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Ena od bakterij, ki pri perutnini povzrocajo bolezni dihal, je bakterija
Ornithobacterium rhinotracheale (ORT). Zivali se s to bakterijo okuZijo preko
dihal, njeni prenasalci pa so okuzene divje ptice. Bolezenski znaki po okuzbi z
Ornithobacterium rhinotracheale se kazejo kot tezko dihanje, neje$¢nost, sopenje,
izcedek in v najslabSem primeru pogin. Bolezen ni nevarna za c¢loveka (ni
zoonoza). Izmed razlicnih bakterijskih molekul, ki sodelujejo pri okuzbi in
povzrocajo Skodo gostitelju je veliko beljakovin, med njimi tudi nekaj encimov.
Nevraminidaza (sialidaza) je encim, ki cepi vez med sialicno (nevraminsko)
kislino in drugimi sladkorji, vezanimi na proteine ali lipide ali v oligosaharidih.
Namen diplomske naloge je bil ugotoviti, v katerem obmocju pH je encimska
aktivnost nevraminidaze Ornithobacterium rhinotracheale najvisja in katera
temperatura to aktivnost zmanjsa oz. povsem ustavi. Vzorce z nevraminidazo ORT
smo inkubirali pri razliénih temperaturah: 35 °C, 40 °C, 45 °C, 50 °C in nato merili
njihovo encimsko aktivnost. Uporabili smo kromogeni substrat BIN in merili Cas
do pojava pozitivne reakcije, ki se je pokazala, ¢e se je vzorec modro obarval.
Aktivnost smo preverjali tudi pri razli¢nih vrednostih pH: od pH 1,35 do pH 11,5.
Ugotovili smo, da encim ORT Koka deluje v obmocju pH od 6,4 do 7,5, ORT
Pivka od pH 2,7 do 7,6, ter da se aktivnost encima v vzorcu ORT Koka zniza Ze
pri temperaturi 35 °C, v vzorcu ORT Pivka pa se inaktivira pri 50 °C po 90 min
inkubaciji.
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One of the bacteria that causes a respiratory disease in birds is Ornithobacterium
rhinotracheale (ORT). Animals are infected through respiratory organs. The main
carriers are infected wild birds. The symptoms after the infection with ORT are
breathlessness, loss of appetite, discharge and, in worst cases, death. The disease
cannot affect humans (it is non-zoonotic). Among different bacterial molecules,
participating in the infection and harming the host, there are many proteins,
including some enzymes. Neuraminidase (sialidase) is an enzyme which disrupts
the bond between the sialic (neuraminic) acid and other sugars bonding with
proteins or lipids in oligosaccharides. The purpose of the research was to
determine in which pH range the enzyme activity of neuraminidase from the ORT
bacterium is the highest and what temperature decreases or completely stops the
activity. Neuraminidase samples were prepared from isolates obtained from two
different birds. Samples containing neuraminidase activity were incubated at
different temperatures: 35° C, 40° C, 45° C, 50° C. After certain incubation time
their enzyme activity was measured. We used the chromogenic substratum BIN
and measured the time till a positive reaction appeared i.e. till the sample became
blue. The activity was also tested at different pH values: from pH 1.35 to pH 11.5.
It has been determined that the ORT Koka enzyme works in pH value from 6.4 to
7.5, ORT Pivka from pH 2.7 to 7.6 and that the enzyme in the ORT Koka sample
is inactivated at the temperature of 35° C, and in the ORT Pivka sample at 50° C
after 90 minutes incubation period.
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1 UvVOD

Bolezni dihal pri perutnini sodijo med najpomembnejSe bolezni v farmski reji. Bolezni
povzroc¢ajo razli¢ni virusi, bakterije in gliviéni povzrocitelji. Leta 1994 je bila opisana
nova vrsta bakterij, Ornithobacterium rhinotracheale (ORT). Znaki okuzbe so se kazali
kot vnetje sapnika, osrénika, zra¢nih vreCk in sinusov ter pljucnica. Bakterija ORT
okuzuje dihalne organe pri perutnini, kot so piS¢anci, pure ter nekatere prosto zivece ptice,
kot npr. vrane. Bolj dovzetne za okuzbo so zivali z oslabelim imunskim sistemom, stare
zivali ter zivali, ki so v stiku Se z drugimi mikroorganizmi (Zdovc, 2000). Izmed razli¢nih
bakterijskih molekul, ki sodelujejo pri okuzbi in povzrocajo Skodo gostitelju je veliko
beljakovin, med njimi tudi nekaj encimov. Aktivnost encimov je odvisna od dejavnikov
okolja, kot npr. od vrednosti pH in od temperature. Aktivnost nekega encima obicajno s
temperaturo naras€a, vendar le do temperaturnega optimuma. Pri zelo povisani
temperaturi se katalicna sposobnost zmanjSa, pri neki temperaturi pa pride do popolne
inaktivacije aktivnosti. Podobno velja tudi za vpliv pH. V nekem obmocju je aktivnost
optimalna, nad in pod tem obmocjem pa se zmanjSuje do konéne inaktivacije (Encim,
2009). Enake zakonitosti veljajo za encim nevraminidaza, ki je bil predmet naSega
preucevanja. Nevraminidaza (sialidaza, N-acilnevraminozil glikohidrolaza) je encim
eksoglukozidaza, ki katalizira hidrolizo z a-glikozidno vezjo vezane siali¢ne kisline. a2-3,
a2-6 in a2-8 glikozidne vezi so na koncu ostankov sialicne kisline oligosaharidov,
glikoproteinov, glikolipidov, kolominske kisline in drugih sinteticnih substratov.
Nevraminidazo najdemo pri mikroorganizmih, ki so patogeni in naseljujejo razli¢ne
sluznice kot npr. M. synoviae, M. gallisepticum in S. pneumoniae v respiratornem traktu, v
¢revesju pa pri bakteriji Vibrio cholerae (Vimr in sod., 2004). Pri ve¢ini mikroorganizmov
lezi v genih nan, zapis za sintezo nevraminidze, ki so med mikroorganizmi porazdeljeni
zelo neenakomerno. Razlike obstajajo celo med ozko sorodnimi vrstami. Za prezivetje
mikroorganizmov sinteza nevraminidaze najverjetneje ni nujna, vendar je lahko prednost
pri pridobivanju hranil, pri patogenih bakterijah pa virulen¢ni dejavnik, ki omogoca
uspesnejso kolonizacijo tkiv (Corfield, 1992; Grobe in sod., 1998; Gaskell in sod., 1995).
Veliko mikroorganizmov nevraminidazo, ki je vezana na membrano (Actinomyces
viscosus) ali se nahaja znotraj celice (Salmonella typhimurium) izlo¢a v gojisce.

Nevramindaze so povecini monomerne, nekatere so dimere (Clostridium chauvoei) in celo
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trimere (Clostridium septicum) (Roggentin in sod., 1993). Pri ORT genom S$e ni bil
sekvenciran, prav tako pa ni bil opisan gen za nevraminidazo ali protein oz. encim
nevraminidaza. V nasi diplomski nalogi nevraminidazno aktivnost pri ORT opisujemo

prvic.

1.1 NAMEN DELA

V diplomski nalogi smo ugotavljali aktivnost encima nevraminidaze bakterije
Ornithobacterium rhinotracheale pri razli¢nih temperaturah in razlicnih vrednostih pH.
Ugotavljali smo, katera je optimalna temperatura, kjer je encim najbolj aktiven in pri
kateri temperaturi encim ne deluje ve¢ oz. je inaktiviran. Aktivnost encima smo
preizkusali tudi pri razlicnih vrednostih pH in ugotavljali pri kateri kislosti oziroma

bazi¢nosti je encim aktiven in kje se njegova aktivnost preneha.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 BAKTERIJA Ornithobacterium rhinotracheale

Bolezni dihal pri perutnini povzrocajo razlicni virusi ter bakterijski in glivicni
povzrocitelji. Zelo pogosti bakterijski povzrocitelji spadajo v rodove: Pasteurella,
Chlamydia, Haemophilus, Yersinia in Mycoplasma. Ornithobacterium rhinotracheale, je
bila kot nova bakterija opisana leta 1994, kot edina vrsta v tem rodu. Leta 1991 so
porocali o bolezni pri brojlerjih v Juzni Afriki. Glede na klini¢ne znake ni bilo mogoce
prepoznati nobene klasicne bolezni dihal oz. nobenega od tedaj znanih povzrociteljev. O
podobnih sumih so porocali tudi v Nemciji leta 1991. Leta 1993 pa so iz Kalifornije
porocali o izolaciji 14 sevov ploemorfnih, gram negativnih, paliastih bakterij, ki so jih
imenovali le opisno in sicer PGNR ( pleomorphic gram-negative rods) (Zdovc, 2000).
Leta 1994 je belgijski znanstvenik Vandamme s svojimi sodelavci izbral 21 sevov
bakterij, ki so bile izolirane iz dihalnih organov pis¢ancev, puranov, vran in jerebic. Pri
vseh teh zivalih je bilo ugotovljeno vnetje sapnika, osr¢nika, zra¢nih vreck in prisotna
pljucnica. Po raziskovalnem delu so prisli do nove ugotovitve in sicer, da vsi sevi
pripadajo, do tedaj (Se) neznani vrsti bakterije, za katero so predlagali ime
Ornithobacterium rhinotracheale (ORT) (Vandamme in sod., 1994). Leta 1994 je bila
prvi¢ opisana nova bakterija Ornithobacterium rhinotracheale. Pred letom 1994 se je
bakterija imenovala Pasteurella, Kingella, pa tudi ime TAXON 28 je bilo uporabljeno.
ORT je pleomorfna (lahko menja svojo obliko) bakterija, pali¢aste oblike, pocasi rastoca,
po Grammu negativna in sodi v nov rod (Van den Bosch, 2004). Sorodna je rodovom
Cytophaga, Rimerella, Flavobacterium, Weeksella, Sporocytophaga in Capnocytophaga
(Van Empel in sod., 1999). Zivali se z bakterijo okuZijo preko dihal. Glavni prenasalci so
divje ptice (vrane, krokarji, fazani) (Zdovc, 2000). Bolezen se prenasa horizontalno (ob
stiku z okuZeno zivaljo) in vertikalno (iz matere na potomca) (Van Empel in sod., 1999).
Klini¢ni znaki obolenja se kazejo kot zelo tezko dihanje, nejeScnost, sopenje, nosni
izcedek ter vnetje sinusov. Pojavi se tudi splosna oslabelost zivali ter depresija. Mocno se

zniza tudi telesna teza ter proizvodnja jajc pri nesnicah.

Pri pitanih purah se bolezen pojavi po drugem tednu starosti, vendar so za okuzbo

dovzetni starejSi samci. Pri brojlerjih se bolezen pojavi med 3. in 4. tednom starosti
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(Zorman-Rojs in sod., 2000). Po okuzbi z ORT je umrljivost pri puranih 1- 15 %, nastopi
pa med 7. in 8. dnem po okuzbi. Pri brojlerjih je umrljivost od 0- 10 %, nastopi pa med 5.
in 8. dnem po okuzbi (Van Empel in Hafez, 1999). Trajanje bolezni in umrljivost sta zelo
spremenljiva in pod vplivom Stevilnih dejavnikov okolja. Dejavniki, ki vplivajo na
okuzbo, so neustrezno prezracevanje, prevelika gostota naselitve zivali in slabe higienske
razmere. Znano je tudi, da so Zivali z oslabljenim imunskim sistemom bolj dovzetne za
bolezen. Velik pomen pa ima tudi prehrana in starost (Van den Bosch, 2004 ). Bolezen, ki
jo povzroca ORT ni zoonoza, torej ni nevarna za ¢loveka (Zdovc, 2000). Zelo znacilen je
gost izcedek v pljunem delu, ki spominja na jogurt (Slika 1), pojavi pa se tudi cianoza
glave (pomodritev koZe zaradi pomanjkanja kisika v krvi). Za ugotavljanje diagnoze so
klini¢ni znaki in patoloska slika premalo specifi¢ni, da bi se lahko natan¢no dolocila vrsta
povzrocitelja bolezni, zato se vsak sum potrdi z laboratorijskimi preiskavami. Za
preiskavo ORT se odvzame bris iz pljuc in dihalnih vreck. Za 100% diagnozo je potrebno
dokazati prisotnost bakterije ORT v brisu. Ker so bakterijski sevi razlicno obcutljivi na
antibiotike, zdravljenje poteka na podlagi antibiograma. UspeSno zdravljenje je dokazano
z amoksicilinom (v odmerku 225 ppm v ¢asu od 3 do 7 dni) ter s klortetraciklinom (v
odmerku 500 ppm v vodi za pitje, v ¢asu od 4 do 5 dni). Ce zdravljenje Zivali ni uspesno
izvedeno, se poveca stopnja umrljivosti, to pa vodi v veliko gospodarsko izgubo (Van den
Bosch, 2004). Preventiva proti pojavu bolezni je dobra higiena okolice kjer se Zzivali

nahajajo ter cepljenja, vendar pa ta predstavljajo velik strosek (McMullin, 2004).
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Slika 1: Znacilen gost izcedek v plju¢nem krilu (De Herdt in sod., 2001)

Slika 2: Prikaz obolelega in zdravega plju¢nega tkiva (Hafez, 2003)
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2.2 DELOVANIJE ENCIMOV NEVRAMINIDAZE

Za razvoj bolezni in spremembe 0z. poSkodbe gostiteljevega tkiva so odgovorne razli¢ne
molekule, ki so na povrsini bakterijske membrane ali molekule, ki jih bakterije izloCajo v
okolje. Nevraminidaza je encim, ki ga izdelujejo virusi in bakterije. Nahaja se na povrSini
bakterije. Negova terciarna struktura mu daje obliko izbokline na membrani.
Nevraminidaza cepi vez med siali¢no kislino na sluznici (nevraminsko kislino = substrat),
pri tem pa nastanejo produkti. Encim se po reakciji ne spreminja, ostane v isti obliki in je
sposoben ponovnega cepljenja vezi (Batis, 1994). Siali¢na kislina je kislinski sladkor, ki
ga najdemo na koncu glicinske verige glikoproteinov in glikolipidov na celi¢ni povrSini

(Sialic acid, 2009b).

Siali¢na kislina z molekularno formulo C;;H;9NOg

» OH

Slika 3: Strukturna formula siali¢ne kisline (Sialic acid, 2009a)

Encimi so proteini oz. beljakovine, ki imajo doloceno kemi¢no zgradbo in svojo funkcijo.
Bakterijska celica sama sintetizira Stevilne encime. Bakterijski encimi se od drugih
encimov, ki se nahajajo v celicah ne razlikujejo. Temperatura nad 70 °C jih unici, prav
tako pa njihovo aktivnost unicijo tudi ultravijolicni zarki (Batis, 1984). Vsak encim ima
svoje aktivno mesto, ki mora biti neposkodovano, da lahko razgradi substrat. Vendar je za
potek reakcije pomembno tudi okolje, v katerem se nahaja oz. dejavniki, ki vplivajo na
njegovo aktivnost. Dejavniki so temperatura, pH okolja in koli¢ina substrata. Vsak encim
ima svoj temperaturni optimum, maksimum in minimum. Aktivnost encima narasta z
narasanjem temperature, vendar le do temperaturnega optimuma. Ker so encimi
beljakovine, se zaradi visoke temperature za¢nejo spreminjati in izgubijo svojo

sposobnost in aktivnost, koagulirajo in izgubijo svoje lastnosti. Encim in substrat sta kot
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klju¢ in kljucavnica - ko se zdruzita potece reakcija, vendar to izvemo Sele, ko zaznamo

produkte (Encim, 2009).

23 IZBRUH BOLEZNI V SLOVENIJI

Zaradi okuzbe z ORT je bolezen izbruhnila tudi v Sloveniji junija leta 1999. Izbruh se je
pojavil v dveh lo€enih jatah pur. Farma je bila sestavljena iz osmih hlevov, s kapaciteto
3500 zivali. Samci in samice so bili loceni. Pure so bile v starosti 18 do 40 dni cepljene
proti atipi¢ni koko§ji kugi z zivimi vakcinami preko pitne vode. Klini¢ni znaki so
izbruhnili pri samcih samo dve uri pred smrtjo. Znaki so bili: kihanje, kasljanje, dusenje,
nekatere ptice so izlo¢ale krvavo sluz. Cez tri dni so bili znaki opaZeni tudi pri samicah,
ceprav so bile loCene oz. v drugem hlevu. Velik delez zivali je poginil, kmalu po
zdravljenju pa se je pogin umiril. Mrtve zivali so bile pripeljane na Veterinarsko fakulteto
v Ljubljano, kjer so opravili obdukcijo. ORT je bila izolirana kot Cista kultura iz trahej
ptic. Preizkusni test je pokazal prisotnost protiteles proti ORT v puranjih serumih iz obeh
okuzenih jat. Pri vecini samcev so bile opazene hude poskodbe plju¢, sapnika ter zra¢nih
vreck. Kri, vranico in jetra so naselili na gojis¢a za bakterije in te kulture inkubirali 46 ur
na 37 °C za bakterioloSke raziskave. Rezultati obdukcije so pokazali zelo povecana,
zamaSena in s krvjo napolnjena pljuca, v zraénih vreckah pa se je pojavila jogurtu
podobna snov. Pri nekaterih je bilo opaziti madezno krvavitev na osrénem predelu,
povecana jetra in vranico. Pri nekaterih zivalih je bila prisotna tudi plju¢nica (Zorman —

Rojs in sod., 2000).
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 PRIPRAVA VZORCEV ZA TESTIRANJE NEVRAMINIDAZNE AKTIVNOSTI

3.1.1 Izolacija ORT in priprava supernatanta, ki smo ga testirali

Kulture ORT so bile izolirane na Veterinarski fakulteti v Ljubljani na agarskem gojiscu s
5% ovcjo krvjo (Zorman-Rojs in sod., 2000). Kolonije ORT (premera 1-3 mm) so bile
sprane z agarskega gojis¢a s PBS (pH 7.2) in vzorci centrifugirani (10 000 x G, 10 min).
Celice ORT (sediment) so bile zamrznjene in hranjene vec¢ let pri -20°C na Oddelku za
zootehniko, Biotehniske fakultete. Po odmrznenju in centrifugiranju je bilo ugotovljeno,
da je nevraminidazna aktivnost pri dveh kulturah ORT mocnej$a v supernatantu kot v
celicnem sedimentu (Bencina, 2009a). Taki supernatanti so bili vkljuCeni v testiranje v
spodaj opisanih poskusih. Testirali smo dva razlicna seva bakterije ORT, ki smo ju
poimenovali: ORT Koka in ORT Pivka. Vzorec ORT Koka je bil pridobljen iz pljuc
kokosi, iz starSevske jate Koka, (Varazdin, Hrvaska), kjer je okuzba z ORT leta 2000
povzrocila pogin mnogih kokoSi. Vzorec ORT Pivka pa je bil pridobljen iz sapnikov

puranov, ki so bili z ORT okuZeni na farmi v Sloveniji (Zorman-Rojs in sod., 2000).

3.1.2 Priprava vzorcev za testiranje nevraminidazne aktivnosti pri razli¢nih
temperaturah

Potrebovali smo vzorec supernatanta z nevraminidazo ORT Koka oz. ORT Pivka, substrat
BIN za dokaz nevraminidazne akivnosti, plasticne mikrocentrifugirke (0,6 ml), pipete,
nastavke, vodno kopel. Vzorcki so bili vedno pripravljeni na slede¢i nacin: v
mikrocentrifugirke smo odpipetirali 10 pl supernatanta vzorca ORT Koka oz. ORT Pivka
ter jih inkubirali v vodni kopeli pri razliénih temperaturah: pri 35 °C, 40 °C, 45 °C, ORT
Pivka tudi pri 50 °C. Inkubirali smo 30 min, 60min, 90 min, 120 min. Po koncani
inkubaciji smo vzorcem dodali 10 pl substrata BIN-a (koncentracija 0,5 mg/ml) in
opazovali nastanek modre barve, ki pomeni pozitivno reakcijo. Vedno smo imeli tudi
kontrolo. V kontrolni mikrocentrifugirki je bilo 10 pl vzorca ORT Koka oz. ORT Pivka in
10 pul BIN-a, le da je bila ves ¢as na sobni temperaturi. Kontrolna mikrocentrifugirka nam
je sluzila za kontrolo aktivnosti encima oziroma za primerjavo z reakcijami, ki so potekale

pri razli¢nih temperaturah.
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3.1.3 Priprava vzorcev za testiranje nevraminidazne aktivnosti pri razli¢nih
vrednostih pH

Potrebovali smo sledec¢i material:

Vzorci ORT Koka oz ORT Pivka, fosfatni pufer (PBS) pH 7.4, 37 % HCI (solna kislina),
NaOH (natrijev hidroksid), ¢ase, mesalo, merilec pH, pipete, Zlicko in magnetne paliCice
za meSalo. V ¢aso smo nalili PBS in jo polozili na meSalo skupaj z magnetno pali¢ico. V
¢aso smo potopili pH meter ter odcitali vrednost pH (okoli 7). Ko smo pripravljali kislo
raztopino smo dodajali HCI (kislina) do Zeljenega pH. Ko smo prisli do Zeljene vrednosti
pH smo si odvzeli 10 ml te kisle raztopine in nadaljevali z dodajanjem HCI do naslednje
vi§je vrednosti pH. Enak postopek je bil tudi pri pripravi bazi¢ne raztopine, le da smo v
PBS dodajali NaOH (baza), do Zzeljenega pH. Vzorci (supernatanti, katerim smo
nameravali izmeriti nevraminidazno aktivnost), so bili v puferski raztopini PBS, s pH
vrednostjo okoli 7. Da bi tem vzorcem spremenili pH, smo jim nameravali dodajati pufer
s pH vecjimi ali manjSimi vrednostmi in sicer tako, da bi 10 pl vzorcu dodali 10 pl PBS s
pH 7.,4. pH vrednost ne spreminja linearno, ampak v odvisnosti od puferskih kapacitet
prisotnih raztopin, zato je treba vrednosti pH izmeriti. Ker 20 pl ne moremo izmeriti
vrednosti pH, smo to storili z ve¢jimi volumni, ki smo jih meSali v enakih razmerjih, kot
kasneje vzorce. Po vsaki pripravi dolo¢enega pH, smo izmerili njegovo dejansko vrednost.
Npr. pripravili smo pufer pH 1. pH 1 smo zmesali s PBS v razmerju 1:1 in sicer 10 ml pH
1 smo dodali 10 ml PBS. Ca$o smo polozili na mesalo in s pH metrom odgitali dejansko
vrednot tega pH, ki je bila v tem primeru 1,35. Dejanska vrednost pH nam pove, kaks$no je

bilo realno okolje v mikrocentrifugirkah, kjer smo testirali aktivnost nevraminidaze.
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3.2  PREVERJANJE NEVRAMINIDAZNE AKTIVNOSTI

Nevraminidazno akivnost smo preizkusali z vzorcema ORT Koka ter z ORT Pivka. Ker
sta bila oba vzorca zamrznjena, smo ju odmrznili in naredili preizkus aktivnosti in sicer v
nerazredéenem vzorcu in v vzorcih v razredC¢inah 1:2, 1:4, 1:8 v PBS. V testne
mikrocentrifugirke smo najprej dali vzorce in sicer: v prvo (poz. kontrola) 10 pl vzorca
ORT Koka. V naslednjih mikrocentrifugirkah smo pripravili po 10 pl razred¢ine vzorcev
in sicer 2-kratno, 4-kratno in 8-kratno razred¢itev vzorca v PBS. 10-im pl takih vzorcev
smo nato dodali 10 pl substrata BIN (0,5 mg/ml) in opazovali razvoj modre barve ter

zabeleZili ¢as, ko se je barva pojavila. Enako smo testirali tudi vzorce za ORT Pivka.

3.3 VPLIV TEMPERATURE NA AKTIVNOST NEVRAMINIDAZE

Ko smo imeli vzorcke v mikrocentrifugirkah pripravljene, smo jih inkubirali razli¢no
dolgo v vodni kopeli na razlicnih temperaturah, da bi ugotovili pri kateri temperaturi

encim ni vec aktiven.

3.3.1 Inkubacija vzorcev ORT Koka ter ORT Pivka na razli¢nih temperaturah

Vzorce ORT Koka in ORT Pivka smo testirali pri temperaturah 35 °C, 40 °C, 45 °C,
ORT Pivka pa tudi pri temperaturi 50 °C. Zaprte mikrocentrifugirke smo poloZili na
plavajo¢i podstavek, tako da so bile konice, kjer se je nahajal encim, izpostavljene
temperaturi. Pri temperaturah 35 °C, 40 °C, 45 °C smo vedno inkubirali po dva vzorc¢ka.
Npr. ORT Koka smo inkubirali pri 35 °C: prvo mikrocentrifugirko 30 minut, drugo
mikrocentrifugirko 60 minut. Enako pri 40 °C in 45 °C. Tudi ORT Pivka smo inkubirali
na enak nacin, po dva vzorcka v kopeli na 35 °C. Prvo mikrocentrifugirko za 30 min in
drugo mikrocentrifugirko za 60 min. Enako pri 40 °C in 45 °C. Ker je ORT Pivka bolj
termostabilen od ORT Koka, smo cas inkubacije pri temperaturi 50 °C podaljsali.

Inkubirali smo Stiri vzorcke: 30 minut, 60 minut, 90 minut in 120 minut.
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3.4  VPLIV VREDNOSTI pH NA AKTIVNOST NEVRAMINIDAZE

V laboratoriju smo si pripravili razlicne vrednosti pH, s katerimi smo ugotavljali aktivnost
nevraminidaze. Pripravili smo razli¢ne pH, od zelo bazi¢nega do zelo kislega okolja. Za
vzorce ORT Koka smo pripravili raztopine pH 3, pH 4, pH 5, pH 9, pozitivno kontrolo in
negativno kontrolo. Za pozitivno kontrolo smo odpipetirali 10ul BIN-a, 10ul vzorcka in
10ul PBS-a, ter ustvarili optimalno okolje pH 7,2 kjer encim vedno reagira. S to kontrolo
smo ugotovili, da je encim normalno aktiven, saj je v takem okolju reagiral ze po 10-ih
minutah. Negativna kontrola nam je sluzila le za primerjavo odtenkov. Za negativno
kontrolo smo odpipetirali 10ul BIN-a in 10ul PBS-a. Ker ni bilo dodanega encima
nevraminidaze, se vzoréek ni mogel obarvati v modro. Za vzorec ORT Pivka smo
pripravili sledece vrednosti pH: pH 1, pH 2, pH 4, pH 9, pH 10, pH 12, pozitivno in
negativno kontrolo. V mesSanici vzorca in PBS so bile realne vrednosti pH, kot so

prikazane v preglednici 1.

Preglednica 1: Prikaz realnih vrednosti pH

10 ml PBS + pH | dejanska pH vrednost

ORT Pivka 1 1,35
2 2,7

4 6,5

9 7,5

10 7,6

12 11,5

ORT Koka 3 6.4
4 6,5

5 6,54

9.5 7,5
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4 REZULTATI

4.1 DOKAZOVANIJE NEVRAMINIDAZNE AKTIVNOSTI PRI VZORCIH
SUPERNATANTOV ORT

Vzorci ORT Koka so se postopoma zaceli obarvati v modro v razli¢nih intenzivnostih.
Ugotovili smo, da je encim, kljub temu, da je bil zamrznjen, Se vedno aktiven. Ker je bil
encim v razli¢nih razred¢inah, se je tudi aktivnost encima pokazala v razli¢nih Casih: pri

bolj razred¢enih vzorcih kasneje.

Preglednica 2: Preverjanje aktivnosti encima nevraminidaze v vzorcih ORT Koka

Cas 0 razred¢ine
opazovanja pozitivna . . .
(min) kontrola 1:2 1:4 1:8
5 - - - -
10 + + - -
20 + + - -
30 + + - -
40 + + + -
50 + + + -
60 + + + -
Opomba: + = modra barva / pozitivna reakcija

- = brezbarven vzorec / negativna reakcija

0 = pozitivna kontrola je nered¢en vzorec
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Tudi pri ugotavljanju aktivnosti vzorca ORT Pivka, so se vzorcki zaceli postopoma
obarvati v modro v razliénih intenzivnostih glede na njihovo red¢enje. Tako smo
ugotovili, da je encim kljub temu, da je bil zamrznjen, Se vedno aktiven. Ker je bil encim
v razli¢nih razred¢inah, se je tudi aktivnost encima pokazala v razli¢nih casih: pri bolj

razred¢enih vzorcih kasneje.

Preglednica 3: Preverjanje aktivnosti encima nevraminidaze v vzorcu ORT Pivka

5 0 razred¢ine
Cas opazovanja ozitivna
(min) ll’mn D 1:2 1:4 1:8
5 - - - -
10 - - - -
20 + - - -
25 + + - -
30 + + - -
40 ++ + - -
45 ++ ++ + -
50 ++ ++ + -
60 +++ ++ + +
Opomba: + = modra barva / pozitivna reakcija

- = brezbarven vzorec / negativna reakcija

0 = pozitivna kontrola je nered¢en vzorec

Encim je bil vedno aktiven, vendar, ¢e je koncentracija encimov vecja, reakcija poteCe
prej, ¢e je koncentracija manjSa (razred¢eni vzorci) pa reakcija potece kasneje. Reakcija
potece vedno, Ce je encim aktiven in nepoSkodovan. Odvisno od redcenja, so se vzorci v
enakem c¢asu razli¢no intenzivno obarvali. Npr.: po 40 min smo opazili mo¢no obarvanost
pri neredéenem encimu (++), manj obarvanosti pri 2 kratni redc¢itvi (+) in brezbarvno

vsebino v mikrocentrifugirki, kjer je bila 4 kratna ali 8 kratna redc¢itev encima.



14

Pintar S. Vpliv temperature in vrednost pH na aktivnost nevraminidaze, ki jo izlo¢a bakterija Ornithobacterium rhinotracheale.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2009

4.2 VPLIV TEMPERATURE NA NEVRAMINIDAZNO AKTIVNOST

PoviSana temperatura inaktivira delovanje encimov, vendar je to odvisno tudi od Casa

inkubacije pri neki temperaturi.

Ker smo vzorce ORT Koka in ORT Pivka inkubirali pri istih temperaturah so rezultati

primerljivi.

Preglednica 4: Reakcije vzorcev ORT Koka in ORT Pivka po inkubaciji pri 35 °C

Cas Inkubacija pri 35 °C
lopazovanja ORT Koka ORT Pivka
(min) K 30 min | 60 min K 30 min | 60 min
5 - - - -
10 - - - + - -
15 + - - + - -
20 + - - + 4 +
30 + - - + + +
40 + - - + + +
45 ND ND ND ++ ++ ++
50 + - - ++ ++ ++
60 ++ - - ++ ++ ++
90 ++ - - ot ot ot
Opomba : +  =modra barva / pozitivna reakcija

- = brezbarven vzorec / negativna reakcija
K = pozitivna kontrola (sobna temperatura)
ND = ni doloceno

Ugotovili smo, da je na temperaturi 35 °C bolj termostabilna ORT Pivka kot ORT Koka
saj smo reakcijo zaznali ze po 20 minutah inkubacije. Vzorcki so bili po 20 minutah
obarvani svetlo modro, intenzivnost pa se je stopnjevala in po eni uri so bili vzorcki
obarvani temno modro. Vzorcki ORT Koka se niso obarvali niti po eni uri, temvec¢ Sele po

90 min, kar pomeni, da se zgodila zakasnjena reakcija.

Temperaturo vodne kopeli smo zviSali na 40 °C in naredili enak preizkus encimov.
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Preglednica 5: Rezultati inkubacije ORT Koka in ORT Pivka pri 40 °C

Cas Inkubacija pri 40 °C
opazovanja ORT Koka ORT Pivka
(min) K 30 min | 60 min K 30 min | 60 min
5 - - - -
10 - - - + - -
15 + - - + - -
20 + - - + + +
30 + - - + + +
40 + - - + + +
45 ND ND ND ++ ++ ++
50 ++ - - ++ ++ ++
60 ++ - - ++ ++ ++
150 +++ + - ND ND ND
Opomba: + = modra barva / pozitivna reakcija

- = brezbarven vzorec / negativna reakcija
K = pozitivna kontrola (sobna temperatura)

ND = ni dolo¢eno

Rezultati inkubacije vzorckov nevraminidaze na 40 °C so pokazali, da je po pricakovanju
ORT Koka, na visji temperaturi skorajda inaktiven. Za ORT Pivka pa je 40 °C Se vedno
prenizka temperatura za inaktivacijo encima, saj se je aktivnost zopet pokazala po 20

minutah opazovanja.

Temperaturo vodne kopeli smo zviSali na 45 °C in naredili enak preizkus encimov.
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Preglednica 6: Reakcija vzorcev ORT Koka in ORT Pivka po inkubaciji pri 45 °C

Cas Inkubacija pri 45 °C
lopazovanja ORT Koka ORT Pivka
(min) K 30 min | 60 min K 30 min | 60 min
5 - R - - R R
10 - - - +
15 + - - + - -
20 + - - + - -
30 + - - + + +
40 + - - ++ + +
50 ++ - - ++ + +
55 ND ND ND ++ ++ ++
60 ++ - - +++ ++ ++
120 +++ - - ND ND ND
Opomba: + = modra barva / pozitivna reakcija

- = brezbarven vzorec / negativna reakcija
K = pozitivna kontrola (sobna temperatura)

ND  =nidoloceno

Po 30 minutni in 60 minutni inkubaciji vzorc¢kov v toplotni kopeli na 45 °C smo, po
pricakovanjih dobili rezultat za ORT Koka, ki je ostal negativen, torej encim ni deloval.
Po inkubaciji ORT Pivka na 45 °C pa se je zaCetek aktivnosti malo zakasnil, tako da se je

obarvanost vzor¢kov pokazala po 30 minutah.
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Ker je ORT Pivka bolj termostabilen, smo temperaturo inkubacije dvignili na 50 °C

Preglednica 7: Reakcija vzorca inkubacije ORT Pivka po inkubaciji pri 50 °C

Cas
opazovanja
(min)

Inkubacija pri 50 °C

~

30 min

60 min

90 min

120 min

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

e Ed B R R e e B

70

75

||+ |+ [+ ]+

80

+

Opomba:

= modra barva / pozitivna reakcija
= brezbarven vzorec / negativna reakcija

= pozitivna kontrola (sobna temperatura)

S podaljSevanjem inkubacije pri 50 °C, se je aktivnost nevraminidaze zmanjSevala, vendar

je bila zakasnela pozitivna reakcija ugotovljena, tudi ¢e je bil vzorec pregrevan 2 uri. ORT

Pivka smo inkubirali v 4 paralelkah, na temperaturi 50 °C, po dve mikrocentrifugirki za

vsak Cas inkubacije. Prvi vzorcek 30 minut, drugi vzoréek 60 minut skupaj, ter tretji

vzorcéek 90 minut in Cetrti vzorcek 120 minut skupaj. Po koncani inkubaciji smo dodali

10ul BIN-a ter opazovali reakcijo encima, ter pri tem belezili ¢as do pojava barve (oz.

reakcije).
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Slika 4: Opazovanje reakcije encima ORT Pivka, ki smo ga inkubirali pri 50 °C (90 min in
120 min)

Slika prikazuje mikrocentrifugirke v prvih minutah po dodajanju substrata BIN, v kateri

Se ni potekla reakcija.

Slika 5: Opazovanje reakcije encima ORT Pivka , ki smo ga inkubirali pri 50 °C (90 min
in 120 min)

Slika prikazuje mikrocentrifugirke po 90 min in 120 min inkubaciji po 30 min

opazovanju.

Slika 6: Opazovanje reakcije encima , ki smo ga inkubirali pri 50 °C (90 min in 120 min)

Slika prikazuje reakcijo v 60. min po dodatku BIN
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Po enournem opazovanju je bilo opaziti rahlo obarvanost pri vzorcku, ki je bil inkubiran
90 min. Pri encimu, ki smo ga inkubirali 120 min, pri 50 °C po eni uri opazovanja, ni bilo
zaznati aktivnosti. Sele kasneje se je zgodila zakasnela pozitivna reakcija. 10 pl ORT
Pivka, ki smo ga uporabili za kontrolo, je bil ves ta Cas, ko so se vzorcki inkubirali, na
sobni temperaturi (23-24 °C). Reakcija (modra obarvanost vzorcka) se je pri kontroli
pokazala po 15 minutah. Pri vzorcku, ki smo ga inkubirali 30 minut, je bilo zaznati
reakcijo po 45 minutah opazovanja. Pri vzorcku, ki smo ga inkubirali 60 minut, je bilo
zaznati reakcijo po 55 minutah opazovanja. Pri vzorcku, ki smo ga inkubirali 90 minut, je
bilo zaznati reakcijo po 65 minutah opazovanja. Pri vzorcku, ki smo ga inkubirali 120
minut, je bilo zaznati reakcijo po 75 minutah opazovanja. Lahko zaklju¢imo, da 50 °C
zniza nevraminidazno aktivnost vzorca ORT Pivka, vendar je tudi 2 urna izpostava tej

temperaturi ne unici.

80

70 i
60 [

50 —

O30 min inkubacije
@ 60 min inkubacije

40 1 [O90 min inkubacije
30 T [O2120 min inkubacije
20 B
3= -

0 T T T

Cas do pojava reakcije [min]

'3

35 40 45 50
Temperaturna inkubacija ORT Pivka[°C]

Slika 7: Vpliv temperaturne inkubacije na hitrost reakcije nevraminidaze iz ORT Pivka
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Pri temperaturi 35 °C smo inkubirali vzorec 30 min in 60 min. Prva obarvanost se je
pokazala pri 20. minuti opazovanja. Pri inkubaciji 40 °C smo inkubirali vzorec 30 min in
60 min. Prva obarvanost se je ravno tako pokazala pri 20. minuti opazovanja. Pri
inkubaciji 45 °C smo inkubirali vzorec 30 min in 60 min. Prva obarvanost se je pokazala
pri 30. minuti opazovanja. Pri inkubaciji 50 °C smo inkubirali vzorec 30 min, 60 min, 90
min ter 120 min. Pri vzorcu, ki je bil inkubiran 30 min se je obarvanost pokazala pri 45.
minuti opazovanja, pri vzorcu, ki je bil inkubiran 60 min, se je obarvanost pokazala pri
55. minuti opazovanja, pri vzorcu, ki je bil inkubiran 90 min, se je obarvanost pokazala
pri 65. minuti opazovanja, pri vzorcu, ki je bil inkubiran 120 min, se je obarvanost

pokazala pri 75. minuti opazovanja.

Ugotovimo lahko, da je aktivnost z naraS¢anjem temperature padala.

4.3 VPLIV pH NA NEVRAMINIDAZNO AKTIVNOST

Testiranja vpliva na aktivnost pH ORT Koka in ORT Pivka so bila pri razli¢nih vrednostih
pH, zato podatki niso primerljivi. Rezultati so prikazani v loCenih preglednicah

(preglednica 8 in 9).
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Preglednica 8: Rezultati merjenja nevraminidaze ORT Koka pri razli¢nih vrednostih pH

Cas
opazovanja
(min)

a~)
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Opomba: + = modra barva / pozitivna reakcija
- = brezbarven vzorec / negativna reakcija
P = pozitivna kontrola / vzorec ORT v PBS pH 7,2

N = negativna kontrola / le PBS

Po testiranju z razlicnimi vrednostmi pH smo ugotovili, da je encim v kislem okolju pH 3
(pH 6,4) in pH 4 (pH 6,5) aktiven ze po 10. minutah opazovanja. Pri vrednosti pH 5 (pH
6,5), pa se njegova aktivnost zmanjSa. Pri vrednosti pH 9.5 (pH 7,5) je podobno aktiven
kot pri pH 3 (6,4 pH) in pH 4 (pH 6,5). Pozitivna kontrola je vsebovala 10ul PBS-a, 10pl
BIN-a, 10ul ORT Koka. Negativna kontrola je vsebovala 10ul BIN-a in 10ul PBS-a. Pri
negativni kontroli ni nikoli pri§lo do obarvanosti. Mikrocentrifugirko s PBS (brez
nevraminidaze) smo imeli le zato, da smo videli, da BIN ni reagiral, ker ni bil dodan

vzorec, ki ima aktivnost nevraminidaze.
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Preglednica 9: Rezultati merjenja nevraminidaze ORT Pivka pri razli¢nih vrednostih pH

Cas
opazovanja
(min) K pH 1,35 | pH2,7 |pH 6,5 | pH 7,5 | pH 7,6 [pH 11,5
5 - - - - - -
10 - - - - - -
15 - - - - - -
20 - - + - - + -
25 + - + + + + -
30 + - + + + + -
35 + - + + + + -
40 + - ++ + + ++ -
45 + - ++ ++ + ++ -
50 + - ++ ++ + ++ -
55 ++ - ++ ++ ++ ++ +
60 ++ - +++ ++ At +++ +
Opomba: + = modra barva / pozitivna reakcija

K

N

brezbarven vzorec /negativna reakcija
pozitivna kontrola / vzorec ORT v PBS pH 7,2

negativna kontrola / le PBS

S testom smo ugotovili, da encim ORT Pivka ni reagiral v zelo kislem okolju pH 1 (pH

1,35), v bazi¢énem okolju pH 12 (pH 11,5) pa je bila aktivnost mocno zmanjSana. Pri

vrednostih pH 2 (pH 2,7), pH 4 (pH 6,5), pH 9 (pH 7,5) in pH 10 (pH 7,6) je bil encim

aktiven po cca 20-ih do 25-ih minutah. Pozitivna kontrola je vsebovala 10ul PBS-a, 10ul
BIN-a, 10ul ORT Pivka. Negativna kontrola je vsebovala 10ul BIN-a in 10ul PBS-a. Pri

negativni kontroli ni nikoli pri§lo do obarvanosti, saj ni bilo prisotnega encima.
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Slika 8 : Opazovanje reakcije encima ORT Pivka, v prvih minutah po dodajanju substrata

BIN, za razli¢ne vrednosti pH. (pH1, pH 4, pH 9, pH 12)

Slika 9: Opazovanje reakcije encima ORT Pivka pri razli¢nih vrednosti pH. (pH 1, pH 4,
pH 9, pH 12), po 30. minutnem opazovanju.

Slika 10: Opazovanje reakcije encima ORT Pivka pri razli¢nih vrednosti pH. ( pH 1, pH
4,pH 9, pH 12), po 60. minutnem opazovanju.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Bakterija Ornithobacterium rhinotracheale (ORT) je bila prvi¢ opisana kot nova vrsta
bakterije leta 1994. Pred tem letom se je imenovala Pasturella, Kingela in TAXON 28.
Ornithobacterium rhinotracheale je pleomorfna bakterija, kar pomeni, da menja svojo
obliko. Je pocasi rastofa, po Grammu negativna vrsta bakterije, palicaste oblike (Van den

Bosch, 2004) in okuzuje divje in domace ptice.

Ko pride do okuzbe gostitelja, sta trajanje bolezni in umrljivost zelo spremenljiva in pod
vplivom Stevilnih dejavnikov okolja. Dejavniki, ki vplivajo na okuzbo so neustrezno
prezracevanje, prevelika gostota naselitve in slabe higienske razmere (Van den Bosch,
2004). Zivali se s to bakterijo okuZijo preko dihal, kot glavni prenasalci pa so divje ptice
(Zdovc, 2000). Bolezen se lahko prenasa horizontalno in vertikalno. Bolezen ni nevarna

za Cloveka (Van Empel in Hafez, 1999).

Nevraminidaza je bila dokazana pri patogenih bakterijah, ki so bile izolirane iz
poskodovanih tkiv njihovih gostiteljev. Pri teh bakterijah je bila njithova nevraminidazna
aktivnost mocna, SibkejSo so ugotovili pri nepatogenih bakterijah, ki naseljujejo prebavni
in respiratorni trakt ter druge povrSine sluznic svojih gostiteljev in z njim Zivijo v
simbiozi. Vendar pa Zivljenje v gostiteljih ni pogoj za prisotnost gena za nevraminidazo v
genomu bakterije oz. nevraminidazno aktivnost bakterije. Nevraminidazo so nasli tudi pri
bakteriji Micromonospora viridifaciens, ki zivi v zemlji in pri bakteriji Arhrobacter sp.
(Colfield, 1992). Nevraminidazo sintetizira veliko patogenih mikroorganizmov. Tako je
pomemben virulen¢ni dejavnik, ki omogoca Sirjenje mikroorganizmov v gostitelju

(Taylor, 1996; Soong in sod., 2006; Severi in sod., 2007).

Siali¢na kislina, katera se nahaja na sluznici traheje in v celotnem respiratornem traktu,
vecinoma predstavlja kon¢ni ostanek zapletenejSega glikozilacijskega vzorca sladkornih
ostankov oligosaharidov, glikoproteinov, glikolipidov in gangliozidov ter jih §cCiti pred

hidrolizo po odcepitvi siali¢ne kisline, z nevraminidazami pa postanejo tarCa za nadaljno
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razgradnjo z razli¢nimi encimi (King in sod., 2006). Prepustnost veznega tkiva se poveca,
viskoznost telesnih teko€in se zmanjSa, vse naSteto pa omogoca lazje Sirjenje bakterij in
njihov tesnejsi stik z gostiteljevimi celicami (Ponnuraj in Jedrzejas, 2000). Zaradi
depolimerizacije zunajcelicnega matriksa ta ni ve¢ rezervoar citokinov in encimov,
vpletenih v signalno transdukcijo (Ernst in sod., 1995). Nevraminidaze spremenijo
strukturo celicne membrane in posledicno celi¢no fiziologijo. Spremembe vodijo do
povecane fagocitoze, hemaglutinaciije in zmanjSanja agregacije celic (Gesner in Thomas,

1966).

Nevraminidaze naj bi bile vpletene tudi v avtoimunski odziv, ki nastane med okuZzbo.
Zaradi desializacije gostiteljevih glikonjugatov nastajanjo novi antigeni, ki jih gostiteljev
imunski sistem prepozna kot tujek (Kahane in sod., 1990) ali pa bakterija gostiteljevo
odcepljeno siali¢no kislino vstavi v svojo celicno povrSino in se s tem zamaskira z
gostiteljevimi molekulami, ki jih imunski sistem gostitelja ne prepozna kot tujke (Severi
in sod., 2007). Bakterije lahko s svojo nevraminidazno aktivnostjo poSkodujejo tudi

siali¢no kislino serumskih imunoglobulinov in jim onemogocijo njihovo funkcijo.

Povezava nevraminidazne aktivnosti ORT z nevraminidazno aktivnostjo bakterij
Pasteurella multocida, Mycoplasme synoviae in Mycoplasma gallisepticum in drugimi
pti¢jimi mikoplazmami

NajbliZzje sorodne gene hipoteticnih genov za nevraminidazo M. synoviae in M.
gallisepticum imajo Clostridium perfringens, Bacteroides fragilis, Mycoplasma
alligatoris, Pasteurella multocida in Salmonella typhimurium. Vasconcelos in sodelavci
so leta 2005 dolocili, da sta gena za hipoteticno nevraminidazo MS 0199 in MGA 0329
najbolj podobna tistemu nanH, ki kodira znotrajceliéno nevraminidazo pri klostridiju
Clostridium perfringens. Poravnava zaporedja genov MS 0199 in MGA 0329 pa kaze
najvecje ujemanje z genom nanB bakterije Pasteurella multocida. V uvodu pa sem Zze
opisala, da je bila ORT zaradi svojih znacilnosti najprej poimenovana Pasteurella. Na
nevraminidazo kot virulen¢ni dejavnik bi lahko kazala tudi sorodnost teh bakterij, od
katerih vse naseljujejo sluznice, v katerih je veliko siali¢ne kisline, prav tako kot M.
gallisepticum in M. synoviae pa tudi ORT in Pasteurella multocida naseljujeta respiratorni
trakt.
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Nevraminidazna aktivnost je bila do sedaj opisana pri sedmih pti¢jih mikoplazmah, ki
spadajo v razli¢ne skupine: pri Stirih patogenih pti¢jih mikoplazmah M. gallisepticum, M.
synoviae, M. iowae, M. corogypsi (izolirani iz podplatnega abscesa ameriskega ¢rnega
jastreba) in treh nepatogenih vrstah: M. anseris, M. pullorum in M. cloacale (May in
Brown, 2007;2008; Ber¢i¢ in sod., 2008). Na redkost nevraminidazne aktivnosti pri
mikoplazmah kaze tudi podatek, da so jo do sedaj potrdili le v skupini hominis, gru¢i M.
synoviae pri M. alligatoris (ki pri gostitelju aligatorju povzroca akutno vnetje in nekrozo v
Stevilnih telesnih organih, Se posebej pljucih, ¢emur sledi smrt) (Brown in sod., 2004) ter

pasjih mikoplazmah M. canis, M. cynos in M. molare (May in Brown, 2008).

Ocitne razlike nevraminidazne aktivnosti smo opazili tudi med sevoma ORT Koka in
ORT Pivka. Prav tako so razlicne nevraminidazne aktivnosti odkrili pri razli¢nih sevih M.
gallisepticum ter pri razli¢nih kulturah, ki so izhajale iz istega seva. Na primer, pri
kulturah seva S6 M. gallisepticum, ¢eprav so bile kulture primerljive glede in vitro pasaz
in razmer rasti (kot je bilo tudi pri nasih vzorcih ORT), so pri nekaterih kulturah S6
opazili nizko nevraminidazno aktivnost (Berci¢ in sod., 2008). To lahko pojasni, zakaj
Glasgow in Hill (1980) nevraminidazne aktivnosti pri sevu S6 nista mogla dokazati. O
podobnih vzrokih za razlike v delovanju nevraminidaze bi lahko sklepali tudi pri
preiskanih sevih ORT v tej raziskavi. Zanimivo je, da so imele nizke pasaze (Rpow) kultur
seva R M. gallisepticum relativno visoko nevraminidazno aktivnost, visoke pasaze (> 160,
Ruign) pa nizko, pri ¢emer so nizke pasaze visoko invazivne, visoke pasaze pa niso
invazivne (Winner in sod., 2000; Much in sod., 2003). Nadaljnje raziskave bodo pokazale,
ali velja podobno tudi za ORT. Prav tako pa bo potrebno za potrditev, da je reakcija
nevraminidazne aktivnosti pri ORT res posledica aktivnosti encima nevraminidaze,

dolociti gen za nevraminidazo.

Poleg tega, da smo dokazali, da ima ORT nevraminidazno aktivnost, smo opisali tudi, da
sta imela seva ORT Koka in ORT Pivka nevraminidazo, ki je bila razlicno obcutljiva na
temperaturo. NajustreznejSi pH za delovanje bakterijskih nevraminidaz je sicer med 5 in
7, najustreznejSa temperatura, pri kateri deluje ve€ina nevraminidaz, pa je 35-40 °C

(Abrashev in Dulguerova, 2000). Nevraminidazi bakterij Arthrobacter ureafaciens in
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Micromonospora viridifaciens imata najvecjo aktivnost pri 50-58 °C (Uchida in sod.,
1979; Aisaka in sod., 1991). Za optimalno aktivnost potrebujejo Ca** ione nevraminidaze
Corynebacterium ulcerans (Vertiev in Ezepchuk, 1981), Clostridium chauvoei
(Heuermann in sod., 1991), streptokoki skupine A in B (Davis in sod., 1979; Brown in

Straus, 1987) ter Vibrio cholerae (Vimr in sod., 1988).

Delovanje nevraminidaze bakterije M. canis inaktivira temperatura 55 °C, tiste pri M.
gallisepticum pa 70 °C (Sethi in Miiller, 1972; Zakrajsek, 2008). Raziskave razli¢nih
sevov M. synoviae so tudi pokazale, da so imeli bolj invazivni sevi, ki so lahko povzrocili
nastanek bolezni, in vitro veéjo nevraminidazno aktivnost (May in sod., 2007; Ber¢i¢ in

sod., 2008).

Zmerno nevraminidazno aktivnost so odkrili tudi pri Mycoplasmi neurolyticum, ki pa je
znotraj njenih klonov moc¢no variirala. Po 30 minutni inkubaciji na 50 °C so celice M.
neurolyticum NEAC izgubile. Leta 1967 je Thomas (cit. po Ber¢i¢, 2008) opisal
domnevni toksin M. neurolyticum, ki ga je prav tako inaktivirala 30-minutna inkubacija
na 50 °C, njegova molekulska masa, dolo¢ena s kromatografijo na Sephadex G-200, pa je
bila vecja od 200 kDa. Ugotovili so, da je 30-60 minutna inkubacija na 50-60 °C prav tako
uniCila delovanje nevraminidaz M. gallisepticum (sev R), M. synoviae, M. corogypsi, M.
anseris, M. canis, M.cynos in M. molare. Pri inkubaciji na 50-55 °C sta se kot najbolj
stabilni izkazali nevraminidazi M. gallisepticum in M. synoviae, vendar se je njuna
nevraminidazna aktivnost pri inkubaciji na 55 °C vseeno nekoliko zniZzala. Najbolj
obcutljiva se je izkazala nevraminidaza M. corogypsi, ki jo je popolnoma inaktivirala ze
inkubacija na 50 °C. O nevraminidazi bakterije ORT ni nobenih znanstvenih podatkov,
najbrz tudi zato ne ker je bila bakterija opisana Sele pred petnajstimi leti in so bile

raziskave usmerjene v zdravljenje bolezni in razvoj vakcin.

Da ORT ima nevraminidazno aktivnost je bilo ugotovljeno Sele pred kratkim (2007), ko
so bili v Sloveniji poleg pti¢jih vrst mikoplazem (Ber¢i¢ in sod., 2008) na nevraminidazno

aktivnost preiskane tudi nekatere bakterije vklju¢no z ORT (Bencina, 2009b).
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V nasi nalogi smo zeleli ugotoviti pH optimum in temperaturno obcutljivost tega encima.
Testirali smo dva seva te bakterije, ki sta bila izolirana iz dihal kokosi ali puranov. Zanju
se je izkazalo, da se aktivnost njunih nevraminidaz razlikuje. Ugotovili smo, da smo prisli
do razli¢nih rezultatov aktivnosti nevraminidaze. ORT Koka je bila mo¢no znizan ze pri
35 °C, pri ORT Pivka pa Sele pri 50 °C po 90 min inkubaciji. Pri testiranju pH optimuma,
smo ravno tako ugotovili druga¢no obcutljivost, saj je ORT Koka v vseh testiranih
vrednostih pH ostal normalno aktiven, ORT Pivka pa je bil inaktiviran v zelo kislem

okolju pH 1.35 in v bazi¢nem okolju pH 11,5.

V imunoloskem laboratoriju Biotehniske fakultete na oddelku za zootehniko, smo izvedli
preizkus aktivnosti nevraminidaze ORT, pri razli¢nih temperaturah in razli¢nih vrednostih
pH. Preverjali smo vzorec ORT Koka, ki je bil pridobljen iz dihal kokosi iz starSevske
jate, ki je poginila na Hrvaskem leta 2000 ter vzorec ORT Pivka, ki je bil pridobljen iz
puranovega sapnika. Ugotovili smo, da poviSana temperatura inaktivira delovanje encima.
Pri inkubaciji 35 °C smo ugotovili, da je temperatura mocno zniza reakcijo encima ORT
Koka, ORT Pivka pa je bolj termostabilen. Po testiranju pri temperaturi 40 °C, smo
ugotovili da je ORT Pivka tudi pri tej temperaturi stabilen, ORT Koka pa, kot smo
pri¢akovali, skorajda inaktiviran. Po inkubaciji pri 45 °C, smo Se vedno ugotovili
termostabilnost nevraminidaze ORT Pivke in neaktivhost ORT Koka. Povisali smo
temperaturo na 50 °C in testirali le ORT Pivka, ki smo ga razli¢no dolgo inkubirali.
Ugotovili smo, da nevraminidaza ORT Pivka postane skoraj inaktiviran po 90 minutni
inkubaciji pri 50 °C. Ugotavljali smo tudi vpliv vrednosti pH na nevraminidazno
aktivnost. Po testiranju z razli¢nimi vrednostmi pH smo ugotovili, da je encim ORT Koka
v raztopinah pH 6,4, pH 6,5, pH 6,54, pH 7,5 normalno aktiven. ORT Pivka smo testirali
pri vrednostih pH 1,35, pH 2,7, pH 6,5, pH 7,5, pH 7,6, pH 11,5 in ugotovili, da je encim
neaktiven pri vrednosti pH 1,35, pri vrednosti pH 11,5 pa je bila aktivnost mocno
zmanjSana. V naSih raziskavah smo nevraminidazno aktivnost z BIN dokazali v
suspenzijah spranih celic sevov ORT Koka in ORT Pivka v PBS, tudi pri vecjih redcitvah
vzorcev. V teko¢em gojis¢u dveh sevov ORT, ki je predstavljal supernatant, dobljen po
centrifugiranju tekocih celi¢nih kultur, smo dokazali mo¢nejSo nevraminidazno aktivnost
kot v celitnem sedimentu (Bencina, 2009c). Sklepamo, da ORT sintetizira protein

nevraminidazo, ki se razen v redkih primerih ne izlo¢a v rastni medij, ampak je njegova



29

Pintar S. Vpliv temperature in vrednost pH na aktivnost nevraminidaze, ki jo izlo¢a bakterija Ornithobacterium rhinotracheale.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zootehniko, 2009

aktivnost vezana na membrano. Moc¢no izloCanje ali sproscanje nevraminidaze v gojisce
so na primer opisali tudi pri M. corogypsi (Ber¢i¢ in sod., 2008). Prav tako sta May in

Brown (2009) to opisala $e za M. canis, M. cynos in M. molare (May in Brown, 2009).
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5.2

SKLEPI

Pri testiranju termostabilnosti encima nevraminidaze smo ugotovili, da je

optimum za ORT Pivka med 35 °C in 45 °C.

Za nevraminidazo ORT Koka nismo doloc¢ali optimuma, ker se je aktivnost

zmanjSala ze pri 35 °C.

Ker je nevraminidaza ORT Pivka bolj termostabilna, se je inaktivacija encima

pokazala po 90 minutah temperaturne inkubacije pri 50 °C.

Nevraminidaza ORT Pivka je bila aktivna pri vrednostih pH 2,7, pH 6,5, pH 7,5 in
pH pH 7,6. ORT Koka ima optimalno aktivnost pH pri vrednostih pH 6,4, pH 6,5,
pH 6,54, in pH 7,5.

Pri ORT Koka ni bilo inaktivacije nevraminidaze pri vrednostih pH od 6,4 do 7,5.

Pri vrednostih pH 1,35 je bil encim ORT Pivka inaktiviran, pri vrednosti pH 11,5

pa je bila aktivnost mo¢no zmanjSana.
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6 POVZETEK

Bolezen dihal pri perutnini povzrocajo razlini virusi, bakterije in glivicni povzrocitelji.
Leta 1994 je bila opisana nova vrsta bakterija Ornithobacterium rhinotracheale (ORT).
ORT je pleomorfna, pocasi rastoca, po Grammu negativna vrsta bakterije paliaste oblike.
Zivali se z bakterijo okuZijo preko dihal, glavni prenasalci so divje ptice. Bolezen se
prenasa horizontalno in vertikalno. Klini¢ni znaki obolenja se kazejo kot tezko dihanje,
nejes¢nost, sopenje ter vnetje sinusov. Pri okuzenih nesnicah se zmanjSa njhova teza ter
proizvodnost jajc. Pri pitanih purah se bolezen pojavi med 3. in 4. tednom starosti. Pri
purah je umrljivost 1-15 % in nastopi med 7. in 8. tednom po okuzbi. Pri brojlerjih je
umrljivost 0-10 % in nastopi med 5. in 8. tednom po okuzbi. Trajanje bolezni in
umrljivost je odvisna tudi od razlicnih dejavnikov okolja. Zelo dobra preventiva pred
nezazeleno okuzbo zivali je ustrezno prezracevanje, primerna gostota naselitve ter
ustrezno higiensko vzdrZevanje. Ker so bakterijski sevi razli€no obcutljivi na antibiotike,
zdravljenje poteka na podlagi antibiograma. UspeSno zdravljenje je dokazano z
amoksicilinom ter klortetraciklinom. Namen naSe naloge je bil, ugotoviti aktivnost encima
nevraminidaza bakterije ORT, pri razlicnih temperaturah in razli¢nih vrednostih pH.
Ugotavljali smo, katera je tista temperatura, ko encim preneha s svojo aktivnostjo in
ugotovili, da poviSana temperatura inaktivira delovanje, vendar je le to odvisno od ¢asa
inkubacije pri dolo¢eni temperaturi. Vzorcke ORT Koka in ORT Pivka smo inkubirali pri
temperaturah 35 °C, 40 °C, 45 °C, ORT Pivka tudi pri 50 °C. Po inkubaciji vzorcka pri 35
°C, smo ugotovili, da 30 min in 60 min Ze mo¢no zmanjSa aktivnost encima ORT Koka,
pri ORT Pivka pa je Se vedno aktiven. Po inkubaciji pri 40° C, 30 min in 60 min, aktivnost
ORT Koka ostane zelo nizka, encim ORT Pivka pa je Se vedno aktiven. Temperaturo smo
povisali na 45 °C in po pricakovanjih je encim ORT Koka ostal skoraj inaktiviran, encim
ORT Pivka pa je tudi pri tej temperaturi Se vedno termostabilen. ORT Pivka smo
inkubirali Se pri vi§ji temperaturi 50 °C in sicer 30 min, 60 min, 90 min, 120 min. S
podaljSevanjem inkubacijskega Casa je aktivnost encima vidno upadala. Prisli smo do
ugotovitve, da pri temperaturi 50 °C, 90 min inkubacija inaktivira encim. Encim ORT
Koka in ORT Pivka smo preverjali tudi z razlicnimi pH vrednostmi in ugotavljali pri
kateri vrednosti pH encim postane inaktiviran. ORT Koka smo preizkusali na vrednostih

pH: pH 6,4, pH 6,5, pH 6,5, pH 7,5. Ugotovili smo, da je encim ORT Koka pri vseh
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vrednostih pH aktiven. ORT Pivka smo preizkusali na vrednostih pH 1,35, pH 2,7, pH
6,5, pH 7,5, pH 7,6, pH 11,5. Ugotovili smo, da encim ORT Pivka ni reagiral pri vrednosti

pH 1,35 pri vrednosti pH 11,5 pa je bila aktivnost mo¢no zmanjSana.
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