Ultra (Applied Biosystems®) po navodilih
proizvajalca. Z ezo smo z gojisca pobrali nekaj kolonij 24 ur (oz. 72 ur, e je bila kultura
inkubirana pri 37 °C 72 ur) stare kulture, jih prenesli v 100 pl reagenta PrepMan® Ultra,
ter jih s 30 sekundnim meSanjem na vrtin¢niku resuspendirali. Nato je sledila 10 minutna
inkubacija pri 100 °C v vodni kopeli. Temu koraku je sledilo 2 minutno ohlajanje pri sobni
temperaturi in nato 2 minutno centrifugiranje pri 12000 obratih/minuto. 50 pl supernatanta,
v katerem je bila prisotna DNK smo nato prenesli v novo mikrocentrifugirko in tako
pripravljene lizate shranili v zamrzovalniku pri - 20 °C.

3.3.3 Dvokratni PCR za lo¢evanje med vrstama C. jejuni/ C. coli

Da bi dolocili vrsto C. jejuni / C. coli smo naredili PCR z dvema paroma zacetnih
oligonukleotidov: JEJ 3.3, JEJ4.4 in COL3.3, COL4.4. Pri C. jejuni smo dolocali
hipurikazni gen, ki je velik 735 bp, pri C. coli pa aspartokinazni gen, velik 500 bp. V
mikrocentrifugirki smo pripravili meSanico za PCR z dvema paroma zacetnih
oligonukleotidov, ter po 49 ul meSanice za PCR prenesli v mikrocentrifugirke za PCR.
Nato smo v vsako mikrocentrifugirko dodali Se 1 pl lizata, v katerem je bila prisotna DNK
bakterij C. jejuni / C. coli.

Preglednica 17: Sestava meSanice za dvokratni PCR

Sestavina Koli¢ina za 1 PCR (ul)
Pufer za PCR - 5X Green GoTag® Flexi Buffer (Promega) | 9,2
MgCl, (Promega) 3,7
dNTP (Roche) 3,7
DNK polimeraza - GoTag® Flexi DNA Polymerase
(Promega) 0,25
Zadetni oligonukleotid COL3.3 (Sigma Aldrich) 2,5
Zacetni oligonukleotid COL4.4 (Sigma Aldrich) 2,5
Zacetni oligonukleotid JEJ3.3 (Sigma Aldrich) 2,5
Zacetni oligonukleotid JEJ4.4 (Sigma Aldrich) 2,5
Voda za PCR (Sigma Aldrich) 22,15
DNK 1
Skupaj 50

Mesanico za PCR z DNK smo inkubirali v napravi za PCR (BioRad — iCycler ali Perkin
Elmer GeneAmp PCR System 2400) po programu za dvokratni PCR.
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Preglednica 18: Program za dvokratni PCR

Korak Temperatura (°C) | Cas Stevilo ciklov
Zadetna denaturacija 95 2min |1
Denaturacija 95 30s 30

Naleganje zacetnih oligonukleotidov 52 30s

PodaljSevanje verige 72 1 min

Konéno podaljSevanje verige 72 8min |1

Ohlajanje 4 © 1

Po kon¢anem dvokratnem PCR smo vzorce shranili v hladilniku pri 5 °C.

3.3.4 Mnogokratni PCR

Pri mnogokratnem PCR (mPCR) smo Zeleli pomnoziti 6 genov in glede na prisotnost /
odsotnost dolo¢enih genov dolociti skupino v katero spada posamezen sev. Uporabili smo
Qiagen-ov set za mPCR, ki je vkljuéeval meSanico za mPCR, 5 x Q-raztopino in vodo brez
RNA - ze. Pripravili smo 2 razli¢ni meSanici z zaCetnimi oligonukleotidi in Quiagen - ovim
setom: M3 in M4. Za vsak vzorec smo prenesli po 19,5 pl meSanice M3 in meSanice M4 v
2 mikrocentrifugirki in dodali 0,5 pl DNK.

Preglednica 19: Sestava meSanice M3 za mPCR

Sestavina Koli¢ina (ul)
Cj0056-2-F 0,3
Cj0056-2-R 0,3
Cj1139-2-F 15
Cj1139-2-R 15
Cj1422-2-F 1
Cj1422-2-R 1
Multiplex PCR master mix (Qiagen) 10
5x Q-Solution (Qiagen) 2
ddH20 1,9
DNK 0,5
Vsota 20

Preglednica 20: Sestava meSanice M4 za mPCR

Sestavina Koli¢ina (ul)
Cjo485-2-F 15
Cjo485-2-R 15
Cj1324-2-F 15
Cj1324-2-R 15
Cj1720-2-F 0,3
Cj1720-2-R 0,3
Multiplex PCR master mix (Qiagen) 10
5x Q-Solution (Qiagen) 2
ddH20 0,9
DNK 0,5

Vsota 20
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Mesanico PCR z DNK smo inkubirali v napravi za PCR (BioRad — iCycler ali Perkin
Elmer GeneAmp PCR System 2400) po programu za mPCR.

Preglednica 21: Program za mPCR

Korak Temperatura (°C) | Cas Stevilo ciklov
Zacetna denaturacija 94 15min |1
Denaturacija 94 30s 35

Naleganje zaCetnih

oligonukleotidov 53 90 s

PodaljSevanje verige 72 90's

Konéno podaljSevanje verige 72 10 min |1

Ohlajanje 4 o) 1

Po kon¢anem mPCR smo vzorce shranili v hladilniku pri 5 °C.
3.3.5 PCR za tipizacijo MLST

Za tipizacijo MLST, smo za vsak sev naredili osem reakcij PCR, s katerimi smo pomnoZzili
sedem hiSnih genov (aspA, gInA, gltA, glyA, pgm, tkt, uncA) in gen flaA. V 15 mi
centrifugirki smo naredili meSanico PCR, ki smo jo na vrtin¢niku dobro premesali, ter po
44,4 ul mesanice prenesli v mikrocentrifugirke za PCR. Pripravili smo meSanico zacetnih
oligonukleotidov, in sicer smo za vsak gen, ki smo ga zeleli pomnoziti, v
mikrocentrifugirki zmesSali 5 pl zacetnega oligonukleotida R in 5 pl zacetnega
oligonukleotida L, ter dodali 90 pl vode za PCR (Sigma Aldrich). Tako pripravljeno
mesSanico oligonukleotidov smo po 4,6 pl dodali mesanici PCR, ter na koncu v vseh osem
reakcij PCR za posamezen sev, dodali Se 1 ul DNK.

Preglednica 22: Sestava meSanice PCR za MLST

Sestavina Koli¢ina za 1 PCR (ul)
Pufer za PCR - 5X Colorless GoTaqg® Flexi Buffer
(Promega) 9,2
MgCI2 (Promega) 3,7
dNTP (Roche) 3,7
DNA polimeraza - GoTag® Flexi DNA Polymerase
(Promega) 0,1
Mesanica zacetnih oligonukleofidov - L in R (Sigma Aldrich) | 4,6
Voda za PCR (Sigma Aldrich) 27,7
DNK 1
Skupaj 50

DNK smo pomnozili v napravi za PCR (BioRad — iCycler ali Perkin EImer GeneAmp PCR
System 2400) po programu za »MLST«.
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Preglednica 23: Program »MLST«

Korak Temperatura (°C) | Cas Stevilo ciklov
Zacetna denaturacija 96 8 min 1
Denaturacija 94 30s 30

Naleganje zacetnih oligonukleotidov | 52 30s

PodaljSevanje verige 72 1 min

Kon¢no podaljSevanje verige 72 7 min 1

Ohlajanje 4 © 1

Po konc¢ani PCR za tipizacijo MLST smo vzorce shranili v hladilniku pri 5°C.
3.3.6 Agarozna gelska elektroforeza

Prisotnost in velikost pomnozkov, ki smo jih dobili s PCR, smo preverjali z agarozno
gelsko elektroforezo. V luknjice v agaroznem gelu smo prenesli 5 pl pomnozka. V primeru
dvokratne PCR, kjer smo uporabili obarvan pufer za PCR, nam pomnozkov pred nanosom
na gel ni bilo potrebno barvati. Pri PCR za MLST in pri mnogokratni PCR pa smo pred
nanosom na agarozni gel, 5 pul pomnozka zmeSali z 1 pl nanasalnega pufra (Thermo
Scientific), ter 5 pl meSanice nanesli na agarozni gel. Za dolocitev velikosti pomnozkov
smo v prvo in zadnjo luknjico v agaroznem gelu nanesli 2,5 pl molekulskega oznacevalca
dolzin pomnozkov - 100 bp (Thermo Scientific). Agarozna gelska elektroforeza je potekala
pod pogoji: 120 V, 400 mA, 25 - 30 minut. Po koncani elektroforezi smo agarozni gel
prenesli v raztopino etidijevega bromida in inkubirali 10 minut. Nato smo agarozni gel za 2
minuti prenesli v destilirano vodo. Sledilo je fotografiranje agaroznega gela. Gel smo
prenesli v komoro za fotografiranje agaroznega gela (BioRad) in pod UV svetlobo
fotografirali fluoresciranje etidijevega bromida, ki se je vgradil med baze dvojne vijacnice
DNK.

3.3.7 Encimsko ¢iS¢enje pomnoZkov PCR za tipizacijo MLST

Pomnozke, ki smo jih dobili s PCR za tipizacijo MLST, smo morali $e encimsko Cistiti z
mesanico ExoISAP. V mikrotitersko plos€ico smo prenesli 1,3 pl meSanice ExoISAP, ter
3,7 Wl PCR pomnozka. MeSanico ExoISAP z DNK smo inkubirali v napravi za PCR
(BioRad — iCycler).

Preglednica 24: Program za ¢i$¢enje pomnozkov PCR za tipizacijo MLST

Korak Temperatura (°C) | Cas (min) | Stevilo ciklov
Degradacija ssSDNK 37 45 1
Inaktivacija encimov | 80 20 1
Ohlajanje 4 ) 1

Po inkubaciji smo v mikrotitrsko plos€ico dodali Se 5 pl zacetnih oligonukleotidov
(koncentracija 5 pmol/ul) za sekvenciranje. Tako pripravljene mikrotitrske plos¢ice smo
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dobro zatesnili, ter do poSiljanja shranili v zamrzovalniku pri — 20 °C. Nukleotidno
zaporedje vzorcev so dolocili v komercialnem podjetju Macrogen, Juzne Koreje.

Vzorec H G F E D C B A
1.vzorec |[aspA R |[glhA R |gltA R glyA R |pgm R tkt R uncA R |flaA R
1.vzorec |aspA F glnA F glitA_F glyA F pgm_F tkt F uncA F |flaA F
2.vzorec |aspA_R |gIhA R |gltA R glyA R |pgm R tkt R uncA R |flaA R
2.vzorec |aspA F |glhA F glitA F glyA F pgm F tkt F uncA F |flaA F
3.vzorec |aspA_ R |[gInA R |[gltA R glyA R |pgm R tkt R uncA R |flaA R
3.vzorec |aspA F |glhA F glitA F glyA F pgm F tkt F uncA F |flaA F
4.vzorec |aspA R |gInA R |gltA R glyA R |pgm R tkt R uncA R |flaA R
4.vzorec |aspA F |ginA F glitA F glyA F pgm F tkt F uncA F |flaA F
5.vzorec |aspA R |[gIhA R |gltA R glyA R |pgm R tkt R uncA R |flaA R
5.vzorec |aspA F glnA F glitA_F glyA F pgm_F tkt F uncA F |flaA F
6.vzorec |aspA R |[gIhA R |gltA R glyA R |pgm R tkt R uncA R |flaA R
6. vzorec |aspA F glnA F glitA_F glyA F pgm_F tkt F uncA F |flaA F
Slika 5: Shema mikrotitrske plos¢ice za sekvenciranje

3.3.8 Obdelava podatkov s programom BioNumerics

S programom BioNumerics 7.1 (Applied Maths, 2010) smo analizirali sekvence
posekvenciranih genov in dolocili sekven¢ni tip in morebitni klonski kompleks, v katerega
sev spada. Program BioNumerics 7.1 (Applied Maths, 2010) je povezan z medmrezno
bazo podatkov za MLST (Jolley in Maiden, 2010). V program Bionumerics 7.1 (Applied
Maths, 2010) smo najprej uvozili dolo¢ena nukleotidna zaporedja lokusov genov, program
jih je nato avtomatsko analiziral, in sicer je sekvence sestavil. Pri sekvencah, kjer smo
imeli probleme s posameznimi nukleotidi, smo sami ro¢no popravili nukleotide glede na
izgled sekvence. Program nam je dolocil sekvenéni tip in klonski kompleks seva, glede na
bazo podatkov na medmrezju. V nadaljevanju smo z metodo UPMGA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean) izrisali dendrograme.

3.3.9 Izracun Simpsonovega indeksa razlikovanja za tipizacijo MLST, tipizacijo flaA
in mPCR

Indekse razlikovanja za tipizacijske metode MLST, flaA in mPCR smo izracunali po
spodnji enacbi:

1 £L
o _m;nj =Y ()

N predstavlja Stevilo sevov v vzoréeni populaciji, s je Stevilo vseh tipov, ki smo jih
pridobili s tipizacijo, n; pa je Stevilo sevov, ki se je uvrstilo v j-ti tip (Hunter in Gaston,
1988).
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Indeks za tipizacijo MLST smo izracunali na podlagi razvrstitve sevov v sekvencne tipe.
Indeks za tipizacijo flaA smo izracunali na podlagi razvrstitve sevov v alelne tipe flaA.

Indeks za mPCR smo izracunali na podlagi razvrstitve sevov v skupine mPCR.
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4 REZULTATI
4.1 DVOKRATNI PCR ZA POTRDITEV VRSTE C. coli / C. jejuni

Z dvokratnim PCR (dPCR) smo Zeleli identificirati izolate C. jejuni, ki smo jih potrebovali
za nadaljno tipizacijo. Z dPCR smo preverjali prisotnost aspartokinaznega gena (aspA),
katerega pomnozek je dolg 500 bp, ki je znacilen za C. coli, in hipurikaznega gena (hipO),
katerega pomnozek je dolg 735 bp, ki je znacilen za C. jejuni.

735 bp,Hipusiizzni gen
500 b, aspanoiinzzni z=n

Slika 6: Slika agaroznega gela za identifikacijo velikosti pomnoZzkov dPCR, kjer so vidni pomnoZzki velikosti
735 bp, ostalih pomnozkov ni bilo prisotnih. Vrstni red nanosa na gel: NCTC 11168, C39, C2, C9, C5, C10,
C33, C8 in molekulski oznacevalec pomnozkov DNK (100 bp). Pomnozek velikosti 753 bp je viden pri
NCTC 11168, C39, C2 in C33.

Pri izolatih pis¢an¢jega mesa, zasezenega na mejnem prehodu Obrezje, Ki smo jih pridobili
v okviru evropskega projekta PROMISE, so bili izmed 88 testiranih sevov, le trije sevi
vrste C. jejuni — sevi z oznako C39, C2 in C33; vrste C. coli ni bilo nobenega seva. V
okviru projektov pa sta bila v naSo tipizacijo vkljucena Se dva seva (D59 in D60), izolirana
iz pis¢ancjega fecesa v Zagrebu, v okviru projektnega sodelovanja z Veterinarsko fakulteto
v Zagrebu.

Farmske in klavnidke izolate, ki smo jih pridobili iz Veterinarske fakultete v okviru
projekta CRP »Zagotavljanje varne hrane: problematika kontaminacije perutnine in
perutninskega mesa s kampilobaktri v Sloveniji«, nismo preverjali z dPCR, saj so bili Ze
predhodno identificirani. Prav tako nismo preverjali seva izoliranega iz povrsinske vode z
oznako 00816, saj je bil Ze identificiran v okviru zbirke sevov Katedre za biotehnologijo,
mikrobiologijo in varnost Zivil Biotehniske fakultete.
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Izolate povrSinskih vod, ki so bili izolirani na Zavodu za zdravstveno varstvo Maribor pa
smo predhodno identificirali z dPCR in ugotovili, da so bili le 4 od 20 izolatov vrste C.
jejuni. Namen vkljuéitve teh vodnih izolatov v raziskavo je bil prikaz velike pestrosti teh
izolatov, v primerjavi z ostalimi izolati.

Preglednica 25: Prikaz identifikacije vodnih izolatov z dPCR. Pozitivni rezultat (+) — prisotnost pomnoZzka
hipurikaznega / aspartokinaznega gena in negativni rezultat (-) - odsotnost pomnoZka hipurikaznega /
aspartokinaznega gena.

Oznaka seva | C. jejuni |C. coli
265 07 / 14005 - -
266 07 / 14008 + -

32108/ 1592 - -

350 08 /2481 - -
24707/ 13897 - -
248 07/ 13820 - -

290 088 / 550 - -
24907/ 13784 - -

17707/ 6926 - -
246 07/ 13898 - -
27007/ 14114 - -

176 07 / 6927 + -

28908/ 401 - -
258 07 / 14022 + -
264 07 / 14004 - -

6107/ 595 - -
6307/ 600 - -

352 08/ 2456 + -

9507/ 1010 - -

13307/ 2782 - -

4.2 MLST
4.2.1 PCR za 7 hisnih genov

Za seve vrste C. jejuni smo naredili PCR, kjer smo pomnozevali 7 genov:
e aspartaza (aspA), velikosti 899 bp
e glutamin sintetaza (gInA), velikosti 1262 bp
e citrat sintaza (gltA), velikosti 1012 bp
e serin hidroksil metil transferaza (glyA), velikosti 816 bp
e fosfo — glukomutaza (pgm), velikosti 1150 bp
e transketolaza (tkt), velikosti 1102 bp
e o podenota ATP sintaze (uncA), velikosti 1120 bp
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Prisotnost in specifi¢nost dobljenih pomnoZzkov smo preverjali z agarozno gelsko
elektroforezo, kjer smo glede na prisotnost in velikost pomnoZzka potrdili uspeSnost PCR.
Uspesno nam je uspelo pomnoZiti vseh osem genov pri 56 sevih C. jejuni.

Na sliki 7 je prikazan rezultat pomnoZzitve 8 genov za sev Z-KL-SKB1.

tht gitd uncA glvd

Slika7: Slika agaroznega gela in pomnozki PCR za 7 hiSnih genov: aspA, pgm, gInA, tkt, gItA, uncA, glyA in
gen flaA za sev Z-KL-SKB1, ter molekulski oznacevalec velikosti DNK (100 bp).

4.2.2 Dolocitev alelov

Vsakemu alelu smo dodelili alelno Stevilko s pomocjo programa Bionumerics 7.1 (Applied
Maths, 2010) in prosto dostopne podatkovne zbirke PUubMLST Campylobacter, na podlagi
ujemanja z alelom v bazi podatkov na medmrezju (Jolley in Maiden, 2010). Vsakemu
izolatu je bilo tako dodeljenih 7 alelnih Stevilk.

AspA GInA
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21 25
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1 1 1 1 1 B 101 1 1 1 1
o - | | | - 1] - -_ -_— - -_ -
7 2 198 8 18 4 3 1 17 15 2 10

7 9 22 7 4 1 257 3
Stevilka alela Stevilka alela

Stevilo primerov
Stevilo primerov

Slika 8 : Frekvence alelov aspA v populaciji Slika 9: Frekvence alelov gInA v populaciji
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Slika 10: Frekvence alelov gltA v populaciji

Slika 11: Frekvence alelov tkt v populaciji
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Slika 12: Frekvence alelov glyA v populaciji
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Slika 14: Frekvence alelov pgm v populaciji

Glede na dobljene rezultate je bil najbolj raznolik gen za glutamin sintetazo (gInA), ki je
imel 10 razli¢nih alelnih tipov. Geni za aspartazo (aspA), fosfo - glukomutazo (pgm) in
transketolazo (tkt) so imeli 9, gen za citrat sintazo (gltA) 8 in gen za a podenoto ATP
sintaze (uncA) 7 alelnih tipov. Najmanj raznolik pa je bil gen za serin hidroksil metil
transferazo (glyA), ki je imel 6 alelnih tipov.

Najpogostejsi alelni profil pri naSih izolatih je bil aspA 7, glnA 17, gltA 5, glyA_2,

Slika 13: Frekvence alelov uncA v populaciji

pgm_10, tkt_461, uncA_6, ki se je pojavil pri 21 od 56 izolatov.
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4.2.3 Dolocitev sekvencnih tipov in klonskih kompleksov

Glede na kombinacijo sedmih alelnih Stevilk, je bil s programom Bionumerics 7.1 (Applied
Maths, 2010) vsakemu izolatu dodeljen sekvenc¢ni tip (ST) glede na bazo podatkov
PubMLST (Jolley in Maiden, 2010). Kombinacija alelov v vsakem lokusu oz. alelni profil
je tako dolocal stevilko sekvencnega tipa. Sekven¢ni tipi, ki so imeli vsaj Stiri enake alele
so se uvrstili v isti klonski kompleks (CC).

V preglednici 26 so prikazani sekvencni tipi s pripadajocimi alelnimi profili, ki smo jih
dolocili naSim izolatom. Kot je razvidno iz preglednice, je bila vsakemu alelu dodeljena
alelna Stevilka, in glede na kombinacijo sedmih alelnih Stevilk je bil dodeljen sekvencni

tip.

Preglednica 26: Alelni profili in pripadajoci sekvencni tipi

Sekvenéni

aspA glnA gltA glyA pgm tkt uncA tip

8 17 5 2 10 59 6 400
7 17 5 2 10 461 6 5205
18 22 77 18 138 381 16 6170
4 7 10 4 42 51 1 583
8 10 2 2 11 12 6 354
198 2 2 2 11 61 6 2863
73 4 2 4 19 3 6 657
2 15 4 3 154 25 35 905
2 1 1 3 7 1 5 104
9 2 5 2 11 3 1 1707
2 257 80 243 23 25 212 3030
1 3 6 294 3 3 3 2497

Preglednica 27 prikazuje Stevilo izolatov, ki so se uvrstili v posamezen sekvencni tip in
pripadajoci klonski kompleks, ¢e je bil dodeljen temu sekvencnemu tipu. 56 izolatov se je
uvrstilo v 12 sekvenc¢nih tipov in 8 klonskih kompleksov. Najve¢ izolatov (25), se je
uvrstilo v klonski kompleks 353, od tega se jih je kar 21 uvrstilo v sekvenéni tip 5205, ki je
bil tudi najbolje zastopan sekvencni tip. Po Stevilu izolatov je sledil klonski kompleks 354,
v katerega se je uvrstilo trinajst izolatov, od teh se jih je devet uvrstilo v sekvenéni tip
2863, Stirje pa v sekvencni tip 354. Pri dvanajstih izolatih klonski kompleks ni bil dolo¢en,
od teh se jih je enajst uvrstilo v sekvencni tip 905, ki je drugi najbolj zastopan sekven¢ni
tip med temi izolati. V klonske komplekse 21, 22, 45, 658 in 952 so se uvrstili vodni
izolati, za katere je znacilna tudi najvecja pestrost rezultatov.
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Preglednica 27: Stevilo izolatov v pripadajoéem klonskem kompleksu in sekvenénem tipu

Stevilo
Klonski kompleks | Sekvenéni tip | izolatov
353 400 4
5205 21
354 354 4
2863 9
952 6170 1
45 583 1
658 657 1
21 104 1
607 1707 1
22 2497 1
ni dolocen 905 11
3030 1

Slika 15 prikazuje dendrogram sorodnosti sevov, ki je izrisan glede na sekvencne tipe,
pridobljene s tipizacijo MLST. Prikazane so tudi uvrstitve sevov v klonske komplekse,
poleg tega so pripisani tudi rezultati tipizacije flaA, in sicer na podlagi nukleotidnega
zaporedja gena flaA in njegovega prepisa, viri izolatov (povrsinske vode, pis¢ancje meso,
feces, farmsko in klavnisko okolje), lokacije (farma, klavnica ali drzava) in obdobje
vzoréenja pri izolatih, kjer je vzor¢enje potekalo v pomladnem in zimskem obdobju.

Iz dendrograma je razvidno, da se izolati, izolirani iz razli¢nih virov in geografsko
oddaljenih lokacij, niso uvrstili v iste sekvencne tipe in klonske komplekse, kar kaze na to,
da je metoda MLST dobro lo¢ila med izolati iz razli¢nih lokacij. Dobro je razvidna tudi
genetska pestrost sevov, predvsem vodnih izolatov v primerjavi z ostalimi. Skupno 46
izolatov iz farme, fecesa piS€ancev in klavniskega okolja se je uvrstilo v le pet sekvencnih
tipov, kar ne kaze velike pestrosti sevov, ki se pojavljajo na teh lokacijah. Pet sevov, ki so
bili izolirani iz fecesa ali pis¢anc¢jega mesa, zaseZenega na slovensko - hrvaski meji, prav
tako ne kaze velike pestrosti, saj so se sevi uvrstili v le dva razlicna sekvencna tipa. V
nasprotju s temi rezultati, pa se je pet izolatov iz povrSinskih vod uvrstilo v pet razli¢nih
sekvencnih tipov, kar nakazuje na veliko pestrost sevov v vodnem okolju.

Raznolikost sevov nazorno prikazuje tudi slika 16. Minimalno vpeto drevo prikazuje
genetsko sorodnost med sevi na podlagi razvrstitve v alelne tipe oz. sekvencne tipe. Z
velikostjo krogov in njihovo razdelitvijo je prikazano tudi Stevilo izolatov, ki spadajo v
dolocen sekvencni tip. Poleg smo dopisali vire izolatov.
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flaa flaA
MLST .
_ Sev ST cc nuk pep Vir Lokacija Obdobje
o B 5 8 8 H
P-KL-VOBC BB1 354 ST-354 complex 222 33 voda za omamljanje (po Kanju) Kavnica pomlad
P-KL-VOBC BB2 354 ST-354 complex 222 33 voda za omamljanje (po Kanju) Kavnica pomlad
P-KL-Il ROK BB2 354 ST-354 complex 222 33 rokavica Kavnica pomlad
P-KL-VOBA3 354 ST-354 complex 222 33 voda za omamijanje (po Kanju) Kavnica pomlad
Z-A5 VB 2863  ST-354 complex 34 1 voda Kavnica zima
Z.B5 VB 2863 ST-354 complex 34 1 voda Kavnica zima
- Z-B5 F5 2863  ST-354 complex 34 1 feces (5. teden) farma B zima
Z-KL-II KCT 2863  ST-354 complex 34 1 koZa (pred vhodom v hiadilni tunel) Kavnica zima
Z-KL-I KHA1 2863  ST-354 complex 34 1 koZa Kavnica zima
Z-KL-Il F5 2863 5T-354 complex 34 1 feces Kavnica Zima
# ZKL-RAZ FIL1 2863  ST-354 complex 34 1 bris po Kanju Kavnica zima
Z-KL-SKB3 2863  ST-354complex 34 1 stroj za odpiranje kloak Kavnica zima
Z-KL-ROK /2 2863  ST-354 complex 34 1 rokavica Kavnica zima
c2 1707  ST-607 complex 14 1 Srhija
C33 400 ST-353 complex 67 8 piScancje meso BIH
C39 400 ST-353 complex 67 8 piScancje meso BIH
D59 400 ST-353 complex 67 8 piScancji feces (10. teden) Zagreb
D60 400 ST-353 complex 67 8 piScancji feces (10. teden) Zagreb
T P-KLNVOBA4 5205 ST-353 complex 278 1 voda za omamijanje (po kKanju) Kavnica pomlad
P-KL-SKBEBB2 5205 ST-353complex 278 1 stroj za odpiranje kloak (po Kanju) Kavnica pomlad
P-KL-SKEBE2 5205 ST-353 complex 278 1 stroj za odpiranje kioak (po Kanju) Kavnica pomlad
P-KL-SEB1 5205  ST-353 complex 278 1 stroj za odpiranje kloak Kavnica pomlad
P-KL-Il ROK1 2205 ST-353 complex 278 1 rokavica Kavnica pomlad
Z-KL-I KA1 5205  ST-353 complex 278 1 koZa Kavnica zima
Z-KL-I KH1 5205  ST-353complex 278 1 koZa Wavnica zZima
Z-KL-IF10 5205  ST-353 complex 278 1 feces Kavnica zima
- Z-KL-VOB1 5205 ST-353complex 278 1 voda za omamljanje (po Kanju) Kavnica zima
Z-KL-VOBS 5205  ST-353 complex 278 1 voda za omamljanje (po Kanju) Kavnica zima
. Z-KL-SKB1 5205 ST-353complex 278 1 stroj za odpiranje kloak Kavnica zima
Z-KL-ROKIN/A 5205  ST-353 complex 278 1 rokavica Kavnica zima
P-N32-WA 5205  ST-353complex 278 1 voda v napajalniku (32. dan) farma A pomlad
P-N39-F5 5205  ST-353 complex 278 1 feces (39. dan) farma A pomlad
P-KL-IIl ZBrs 5205 ST-353complex 278 1 bris trupa (po zamrzovanju) Kavnica pomlad
P-KL-Ill ZK5 5205  ST-353 complex 278 1 koZa (po zamrzovanju) Kavnica pomlad
- P-KL-Il F3 5205  ST-353complex 278 1 feces Kavnica pomlad
Z-KL-SKE2 5205 ST-353 complex 278 1 stroj za odpiranje kloak KWavnica zima
Z-KL-3ECF1 5205  ST-353 complex 278 1 aerosol iz prostora za evisceracijo Kavnica zZima
Z-KL-SEB1 3205 ST-3533 complex 278 1 stro] za evisceracijo (po Kanju) Kavnica Zima
i Z-KL-SEB Pr2 5205  ST-353complex 278 1 stroj za evisceracijo (po Kanju) Kavnica zima
00516 657 ST-658 complex 35 3 voda Slovenija
258 07114022 2497  ST-22 complex 161 3 voda Slovenija
266 07/14008 583 ST45 complex 239 9 voda Slovenija
P-B239-F5 905 222 33 feces (39. dan) farma B2 pomlad
P-KL-II ZK2 905 222 33 koZa (po zamrzovanju) Kavnica pomlad
P-KL-I-ZBr3 905 222 33 bris trupa (po zamrzovanju) Kavnica pomlad
o P-KL-Il F3 905 222 33 feces Kavnica pomlad
P-B32-WA 905 222 33 voda v napajalniku (32. dan) farma B pomlad
P-B39-WA 905 222 33 voda v napajalniku (39. dan) farma B pomlad
P-KL-RAZ2-1 905 222 33 bris mesa po Kanju Kavnica pomlad
P-KL-Il ROK 1 905 222 33 rokavica Kavnica pomiad
160 P-KL-Il ROK BB1 905 222 33 rokavica Kavnica pomlad
P-KL-| F& 905 222 33 feces Kavnica pomlad
e P-B239-Wa 905 222 33 voda v napajalniku (39. dan) farma B2  pomlad
- 176 07/6927 104 ST-21 complex 36 1 voda Slovenija
P-KL-RAZ2-2 3030 222 33 bris mesa po Kanju Kavnica pomlad
352 08/2456 6170  ST-952 complex 894 227 voda Slovenija

Slika 15: Dendrogram sorodnosti sevov izrisan glede na sekvenéni tip (ST) in klonski kompleks (CC), s
prikazom pripadajocega flaA nukleotida (flaA nuk) in flaA peptida (flaA pep), vira, lokacije in obdobja
izolacije sevov.
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Slika 16: Minimalno vpeto drevo (Minimal Spanning Tree) narejeno na podlagi rezultatov MLST, ki
prikazuje genetsko sorodnost med sevi. Vsak krog predstavlja sekvencni tip, velikost in ¢rte v krogu pa
Stevilo izolatov, ki se je uvrstilo v ta sekvenéni tip. Poleg sekvenénih tipov so dopisani viri izolatov.
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4.3 TIPIZACUA flaA

S sekvenciranjem gena flaA smo Zeleli rezultate, dobljene z analizo MLST, Se dopolniti in
ugotoviti ali tipizacija flaA pripomore k boljsi moc¢i razlikovanja in ima zmoZnost
razlikovanja med dvema sevoma, ki sta z analizo MLST uvrs$¢ena v isti sekvenéni tip.

V preglednici 28 so prikazani rezultati tipizacije flaA, in sicer uvrstitve flaA nukleotida in
peptida v alelne tipe, ki smo jih dolo¢ili z vnosom nukleotidnega / peptidnega zaporedja v
bazo PubMLST / Campylobacter., ter pripadajoci sekvencni tipi in klonski kompleksi,
Stevilo izolatov in viri, ki so se uvrstili v dolocen flaA alelni tip. Izolati so se razvrstili v 10
flaA alelnih tipov in 12 sekvenénih tipov analize MLST, kar kaze na to, da je imela
tipizacija flaA slabSo moc¢ razlikovanja od tipizacije MLST. Pri enem alelnem tipu
tipizacija flaA ni lo¢ila treh sekven¢nih tipov, tako da so se vsi trije uvrstili v isti flaA alelni
tip (Preglednica 28, flaA nukleotid 222 in flaA peptid 33). Pri ostalih sekven¢nih tipih pa je
metoda dobro locila med sekvencnimi tipi in se je vsak sekvenéni tip tudi uvrstil v svoj
alelni tip flaA. Znotraj istega sekvencnega tipa ni prislo do locbe v razli¢ne alelne tipe flaA,
kar kaze na to, da je tipizacija MLST Ze dobro locila med posameznimi sevi.

Preglednica 28: Rezultati tipizacije flaA, in sicer flaA nukleotid in peptid, ter pripadajo¢i sekvenéni tipi (ST)
in klonski kompleksi (CC), Stevilo izolatov in viri.

Stevilo
flaA nukleotid | flaA peptid | ST CcC izolatov Vir
222 33 354 354 4 | klavniko okolje
905 11 | klavnisko in farmsko okolje, feces
3030 1 | bris mesa po klanju
34 1 2863 354 9 | klavnisko okolje, feces
14 11 1707 607 1 | meso
67 8 400 353 4 | meso, feces
278 1 5205 353 21 | klavnisko in farmsko okolje, feces
5 5 657 658 1 | povrsinske vode
161 3 2497 22 1 | povrsinske vode
239 9 583 45 1 | povrsinske vode
36 1 104 21 1 | povrsinske vode
894 227 6170 952 1 | povrsinske vode

4.4 MNOGOKRATNI PCR (mPCR)

Pri mnogokratni PCR smo pomnoZevali 6 genov:
e (Cj0056¢, velikosti 415 bp, neznane funkcije
e (Cj0485c, velikosti 406 bp, kratka verizna dehidrogenaza
e Cjl1139c, velikosti 703 bp, neznane funkcije
e (Cj1324, velikosti 765 bp, hipoteti¢ni protein
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e (Cjl422c, velikosti 900 bp, neznane funkcije
e Cj1720, velikosti 599 bp, hipoteti¢ni protein

Rezultate smo binarno oznadili z 1 oz. 0, glede na prisotnost oz. odsotnost gena in te
rezultate vnesli v algoritem za izracun, ki so ga razvili Stabler in sod. (2013). Tako smo
glede na binarni profil s pomocjo algoritma sev uvrstili v ustrezno skupino mPCR.

Preglednica 29 prikazuje skupine mPCR, v katere so se uvrstili izolati glede na prisotnost /
odsotnost pomnozka. Vsaki skupini je pripisan tudi ST, CC, vir in Stevilo izolatov v
skupini mPCR.

Izmed 54 identificiranih sevov se jih je 37 uvrstilo v skupino C9i, 8 sevov v skupino C1, 4
v skupino C8 in po 1 sev v skupine C5, C6/4, C7, C7/8 in C9ii. Tudi tu so bili najbolj
raznoliki izolati izolirani iz povrSinskih vod, kar je bilo po pri¢akovanjih. Lahko vidimo,
da je ta tipizacijska metoda dobro locila seve na nivoju klonskih kompleksov, in pri
nekaterih primerih tudi znotraj istega klonskega kompleksa. Izjema je bila skupina C9i,
kjer se je kar 6 razli¢nih sekvencnih tipov uvrstilo v to skupino. Pri teh izolatih ta
tipizacijska metoda ni dobro locila med sevi iz razli¢nih okolij, saj so se tako sevi iz
farmskega in klavniskega okolja, kot tudi seva iz piScan¢jega mesa in sev iz povrSinske
vode uvrstili v isto skupino. Ti rezultati kazejo, da ima mPCR nizjo mo¢ razlikovanja kot
MLST in tipizacija flaA, a je kljub temu uporabna za bolj grobo razvrstitev izolatov v
skupine, npr. pri presejalnih testih z velikim Stevilom izolatov, kot napoved sekvencnih
tipov oz. klonskih kompleksov.

Preglednica 29: Skupine mPCR in pripadajo¢i sekvenéni tipi (ST), klonski kompleksi (CC), ter viri in Stevilo
izolatov v skupini

Skupina Stevilo
mPCR ST |CC |Vir izolatov
C1 2863 | 354 | klavniSko okolje, feces 8
C5 1707 | 607 | meso 1
C6/4 104 |21 |povrSinske vode 1
C7 6170 | 952 | povrSinske vode 1
C7/8 2863 | 354 | klavnisko okolje, feces 1
C8 354 | 354 | klavniSko okolje 4
klavnisko in farmsko okolje,
Cai 905 feces 11
klavnisko in farmsko okolje,
5205 | 353 | feces 21
657 | 658 | povrSinske vode 1
400 | 353 | meso, feces 2
2497 |22 | povrSinske vode 1
3030 bris mesa po klanju 1
C9ii 583 |45 | povrSinske vode 1
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mPCR mPCR Multiplex] Multiplex 2

. flaA flaA Skupina
= Sev ST CC  nuk pep mPCR

ﬁ P-KL-VOBC BB1 354  ST-354 complex 222 33 C8

. P-KL-VOBC BB2 354  5T-354 complex 222 33 CB

P-KL-l ROK BB2 354  ST-354 complex 222 33 C8

| P-KL-VOBA3 354  ST-354 complex 222 33 C§

Z-KL-RAZ FIL1 2863 ST-354complex 34 1 C7/8

266 07/14008 583  ST-45complex 239 9 Cii

| 176 0756927 104  ST-21complex 36 1 CB/4

352 08/2456 6170 ST-952complex 894 227 C7

P-B239-F5 905 222 33 Coi

P-KL-Il ZK2 905 222 33 Coi

P-KL-II-ZBr3 905 222 33 Coi

. P-KL-Il F3 905 222 33 Coi

- P-B32-WA 905 222 33 Coi

- P-B39-WA 905 222 33 Coi

P-KL-RAZ2-1 905 222 33 Coi

P-KL-Il ROK 1 905 222 33 COi

P-KL-Il ROK BB1 905 222 33 Coi

P-KL-1 F8 905 222 33 Coi

P-B239-WA 905 222 33 Coi

Z-A5VB 2863 ST-354complex 34 1 C1

Z-B5VB 2863 ST-354complex 34 1 C1

Z-BSF5 2883 ST-354complex 34 1 C1

Z-KL-l KH1 2883 ST-354complex 34 1 C1

Z-KL-3KB3 2883 ST-354complex 34 1 C1

Z-KL-ROK 112 2883 ST-354complex 34 1 C1

Z-KL-I KCT 2863 ST-354complex 34 1 C1

Z-KL-I F5 2863 ST-354complex 34 1 C1

cz2 1707 ST-607 complex 14 11 C5

P-KL-SKBBB2 5205 ST-353complex 278 1 C9i

P-KL-3KB2 5205 ST-353complex 278 1 C9i

P-KL-SEB1 5205 ST-353complex 278 1 C9i

P-KL-Ill ROK1 5205 ST-353complex 278 1 C9i

Z-KL-II KA1 5205 ST-353complex 278 1 C9i

Z-KL-lIl KH1 5205 ST-353complex 278 1 C9i

Z-KL-Il F10 5205 ST-353complex 278 1 C9i

Z-KL-VOB1 5205 ST-353complex 278 1 C9i

Z-KL-VOBS 5205 ST-353complex 278 1 C9i

Z-KL-3KB1 5205 ST-353complex 278 1 C9i

Z-KL-ROKIIIA 5205 ST-353complex 278 1 C9i

P-N32-WA 5205 ST-353complex 278 1 C9i

P-N39-F5 5205 ST-353complex 278 1 C9i

- P-KL-Ill ZBrs 5205 ST-353complex 278 1 C9i

- P-KL-Ill ZK5 5205 ST-353complex 278 1 C9i

- P-KL-Ill F3 5205 ST-353complex 278 1 C9i

- Z-KL-5KB2 5205 ST-353complex 278 1 C9i

Z-KL-3ECF1 5205 ST-353complex 278 1 C9i

Z-KL-3EB1 5205 ST-353complex 278 1 C9i

Z-KL-SEB Pr2 5205 ST-353complex 278 1 C9i

P-KL-VOBA4 5205 ST-353complex 278 1 C9i

00316 657  ST-658 complex 5 5 C9i

C33 400 ST-353complex 67 8  COi

C39 400 ST-353complex 67 8  COi

258 07/14022 2487 ST-22 complex 161 3 C8i

P-KL-RAZ2-2 3030 222 33 Coi

Slika 17: Dendrogram sorodnosti sevov glede na mnogokratni PCR (mPCR) s prikazom pripadajocih
sekvenénih tipov (ST), klonskih kompleksov (CC) in tipizacije flaA (flaA nukleotid in flaA peptid). Prikazani
so tudi binarni rezultati mPCR, kjer 1 pomeni prisotnost gena, 0 pa odsotnost gena. Pod oznakama Multiplex
1 in 2 so slike gelske elektroforeze s PCR pomnozenih genov Cj0056¢, Cj1139c, Cj1422c (Multipleks 1) in
Cj0485c, Cj1324, Cj1720 (Multipleks 2).
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4.5 PRIMERJAVA SPOSOBNOSTI RAZLIKOVANJA MED SEVI Z RAZLICNIMI
TIPIZACHSKIMI METODAMI

Preglednica 30: Simpsonovi indeksi razlikovanja za tipizacije MLST, flaA in mPCR

Tipizacijska metoda Simpsonov indeks
MLST 0,797
Tipizacija flaA 0,758
mPCR 0,511

V preglednici 30 so prikazani Simpsonovi indeksi za posamezne tipizacijske metode.
Najvisji indeks razlikovanja je imela tipizacija MLST, z vrednostjo 0,797, sledila pa ji je
tipizacija flaA z vrednostjo 0,758. Vrednost indeksa 0,797 pomeni, da v primeru, ¢¢ bomo
nakljucno vzor¢ili dva seva iz populacije, se bosta ta dva seva v 79,7 % primerov uvrstila v
dva razli¢na tipa.

Najnizji indeks je imela tipizacijska metoda mPCR, kjer je indeks znasal le 0,511, torej bi
se le pri malo vec¢ kot polovici (51,1 %) sevov, dva razli¢na seva dejansko uvrstila v dva
razli¢na tipa.

Iz teh rezultatov lahko povzamemo, da je za takSen tip Studje (sledenje izvora in Sirjenja
okuzb piscanc¢jega mesa) najprimernejsa tipizacijska metoda tipizacija MLST.
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5 RAZPRAVA

Seve, uporabljene za tipizacijo, glede na izvor lahko uvrstimo v 3 vecje skupine:

e Seve, ki so bili pridobljeni z vzorenjem farm in klavne verige v okviru projekta
CRP »Zagotavljanje varne hrane: problematika kontaminacije perutnine in
perutninskega mesa s kampilobaktri v Sloveniji«, v sodelovanju z Veterinarsko
fakulteto

e Seve, ki so bili pridobljeni z vzor¢enjem pis¢ancjega mesa, zasezenega na mejnem
prehodu Obrezje in fecesa piscancev, v okviru projekta PROMISE

e Seve, ki so bili pridobljeni z vzorcenjem povrSinske vode, v okviru Zavoda za
zdravstveno varstvo Maribor in sev iz zbirke Laboratorija za zivilsko
mikrobiologijo Biotehniske fakultete

5.1 MLST

S tipizacijo MLST smo tipizirali 56 sevov, ki so se uvrstili v 12 sekvencnih tipov in 8
klonskih kompleksov, pri 2 sekvencnih tipih pa klonski kompleks ni bil dolocen.

5.1.1 Izolati farmskega in klavniSkega okolja

Farmski izolati, ki smo jih vkljucili v tipizacijo MLST, so bili pridobljeni iz treh farm:
farma A, B in B2. Farmski izolati so bili izolirani iz fecesa pis€ancev na farmi in vode v
napajalnikih na farmi v 32. in 39. dnevu reje piscancev. Izolati iz klavniskega okolja pa so
bili pridobljeni z vzoréenjem vode za omamljanje, rokavic delavcev v klavnici, stroja za
odpiranje kloak, stroja za evisceracijo, aerosola iz prostora za evisceracijo in brisov trupov
pis€ancev po klanju. Vzorcenje je potekalo v pomladnem in zimskem obdobju, izolacijo
sevov pa so izvedli raziskovalci z Veterinarske fakultete.

Skupno 46 tipiziranih izolatov iz farmskega in klavniSkega okolja se je uvrstilo v pet
sekven¢nih tipov in dva klonska kompleksa, pri dveh sekvencnih tipih pa klonski
kompleks ni bil dolo¢en. Sekvencni tipi, v katere so se uvrstili izolati, so bili: 354, 2863,
5205, 905 in 3030. Kar 21 izmed 46 izolatov se je uvrstilo v sekvenéni tip 5205. Izolati iz
tega sekvencnega tipa so bili izolirani iz farmskega in klavniSkega okolja tako v
pomladnem, kot tudi v zimskem obdobju vzorcenja. V pomladnem obdobju vzoréenja so
bili izolirani tudi iz farme A, kjer so kampilobaktre izolirali iz vode v napajalniku v 32.
dnevu, v 39. dnevu pa so jih izolirali tudi iz piscancjih fecesov. Iz teh rezultatov lahko
sklepamo, da je bila tu vir Sirjenja kontaminacije na farmi prav voda in to potrjuje naso
delovno hipotezo, vode kot kljuénega izvora in vektorja za Sirjenje okuzbe s kampilobaktri.
Naslednja vecja skupina 11 izolatov se je uvrstila v sekvencni tip 905. Izolati so bili
izolirani iz farme B in B2, ter klavniSkega okolja v pomladnem obdobju vzorcenja. Pri
farmi B so bili kampilobaktri izolirani iz vode v napajalniku v 32. in 39. dnevu, pri farmi
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B2 pa tako iz vode kot tudi iz fecesa piS€ancev v 39. dnevu. Tudi tu se je pojavila
kolonizacija s kampilobaktri proti koncu reje pis¢ancev. Podobne rezultate so dobili tudi
Bull in sod. (2006), ki kot mozen razlog za kolonizacijo s kampilobaktri Sele po 3. tednu
starosti navajajo daljSo izpostavljenost kampilobaktrom pri starejSih pisc¢ancih, prav tako
pa bi bil lahko vzrok za$¢ita mlajsih piS€ancev z materinimi protitelesi (Sahin in sod.,
2001). Tudi pri tem sekvenénem tipu vidimo prenos kampilobaktrov preko vode na farmi
in prenos kontaminacije iz farme na klavno linijo, saj so bili kampilobaktri tega tipa
prisotni tako na rokavicah delavcev, kot tudi na trupih pis¢ancev celo po hlajenju.

V sekvencni tip 2863 pa se je uvrstilo 9 izolatov iz zimskega obdobja vzorcenja. Tudi tu so
se kampilobaktri najprej pojavili v fecesu piScancev na farmi v 5. tednu, kontaminacija pa
se je tako prenesla tudi na klavno linijo. V pomladnem obdobju vzorcenja sta se pojavila Se
dva sekven¢na tipa 534 in 3030, ki pa sta bila prisotna le na klavni liniji. Za ta dva izolata
tako ne moremo vedeti kako sta se prenesla na klavno linijo, a glede na ostale rezultate
lahko sklepamo, da so bili tudi tu vir kontaminacije piS¢anci, ki so se kolonizirali med rejo
na farmi, saj na klavnih linijah pred zakolom ni bilo prisotnih kampilobaktrov.

Glede na naSe rezultate in podatke z Veterinarske fakultete, so negativne farme ostale
negativne tudi na klavni liniji, medtem ko so bili pis¢anci iz kontaminiranih farm tudi po
zakolu pozitivni. Potrdimo lahko, da je v klavnici prihajalo do navzkriznih kontaminacij
mesa, saj so bili pri koloniziranih jatah kampilobaktri prisotni tako na rokavicah delavcev,
kot tudi na klavnih instrumentih in v zraku. Kot pomemben vir in vektor prenosa pri
kolonizacijah s kampilobaktri pa lahko potrdimo tudi vodo.

Ugotovljen nivo kontaminacije po podatkin z Veterinarske fakultete (naobjavljeni
rezultati), pri farmah, kjer je bil prisoten kampilobakter na trupih zivali, se je gibal od 1,6 x
10° do vet kot 1,5 x 10* CFU/g, in se je niZal proti koncu klavne linije, saj spiranje trupov
z vodo zmanjSa nivo kontaminacije. Po 4 - dnevnem hlajenju pa se je nivo kontaminacije
zmanjsal na 1,2 x 10 do 3,0 x 10° CFU/g, po zamrzovaniju pa je bil od 4 do 76 CFU/g. Iz
teh podatkov lahko vidimo, da glede na infektivno dozo, ki se giblje od 500 do 2 x 10°
bakterij, okuzeni pis¢anci predstavljajo tveganje za okuzbo ljudi s kampilobaktri (Zoete in
sod., 2006).

5.1.2 Izolati iz pis¢ancjega mesa in fecesa

Izolati, ki so bili izolirani iz piS¢ancjega mesa, ki je bilo zasezeno na mejnem prehodu
Obrezje, so se uvrstivi v dva klonska kompleksa, in sicer sta se izolata C33 in C39 uvrstila
v sekvencni tip 400 in klonski kompleks 353, izolat C2 pa v sekvencni tip 1707 in klonski
kompleks 354. Zanimivo je, da sta se v sekvencni tip 400 uvrstila tudi dva izolata iz
piscancjega fecesa iz Zagreba.



Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2014

Kot vidimo so se izolati C33, C39, D59 in D60 uvrstili v isti klonski kompleks kot 21
izolatov iz farme A in klavnice, kar kaze na to, da se s sevi tega klonskega kompleksa
lahko okuzimo preko piScancjega mesa. Enako pa velja tudi za seve iz sekven¢nega tipa
1707, saj so po podatkih iz podatkovne zbirke PubMLST povzrocitelji gastroenteritisa pri
ljudeh in so bili izolirani tudi iz piS€ancev in piS€anc¢jega mesa v Angliji, na Nizozemskem
in v Luksemburgu (Jolley in Maiden, 2010).

5.1.3 Vodni izolati

Za vodne izolate je znacilna velika genetska pestrost. To kazejo tudi naSi rezultati, saj se je
pet izolatov vode iz obmocja Slovenije uvrstilo v pet razlicnih klonskih kompleksov, in
sicer v klonske komplekse 21, 22, 45, 658 in 952.

Za seve iz klonskih kompleksov 21 in 45 je znacilno, da so najpogostejsi povzrocitelji
gastroenteritisa pri ljudeh (French in sod., 2005). Sevi, ki spadajo v klonski kompleks 45,
so dobro prilagojeni na prezivetje izven gostitelja in tudi bolj odporni na stres od ostalih
sevov, zato ni presenetljivo, da se pojavljajo v razlicnih ekoloskih niSah in gostiteljih.
Pojavljajo se tudi v povrSinskih vodah in lahko kolonizirajo tudi perutnino, a humane
okuzbe preko uzivanja okuzene perutnine niso pogoste. Ljudje se s sevi tega klonskega
kompleksa najpogosteje okuZzijo preko kontaminirane vode ali preko hisnih ljubljenckov
(Sopwith in sod., 2008). Sevi, ki se uvrscajo v klonski kompleks 21, prav tako spadajo med
generaliste, in se tako pojavljajo v razli¢nih okoljih, zato je to tudi prevladujoéi Klonski
kompleks po vsem svetu (Gripp in sod., 2011). Sevi, ki spadajo v ta klonski kompleks, so
bili izolirani iz domacih zivali, divjih Zzivali, vode, ljudi in hrane (Gripp in sod., 2011;
French in sod., 2005). Sevi klonskega kompleksa 22 so bili izolirani tako pri zivalih kot
tudi ljudeh, kjer so povzrocali komplikacije pri kampilobaktriozah (Revez in sod., 2011).
Prav tako so seve iz klonskih kompleksov 21, 22 in 45 izolirali tudi Rodriguez-Martinez in
sod. (2013), ki so ugotavljali prisotnost in pestrost kampilobaktrov v okoljskih vodah
Mediterana. Izolate iz klonskega kompleksa 952 so izolirani iz humanih klini¢nih vzorcev,
goveda, divjih ptic, okolja in ostalih Zivali, ne pa tudi iz pis¢ancev (Griekspoor in sod.,
2010). Sekvencni tip 6170, ki se je pojavil pri nasem izolatu iz vode, je bil leta 2011
vnesen v bazo podatkov PubMLST, in sicer je bil izoliran iz povrSinske vode v
Luksemburgu (Jolley in Maiden, 2010). Glede na to lahko predvidevamo, da je ta
sekvencni tip znacilen za vodno okolje. Za seve iz sekvencnega tipa 657, ki spadajo v
klonski kompleks 658, pa je glede na podatke iz PubMLST znacilno, da so povzrocitelji
gastroenteritisa, in so bili izolirani iz ¢loveskega fecesa (Jolley in Maiden, 2010). Pojav
tega seva v nasih povrsSinskih vodah kaze na kontaminacijo teh vod s fakalijami.
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5.1.4 Genetska raznolikost

Genetska raznolikost naSih izolatov je bila najbolj odvisna od izvora oz. geografske
oddaljenosti vzorcev. Najbolj raznoliki so bili vodni izolati, kjer se je vsak izolat uvrstil v
svoj sekvencni tip. Pri izolatih iz farme in klavne linije pa ni bilo velike raznolikosti. Pri
teh i1zolatih je Slo za kolonizacijo jate piSCancev z enim sevom, ki se je nato prenesel na
klavno linijo. Tako se je 46 izolatov razvrstilo v le pet sekvenénih tipov in dva klonska
kompleksa. Razlike pa so nastale tudi glede obdobja vzorCenja, saj so se sevi iz
pomladnega obdobja vzorcenja uvrstili v Stiri sekvencne tipe, medtem ko so se sevi iz
zimskega obdobja uvrstili v le dva sekvenc¢na tipa. Tako smo opazili ve¢jo pestrost izolatov
v pomladnem kot v zimskem obdobju vzorcenja. Najbolj zastopan klonski kompleks je bil
klonski kompleks 353 s sekvencnim tipom 5205. Ta sekven¢ni tip so Kovac in sod. (2014)
prvi¢ dokazali pri piS€¢ancjih izolatih iz obmoc¢ja Slovenije in po tem lahko sklepamo, da je
ta sev znacilen za to obmocje. V klonski kompleks 354 pa sta se uvrstila sekvencna tipa
354 in 2863. Sekvencni tip 354 se je pojavljal na klavnih linijah tudi pri Studijah Wirz in
sod. (2010) v Svici in Bull in sod. (2006) v Veliki Britaniji, prav tako pa je bil tipiziran pri
Studiji v Veliki Britaniji, kjer so preucevali pojavljanje kampilobaktrov na kletkah tekom
transporta pis¢ancev do klavnice (Hastings in sod., 2010). Sekvencni tip 2863 je bil po
podatkih  PUbMLST leta 2007 prvi¢ izoliran v Angliji in ltaliji, kot povzrocitel;
gastroenteritisa pri ljudeh, kjer je Slo za sporadi¢no okuzbo. Sekvencna tipa 905 in 3030, ki
nista imela dolo¢enega klonskega kompleksa, pa sta bila glede na podatke na PUbMLST
izolirana tako iz pis€ancjega mesa, kot tudi cCloveSkega fecesa kot povzrocitelja
gastroenteritisa (Jolley in Maiden, 2010). Sekvencni tip 905 je bil izoliran v Angliji, Belgiji
in Nem¢iji, sekvenéni tip 3030 pa v Spaniji, Belgiji in Italiji (Jolley in Maiden, 2010).
Prisotnost teh dveh sevov pri izolatih piS€ancev in na klavni liniji kazejo na moznost
povzrocitve okuzbe pri ljudeh tudi na naSem obmocju.

5.2 TIPIZACIA flaA

S tipizacijo flaA se je 56 nasih izolatov uvrstilo v 10 razli¢nih alelnih tipov flaA. Alelni tipi
flaA so bili povezani s sekven¢nimi tipi tipizacije MLST, tako da je izolat z istim
sekven¢nim tipom spadal v isti alelni tip. Poleg tega so se sevi, ki so se uvrstili v
sekvencne tipe 354, 905 in 3030, uvrstili v isti flaA alelni tip, tako da uporaba tipizacije
flaA pri nasih vzorcih ni pripomogla k boljsi mo¢i razlikovanja. Sevi so se ve¢inoma lo¢ili
znotraj klonskega kompleksa, razen v skupini sevov, kjer klonski kompleks ni bil dolocen.
Tu so izolati spadali v isti flaA alelni tip, Cetudi so se uvrstili v dva sekvencna tipa, prav
tako pa so v ta alelni tip spadali tudi izolati iz klonskega kompleksa 354. NajpogostejSe
flaA nukleotidno zaporedije je sodilo v alelni tip 278, ki se je pojavil pri sekvenénem tipu
5205, ki je bil tudi najpogostejsi sekvencni tip. Vodni izolati so bili tudi tu najbolj pestri,
kar je bilo po pricakovanjih, saj se je vsak izolat uvrstil v svoj sekven¢ni tip in v povezavi s
tem tudi v svoj alelni tip flaA.
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Dingle in sod. (2005) so ugotovili, da se pri posameznih sekvencnih tipih pojavljajo
razli¢ni flaA SVR aleli, kar z nasimi rezultati ne moremo potrditi. Indeks moci razlikovanja
je bil namre¢ pri tipizaciji flaA 0,758, kar je manj kot pri tipizaciji MLST, Kjer je indeks
znasal 0,797.

5.3 MNOGOKRATNI PCR (mPCR)

Med naSimi izolati se je kar 37 od 54 identificiranih sevov uvrstilo v skupino CO9i.
Zanimivo je, da so se v to skupino uvrstili izolati, ki so bili pridobljeni iz povrsinskih vod,
klavnic in farm. V to skupino pa sta se uvrstila tudi izolata iz piscancjega mesa (C33 in
C39), pridobljena v okviru projekta PROMISE. Ti izolati so spadali v razlicne sekvencne
tipe, prav tako pa tudi v razli¢ne klonske kompekse, a so se z mPCR vseeno uvrstili v isto
skupino, kar kaze na to, da ta metoda tipizacije nima tako velike moci razlikovanja kot
metoda MLST. To jasno kaze tudi indeks razlikovanja, ki je glede na naSe rezultate za to
metodo tipizacije znaSal 0,511, kar je veliko manj kot indeksa tipizacije MLST in flaA
(0,797 oz. 0,758). Pri ostalih izolatih, so se sevi uvrstili v skupine glede na razlicen
sekven¢ni tip, in sicer Se Sevi z razli¢nimi sekven¢nimi tipi niso uvrstili v isto skupino.
Najvecja pestrost je bila tudi tu pri vzorcih iz vode, kar smo ugotovili Ze z metodo MLST
in tipizacijo flaA.

To tipizacijsko metodo so za C. jejuni razvili in validirali Stabler in sod. (2013). Ta hitra
metoda jim je pomagala dolociti genetske skupine in dolo¢ila vlogo vira okuzbe za vsak
izolat. Ugotovili so, da so klini¢ni izolati prisotni v vseh genetskih skupinah in da se je kar
49 od 60 izolatov izoliranih iz zivine uvrstilo v skupine C1 - C6. V skupinah C7 - C9 pa
naj bi bili izolati, ki niso bili izolirani iz Zivine. V skupini C7 in C9i so se uvrstili izkljucno
klini¢ni izolati, v skupini C8 pa je bil prisoten tudi en izolat, ki je bil izoliran iz vola.
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6 SKLEPI

e Izmed 159 sevov, ki so bili vkljuceni v identifikacijo vrste C. jejuni / C. coli, smo
potrdili 56 sevov za nadaljnje analize, kar je nekoliko manj kot smo predvideli v
hipotezah (60 — 70).

e 56 izolatov se je z metodo MLST uvrstilo v 12 sekvenc¢nih tipov in 8 klonskih
kompleksov, pri dveh sekven¢nh tipih pa klonski kompleks ni bil dolocen. S
tipizacijo flaA so se izolati uvrstili v 10 flaA alelnih tipov in z mPCR v 8 mPCR
skupin.

e Primerjava zmoznosti uporabljenih tipizacijskih metod za razlikovanje med sevi
kaze, da je najprimernejSa metoda tipizacije MLST s Simpsonovim indeksom
0,797, sledi ji tipizacija flaA, z vrednostjo 0,758. Najslab3e je razlikovala metoda
mPCR z indeksom 0,511.

e Najbolj raznoliki so bili izolati iz vode. Za vzorce, izolirane iz piS¢ancev na farmah
in med klavnim procesom ni bila ugotovljena velika genetska pestrost. Ugotovili
smo, da klavnica predstavlja kriti¢no kontrolno to¢ko za kontaminacijo, saj so bili
pri predhodno koloniziranih jatah kampilobaktri izolirani tudi iz rokavic delavcev,
aerosola in klavnih instrumentov.

e Glede na rezultate lahko sklepamo, da je voda vir in vektor okuzb, saj so se pri eni
farmi kampilobaktri pojavili v vzorcu vode en teden pred kolonizacijo pis¢ancev.
Prav tako so se kampilobaktri, izolirani iz povrSinskih vod, uvrstili v iste sekvenc¢ne
tipe kot kampilobaktri, ki so po podatkih z medmrezja bili identificirani kot
povzrocitelji gastroenteritisa pri ljudeh.
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7 POVZETEK

Kampilobaktri so najpogostejsi povzrocitelji gastroenteritisa po vsem svetu. So komenzali
v prebavnem traktu perutnine in divjih ptic, najdemo pa jih tudi pri rejnih Zivalih. V okolju
so prisotni v rekah, potokih in jezerih, izolirali pa so jih tudi iz Stevilnih divjih Zivali.
Znane so Stevilne okuzbe ljudi s kampilobaktri preko piS¢anc¢jega mesa. PiS€anec se lahko
kolonizira med rejo na farmi, med transportom do klavnice in na klavni liniji.

Da bi lahko odkrili vir okuzbe, so bile za C. jejuni razvite Stevilne tipizacijske metode.
Molekularne metode, ki se trenutno najpogosteje uporabljajo, so sekvenciranje
multilokusnih zaporedij (MLST), tipizacija flaA, pulzna gelska elektroforeza (PFGE),
primerjalna genomska hibridizacija na mikromrezah (MCGH), primerjalni genomski prstni
odtis (CGF), ter sekvenciranje celotnega genoma (WGS).

Za tipizacijo sevov C. jejuni, ki so bili izolirani med rejo pis¢ancev, tekom klavne linije in
iz mesa piScancev, smo uporabili tipizacijsko metodo MLST, ki smo jo dopolnili s
tipizacijo flaA. Z metodo MLST se je 56 izolatov uvrstilo v 12 sekvenénih tipov in 0sem
klonskih kompleksov, pri dveh sekven¢nih tipih pa klonski kompleks ni bil dolocen.
Najpogostejsi klonski kompleks je bil ST-353, sledil pa mu je ST-354. Najvecja pestrost
rezultatov je bila pri vodnih izolatih, kjer se je vsak izolat uvrstil v svoj klonski kompleks.
Pri izolatih iz farme in klavne linije pa ni bilo velike pestrosti, saj se je 46 izolatov uvrstilo
v pet sekvencnih tipov in dva klonska kompleksa, pri dveh sekvenénih tipih pa klonski
kompleks ni bil dolofen. Ugotovili smo, da so se kampilobaktri iz farme preko
koloniziranih piS€ancev prenesli tudi na klavno linijo in tu je prisotna velika nevarnost
navzkrizne kontaminacije pri morebitno Se nekontaminiranih pisc¢ancih. Na farmah pa
lahko kot glavni vir in vektor okuzb potrdimo okuzeno vodo.

S tipizacijo flaA smo dobili 10 alelnih tipov flaA, ti pa niso lo¢ili znotraj posameznih
sekvenc¢nih tipov, pridobljenih z MLST. Tako vidimo, da je imela tipizacija flaA niZji
indeks razlikovanja kot metoda MLST in nam ni omogocila bolj natancne tipizacije.

Zeleli pa smo ugotoviti tudi, ¢¢ mPCR prav tako dobro logi izolate kot ostali metodi. Z
mPCR se je 54 izolatov uvrstilo v osem skupin, med katerimi je bila najbolj zastopana
skupina C9i z 37 izolati. Ta metoda ni dobro locila izolatov iz razli¢nih virov, njen indeks
razlikovanja pa je bil veliko nizji od indeksov ostalih dveh metod. Kljub temu pa je ta
metoda uporabna in primerna za hitro in cenovno ugodno tipizacijo velikega Stevila
izolatov pri presejalnih testiranjih.
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Zahvaljujem se recenzentu viS. znan. sod. dr. Matjazu Ocepku za strokoven in hiter pregled
magistrske naloge in predsednici komisije doc. dr. Blagajani Herzog Velikonja.

Prav tako gre velika zahvala moji delovni mentorici Jasni Kovag¢, ki mi je z nasveti in
bogatimi izkuSnjami pomagala pri laboratorijskem delu in nastajanju magistrske naloge.

Rada pa bi se zahvalila tudi mojim najbliznjim in najdrazjim, ki so mi vsa leta stali ob
strani in me podpirali tekom moje izobrazevalne poti.



