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Sazetak

ANALIZA RIZIKA PRISUSTVA CAMPYLOBACTER JEJUNI U LANCU
PROIZVODNJE ZIVINSKOG MESA

SAZETAK : Kampilobakterioza je infektivno obljenje ljudi jeo uzrokuju
termotolerantne vrste rod&€ampylobacter prevashodnoC. jejuni i C. col. U
savremenom svetu kampilobakterioza je oderocnik gastroenteritisa sa preko 200
000 obolelih na godiSnjem nivou samo u Evropskdgj.uBpidemiologija uzrénika nije

u potpunosti razjaSnjena, ali mnogobrojna istrajevaikazuju na pilke meso kao jedan
od glavnih izvora infekcije. U ovom istrazivanjypigno je prisustv@Campylobacter
vrsta na teritoriji Republike Srbije, na farmamidanicama zivine, i izvrSena tipizacija
dobijenih izolata. Pregledano je 233 uzoraka porekbd Zivine, odéega 190 sa
klanica i 43 sa farmi. Ukupno je prikupljeno €&mpylobactespp. izolata, i to 43 sa
klanica i 5 sa farmi. Takie je ispitano 7 izolata poreklom od ljudi od koj#n 5
potvideno kaoCampylobacteispp., a tipizirana su i 2 referentna sGjajejuni ATCC
29428 i ATCC 33291. Izolati su potieni do nivoa vrste multiplex-PCR metodom, a
tipizacija je izvrSena upotrebom Random Amplifiedlynorphic DNA (RAPD) i
Repetitive Sequence-Based PCR (rep-PCR) metodapotzebu viSe prajmera. Kao
visoko diskriminatorni pokazali su se RAPD prajma®10, AK16 i DJP17, dok su
RAPD prajmeri SPH1 i AG15) i rep-PCR prajmer (G¥Gi)i umereno diskriminatorni.
Ovi rezultati sugeriSu da primena molekularnih adet RAPD i rep-PCR moze biti
korisna za tipizaciju izolat@ampylobactewrrsta, a dobijeni rezultati se mogu koristiti u

epidemioloskim istrazivanjima.

KLJU CNE RECI: kampilobakterioza, Zivinsko mesBampylobacter jejunitipizacija,
multiplex-PCR, RAPD, rep-PCR

NAUCNA OBLAST : veterinarske nauke

UZA NAU CNA OBLAST : mikrobiologija

UDK BROJ:



Summary

RISK ANALISYS OF CAMPYLOBACTER JEJUNI
IN BROILER MEAT FOOD CHAIN

SUMMARY: Campylobacteriosis is infectious disease of humaasised by
thermophilicCampylobactespecies, mainlZ. jejuniandC. coli. It is a leading cause
of human gastroenteritis today with more than 200 €ases per year in the European
Union. The epidemiology of the agent is not congletcleared, but number of
investigation indicates that broiler meat playsraportant role in human infection. This
investigation was performed in order to determinespnce ofCampylobacterspp. on
the broiler farms and slaughterhouses and to esialihe genetic profiles and
connections beetween the isolates. 233 samplen &learoiler farms (43 samples) and
slaughterhouses (190 samples) were investigatedyall as 7 human isolates and 2
reference strain€. jejuniATCC 29428 and ATCC 33291. 43 isolates were ctalbon
slaughterhouses and 5 on farms. 5 human isolatestested. Strain identification was
performed by multiplex-PCR analysis. Genotyping wasrformed by Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD) and Repetitive Sesnce-Based PCR (rep-PCR)
with multiple primers. Best results were obtainethiRAPD primers AP10, AK16 and
DJP17. RAPD primers SPH1 and AG15, as well as eR-Primer (GTGYwere partly
informative and could be used in combination wiie previous. There results suggest
that molecular techniques RAPD and rep-PCR couldubed for genotyping of

Campylobacter species and epidemiology of the agent

KEY WORDS: campylobacteriosis, broiler meaGampylobacter jejuni typing,
multiplex-PCR, RAPD, rep-PCR

SCIENCE: Veterinary science

SPECIFIC SCIENCE: Microbiology

No UDK:
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EP — ekstracelularni polisaharid

LOS - lipooligopolisaharid

PCR — polymerasa chain reaction, reakcij@aae polimerizacije

Mbp — mega baznih parova

CG sadrzaj — sadrzaj citozin-guanin parova u genoeke vrste

AFLP — Amplified Fragment Length Polymorphism —ip@rfizam duzine
amplifikovanih fragmenata

RFLP — Restriction Fragment Length Polymorphisnolinporfizam duzine
restriktivnih fragmenata

PFGE — Pulse-field Gel Elektrophoresis — gel-eldhireza u pulsnom polju

MLST — Multi Locus Sequence Typing — tipizacija gekcioniranjem viSe lokusa
RAPD — Random Amplified Polymorphic DNA — proizvadj umnoZena polimorfna
DNA

rep-PCR — Repetitive Sequence-Based PCR — PCRzneepatitivnih elemenata
m-PCR — multiplex PCR — simultano umnoZavanje divei3e DNA sekvenci u istoj
PCR reakciji



Uvod

1. uvoD

Kampilobakterioza je oboljenje ljudi, dowia i divljih Zivotinja
uzrokovano bakterijama iz familijeCampylobacteriaceae rod Campylobacter
Narastajda pojava kampilobakterioze tokom proteklih par ageeje postala ozbiljan
problem Sirom sveta. Broj epidemija i joS viSe gghimih slwajeva bolesti, se
poveava. Pogdene su kako zemlje u razvoju, tako i razvijene paml

Dijagnoza ovog patogena je vrlo teSka zbog spadialslova rasta koje
zahteva i niske infektivne doze (Nogegal, 2000.). Tradicionalne tehnike za detekciju
I tipizaciju obuhvataju uzgoj bakterija u hranljvi podlogama za obogenje ili
selektivnim podlogama, biohemijske testove i tdiditehnike tipizacije, kao Sto su
Penner-ova tipizacija (Woodward & Rodgers, 200Ripr tipizacija (Woodward &
Rodgers, 2002.), itd.Cesto se koriste i molekularne tehnike poput analize
polimorfizama duzine restrikcionin fragmenata (Resbn fragment length
polymorphism — RFLP) (Nachamkat al, 1993.), ili gel-elektroforeza u pulsnom polju
(Pulsed field gel electrophoresis — PFGE) (Wasgse&aldewell, 2000.). Ove metode
zahtevaju mnogo vremena za idenje, a rezultati nisu uvek pouzdani.

U danasSnje vreme sve viSe se koriste molekulaimaike. To su lafane
reakcije polimeraze: konvencionalni PCR (Polymerekain reaction) (Denigt al,
1999.) i ,real-time“ PCR, sekvencioniranje gena, MA (Matrix-Assisted Laser
Desorption lonization) masena spektrofotometrijargkar et al, 1998.), DNK-DNK
hibridizacija (Bustamantet al, 1995.) itd. Neke od ovih tehnika su pogodnije za
detekciju nego za tipizaciju ili epidemioloSke sjed

Metode koje bi mogle obezbediti podatke o frekvgmmjedinih alela
genskih lokusa u populaciji jos uvek nisu dostupieoliko se za tipizaciju koristi npr.
MLST ciljaju se delovi genoma koji su visoko konasani (tzv. ,house-keeping®
geni), pa se mogu registrovati promene koje nastajumivou nukleotidaCak i male
promene na nivou nukleotida (varijacija u samo iik&onukleotida) dovodi do
stvaranja novih alelskih profila. Zato se ovom ndetm ne mogu vrSiti dugotrajna
epidemiolosSka ispitivanja jer se promene relatiorao nakupljaju i menjaju profil
izolata.

PFGE metoda koristi se za razdvajanje velikih fragata DNA u
pulsnom polju. Zahteva dugo vreme za ideoje, hemija koja se koristi je skupa i
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potrebno je da je izvode oteni tehnéari. Ipak, ona j€esto metoda izbora za tipizaciju
bakterija, jer daje ponovljive profile u okviru éstlaboratorije i moze razlikovati
genettki srodne sojeve. Za sad je nezamenljiva alatikaideenioloskim studijama.

Dobre rezultate u tipizacijCampylobactervrsta dale su metode kod
kojih se koriste proizvoljno dizajnirani prajmed& AFLP i RAPD. Kod AFLP metode
prajmeri se dizajniraju na osnovu sekvenci enzimj $e koriste sa senje DNA uz
dodatak adapterskih sekvenci. Ova metoda je dasti@wna Sto sece rada i kori&ene
hemije, zahteva potpuno gi&¢enu dvolaganu DNK i ne obezlije podatke o
stepenu ekspresije gena. RAPD metoda se zasnianpéfikaciji fragmenata DNA
upotrebom proizvoljno dizajniranih fragmenata.dp@sti ove metode su kratko vreme
izvodenja, mala kotina DNA potrebna za analizu, a s obzirom da sunpegj
generéki, nije neophodno prethodno znanje o genomu ispie bakterije. Ova metoda
daje veoma dobre rezultate, n&éto na nivou laboratorije. Zbog osetljivosti na ms
okoline, moze se javiti problem u reproducibilneatheiu laboratorija.

rep-PCR metoda sastoji se iz: REP-PCR, ERIC-PCROX®CR. Za
svaku od ovih metoda postoje posebni prajmeri &ejimogu primeniti na veliki broj
bakterijskih vrsta. V&@na prajmera je razvijena na rodovir8almonella E. coli, ali su
kasnije primenjivani i na druge rodove. Sto se Campylobacternrsta, dobijeni su
informativni rezultati primenom nekih od ovih prana.

U ovoj studiji korigene su RAPD i rep-PCR (ERIC-PCR i BOX-PCR)
metode. Izbor ovih metoda zavisio je od nekolikktdea: za izvdenje ovih metoda
koriste se proizvoljno odabrani prajmeri (RAPD), pa moze &ekivati do sada
nepoznat rezultat, metode suc¢velale dobre rezultate u drugim istrazivanjima
Campylobactervrsta, metode se relativno brzo izvode, cena kg&taije prevelika,
nema podataka da su ovakva ispitivanja vrSenadi $&rhbiji.

S obzirom da su ove metodeé¢veoristene u cilju tipizacije uzrmika,
ovo ispitivanje bilo je fokusirano na otkrivanje tode koja daje najbolje rezultate u
diskriminaciji izolata i omogéava procenu stepena r&#ibsti izolata. Klasteri
formirani na osnovu rezultata ovog i ¢glih istrazivanja umnogome bi olaksali
epidemioloSke studije uztnika i doprineli boljem razumevanju opstanka patage
prirodi i puteva prenoSenja infekcije na ljude.
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2. PREGLED LITERATURE

Gram-negativni mikroogranizmi predstavljaju védeuzr@nike alimentarnih infekcija
u modernom svetu. Najz&aniji rodovi ovih bakterija sutCampylobacterSalmonella
Schigellai Yersinia Vrste rodaCampylobactepredstavljaju zn&jne patogene za ljude
i dom&e zivotinje (Blaser, 1997.). Pojakampilobakterioza koristi se za opis svih
oboljenja koje predstavnici ovog roda izazivaju kgddi i domaih Zivotinja.
Termotolerantne vrste kao Sto 8u jejunii C. coli izazivaju gastroenteritis kod ljudi i
kolonizuju digestivni trakt zivine, svinja i goveddokom proteklih nekoliko decenija
bakterije iz ovog roda postale su najzgaiji uzroenici alimentarnih enteritisa u vl
zemalja u svetu. Incidenca kampilobakterioze r&sie i u zemljama sa razvijenim
programom nadzora. Prema podacima objavljenim uAEEGnalu (2011.) tokom
2009. godine kampilobakterioza je biladegte prijavljivana zoonoza u Evropskoj uniji
sa 198 252 slitaja oboljevanja ljudi, dok je tokom 2011. regis&ow preko 202 000
slieajeva (EFSA, 2013.). Bolest se ugdjeno javlja sa simptomima enteritisa, ali su
mogue komplikacije u vidu Guillain-Barre sindroma, #isia ili septikemije kod

imunokompromitovanih (HIV+) osoba.

2.1 TAKSONOMSKE KARAKTERISTIKE RODA

Taksonomija rod&ampylobactebila je predmet mnogih izmena jos od
dana svog ustanovljenja i joS nije kéna utvidena. Sebald i Veron su 1963. prvi
predlozili formiranje ovog roda i on je tada sadrzsamo dve vrsteC. fetusi C.
bubulus(danasC. sputorum U paetku rodCampylobactefe bio pridodat rodwibrio,
ali je posle dopunskih istrazivanja Veron-a i Chatea (1973.) svrstan u poseban rod.
Ovaj rod pripada familijiCampylobacteriaceaeajedno sa blisko srodnim rodom
Arcobacter Rod sadrzi 20 vrsta i podvrsta (Dogeal, 1997.). Pregled vrsta dat je u
tablici 1. Danas se u njemu nalaze i bakterije lsjeranije bile klasifikovane u rod
Wolinella (W. curva W. rectg. C. hyoilei je nedavno pidodat rodGampylobacter
povezan je sa proliferativnim enteritisom svinj&. pylori i C. mustelae su
reklasifikovani u rod Helicobacter (Goodwin et al, 1989.). Istrazivanja roda
Campylobacterkoja su sproveli Vandamme i saradnici (1991., 1p98imenom
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DNK-rRNK hibridizacije, utvrdila su relativan fil@netski polozaj vrsta u okviru ovog

roda, Sto je dosta pomoglo u sistematizaciji roda.

Tablica 1: RezervoariCampylobacterspp. i bolesti koje izazivaju pojedine vrste

(Doyleet al, 1997.)

Bolest ili komentar

Vrsta Rezervoar Ljudi Zivotinje
ljudi, ostali sisari dijareja, sistemsk dijareja kod primata
C. jejunisubspjejuni ptice oboljenje, GBS
C. jejnuni subsp. doylei nepoznati dijareja
C. fetus subsp. fetus goveda, ovce dijareja, sistemsk abortus
oboljenje
C. fetus subsp. venerealis goveda neplodnost
C.coli svinje, ptice dijareja
C.lari ptice, psi dijareja
C. upsaliensis kuéni ljubimci dijareja dijareja

C. hyointestinalis goveda, svinje

C. mucosalis svinje
C. hyoilei svinje
C. sputorum biova ljudi
sputorum

C. sputorum biovar bubulugyoveda

retko: proktitis, dijareja  prolifévai enterit

retko: dijareja proliferativni enterit
proliferativni enterit
izolovan iz usne duplje

apscesa

izolovan iz usne dupljeizolovan iz digestivhog

apscesa trakta
C. sputorum biovar faecali goveda, ovce enterit
C. concisus ljudi bolest periodonta
C. curvus ljudi bolest periodonta
C. rectus ljudi bolest periodonta, péme
infekcije
C. showae ljudi bolest periodonta
C. helveticus kuéni ljubimci dijareja
C. hyoilei svinje proliferativni enteritis
C. gracilis ljudi infekcije glave, vrata i
ostalih delova tela
A. butzleri goveda, svinje dijareja, druge bolesti  dijareja, abortus
A. cryaerophilus goveda, ovce, svinje  dijareja, bakterijemija abertu
A. skirrowi goveda, ovce, svinje dijareja, abortus;
izolovan iz genitalnog
trakta bikova
A. nitrofigilis izolovan iz biljaka
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Rod Campylobacterobuhvata spiralne, Gram-negativne, Stapie bakterije m
kojima se nalaze patogeni i komensali digestivimagta ljudi. Bakterije su Sirine 0,2—
0,9um i duzine 0,5-5um. KarakteriSe ih svrdlastetdmje usled prisustva pojedéne,
polarne flagele ili flagela na oba krajalije. Oblik bakterija moZze biti u vidu galebovih
krila, zapete ili heliksa (slika 1). U starijim kutama ili kulturama koje su duze vreme

bile izlozene vazduhu, bakterije mogu poprimitirgfen ili kokoidan oblik.

Slika 1. slika dobijena elektronskom
mikroskopijom Campylobacter jejuniMoze se
ucciti svrdlasto kretanje i prisustvo polarne
flagele. lzvor: Virginia-Maryland Regional
College of Veterinary Medicine, Blackburg,
Virginia (Altekruseet al, 1999.)

Campylobacter je mikroaerofilni mikroorganizam sa aerobnim
metabolizmom. Véna vrsta za rast zahteva atmosferu sa 3-15% kisean3-5%
ugljen-dioksida (Varnam & Evans, 1996.). &&im, neke vrste mogu da rastu pod
aerobnim uslovimaC. cryaerophiliamoze da raste aerobno, iako u primarnoj izolaciji
moze biti mikroaerofilan. C. nitrofigilis moZe rasti aerobno na kompleksnim
medijumima kao Sto je Brucella agar (Hettal, 1994.). Aerobni rast moze se javiti u
prisustvu speciéinih supstrata kao Sto su nitrat ili fumar@t. laridis raste aerobno u
prisustvu ovih supstanci (Varnam & Evans, 1996¢civa vrsta dobro raste na 42°C
(C. jejuni C. coli, C. sputorunp a neke vrste rastu na 25°C. fetus.

Campylobactene fermentuje niti oksiduje ugljene hidrate. Neipvodi
kisele ili neutralne produkte. Voges-Proskauer itilkoeveno reakcije su negativne.
Bakterije iz ovog roda su oksidaza pozitivne i aeeaegativne i ne produkuju pigment
(Holt et al, 1994.). Biohemijsko razlikovanje glavnih predsti&a roda,C. jejunii C.
coli, prikazano je u tablici 2.

GenomCampylobacter jejunje dug oko 1,6-1,7 Mbp. Prase duzina
gena je oko 950 bp, a 94,3% genoma kodira sintazlititin proteina, Stccini ovaj

genom najgu8m do sada sekvencioniranim bakterijskim genomorarKRill et al,
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2000.). Sadrzaj GC je oko 30% (Varnam & Evans, 1996rrellet al, 2001.), Sta&ini

ovaj genom izuzetno teskim za sekvencioniranje.

Tablica 2. Razlikovanje glavnih vrsta rod&ampylobacterkoje mogu izazvati

alimentarne infekcije (Varnam i Evans, 1996.)

C. jejuni C. coli C. lari
Rast na
+ 30,5°C 2 + +
. 455° C +/- + +
Hidroliza hipurata +
Proizvodnja HS u podlozi sa +/- - +
gvoztent
Rezistencija na nalidik&iu - - +
kiselind®

! neki sojevi mogu rasti na ovoj i nizim temperamea
2 metod Skirrow-a i Benjamin-a, 1982.
*30 ug

* takafe postoje nalidikgha kiselina-osetljivi i ureaza-pozitivni sojevi

Campylobacterspp. su osetljive na ra&iie faktore spoljasnje sredine.
Osetljive su na isuSivanje, visok sadrzaj kiseomikezak pH. Ubija ih toplota, tako da
ne mogu da prezive u proizvodima koji su tretirawd temperaturama viSim od
temperature pasterizacije (USDA). U fecesu duzeiyiavaju na 4°C nego na 25°C
(Doyleet al, 1997.).

2.2  PUTEVI PRENOSENJA

2.2.1 N&in prenosSenja infekcije na zivinu

Campylobacter jejunmoZze biti patogen za mlade péi ali, generalno,
ne i za odrasle ptice. Tokom 50-ih i 60-ih godin@§og veka méu pilicima u
Severnoj Americi pojavila se zarazna bolest zvamaribzni hepatitis”. Smatra se da je
uzrainik ove bolesti bioC. jejuni (Corry i Atabay, 2001.). Bolest se tege
pojavljivala u jatima nosilja i uzrokovala je 10%5mortaliteta. Pad incidence ove
bolesti nije sasvim jasan, ali poklapa se sadewmgem kaveznog sistema drZzanja u

proizvodnju jaja.
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Do infekcije u jatu olno dolazi oko trée nedelje zivota. Najée broj
Campylobacte@a naten je u debelom crevu, cekumu i kloaki. Achen adaici (1998.)
ustanovili su da je broj bakterija najg¥el cekumu. Infekcija se veoma brzo Sirila u jatu.
Procenat inficiranih jedinki jedan i dva dana paostalne inokulacije bio je 50 i 70%
(Achenet al, 1998.). Maksimalano izéivanje uzr@nika bilo je 13 — 19 dana posle
inokulacije. Posle tri nedelje od infekcije zapagasmanjenje izliivanja bakterija.

U svojoj studiji Sterret al. (2001.) su u jato slobodno @hmpylobacter
a uneli inficiranu jedinku. Posle nedelju dana svenjke u ispitivanom jatu bile su
inficirane. Ova studija pruza objasSnjenje &estu dramatnu pojavu kolonizacije
komercijalnih brojlerskih jata u talasima. Studiaju su izveli Shankeet al (1990.)
pokazala je da do 75% jedinki u jatu moze bitigméno bakterijamaampylobacter
vrsta u dobu od 5 do 7 nedelja.

U izvore infekcije i mogée na&ine prenoSenja nde brojlerima spadaju
kontaminirani rezervoari vode kao i horizontaln@nSenje u okviru iste ili iznde
brojlerskih farmi. Voda j&esto kontaminiran&ampylobactenrstama direktno, putem
fecesa ili indirektno, usled dabravanja ili pri préiS¢avanju otpadnih voda. Ovakva
voda moze da bude izvor kolonizacije digestivhaktt zivine kampilobakterijama.
Detaljan opis uloge vode u epidemiologijampylobacteinfekcije dat je u deliNacin
prenosenja infekcije na ljude U slwajevima kad voda nije izvor infekcije veoma je
teSko utvrditi pravi izvor infekcije. Ulogu u pre¥enju mogu imati tehtko reSenje
objekata, higijena u objektima izkdhe dva jata, rezerve vode i njena distribucija
(Kapperud et al, 1993.), kao i prisustvo glodara, insekata i jdivlptica ili
kontaminacija putem olg¢e radnika i posetilaca (Humphrey al, 1993.). Infekcija se
moze izbéi ukoliko se higijena pravilno odrzava. Postoje acidda je procenat
inficiranih jedinki vei u uslovima organskog uzgoja brojlera, pemu se smatra da
faktor rizika predstavlja kontaminacija iz okolifPasquali et al., 2011.). Do danas,
veruje se da je vertikalna infekcija malo verovatdadutim, postoje neka istrazivanja

koja ukazuju na mogmost ovog vida infekcije (Pearsenal, 1996.).

2.2.2 N&in prenosenja infekcije na ljude

Campylobactervrste mogu se ©a u normalnoj crevnoj mikroflori
velikog broja doméh i divljih Zivotinja tako da se mogu lako proSiru spoljasnju
sredinu. Izméu ostalih, u rezervoare spadaju zec, divlji glodgoveda, zivina i kéni



Pregled literature

ljubimci. Takale, bakterije s€esto mogu na u zemljiStu i povrSinskim vodama. Ljudi
se mogu inficirati posle konzumiranja zdgae hrane, vode ili sirovog mieka ili u
direktnom kontaktu sa kolonizovanim Zivotinjama g8gr, 1997.). Izbijanje infekcije
obicno nastaje usled kontaminacije sirovog mleka itiejoali potencijalni izvori mogu
biti zivinsko meso, morska hrana ili péerkada se bolest javlja spor&uh. Epidemije
obicno nastaju posle posete farmama muznih krava (@&kokkskurzije) tokom
prelaznih godisnjih doba, dok se spotadislutajevi oboljenja naje&e javljaju tokom
leta (Altekruseet al, 1999.). Voda jecesto identifikovana kao izvor infekcije.
Pretpostavlja se d&ampylobactermoze ostati “uspavan” u vodi (u vodi postoje
bakterije, ali ih nije mogte kultivisati na hranljivim podlogama — VNC staatju
(viable non-cultivable state) kada se teSko moZektevati korisenjem klasinih
metoda kultivacije. Pod povoljnim uslovima ovi nokrganizmi poinju da se
umnozavaju (Doyleet al, 1997.). Ipak, joS uvek postoji mnogo kontroveoke VNC
stadijuma tako da ove nalaze treba prihvatiti seodosumnije.

Izvor infekcije za ljude moZe bitkdntaminirano meso. PovrSina mesa
moze biti kontaminirana tokom obrade. Pri unakrskoptaminaciji finalni nivoi
uzrainika na povrsini trupova su od 46 16 CFU/g kod 30 — 40% ptica na trzistu
(Pearsoret al, 1996.). PrenoSenje infekcije na ljude nastagktsnom kontaminacijom
sirove hrane ili rukovanjem sa kontaminiranim trvipoa. Povremeno, infekcija moze
nastati u direktnom kontaktu sa inficiranom osobainto nije ¢esto (Altekruseet al,
1999).

2.3 MESO ZIVINE KAO IZVOR INFEKCIJE LJUDI
KAMPILOBAKTERIJAMA

IzveStaji 0 pojavi alimentarnih infekcija kod ljudikazuju na Zivinsko
meso kao zn@jan izvor infekcije. U periodu od 1968. do 197@dime zivinsko meso
bilo je odgovorno za 54% svih prijavijenih epidemijkampilobakterioze.
Kampilobakterioza je predstavljala 10% svih alinaenih infekcija u periodu od 1977.
do 1984. godine (Bryan & Doyle, 1995.). Tokom 20§8dine, kampilobakterioza je
bila nagege prijavljivana alimentarna infekcija ljudi (EFS2010.), pricemu se broj
prijavljenih slitajeva smanjio za 5% u odnosnu na 2007. godinu asibnje 40,7
slucajeva na 100 000 stanovnika.

Rezultati analitikih studija koje su preduzimane sa ciljem da rdsvet

ulogu zivinskog mesa u pojavi kampilobakteriozeedali kontradiktorne rezultate.
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Podaci iz Dzordzije, SAD pokazuju da se konzumeatlyinskog mesa moze povezati
sa 70% sloajeva kampilobakterioze (Seattle - King County &mment of Public
Health, 1987.). Procent kontaminiranih pitetrupova na klanicama i u prodaji ¢bo
je veoma visok (Corry & Atabay, 2001.). MozZe déistak 80%. IzveStaj EFSA (2010.)
za 2008. godinu donosi podatke o procentualnojup§shosti inficiranih trupova
brojlera Campylobactervrstama na klanici. Procenat pozitivnih trupovamea varira
meaiu zemljama Evropske unije i iznosi iztwe 14,7% (Danska) i 86,2% (Spanija).
Nalaz kampilobakterija u maloprodaji razlikuje sedon¢lanicama unije, a moze biti
razli¢it u odnosu na vrednosti dobijene uzorkovanjemlaai&i.

Sto se e distibucije vrsta iz rodaCampylobacteru mesu piladi,
situacija je skina — u nekim zemljama EU predominantna vrst&@.j¢gejuni a u nekim
C. coli. Medutim, do danas nije uspostavljena jasna veza dmmeolata dobijenih iz
mesa piladi i bolesti ljudi.

Posredni dokazi o ulozi mesa piladi u pojavi spg@&nog oboljenja kod
ljudi mogu se izvdi iz prisustva istih genetskih profil@ampylobactera kod Zivine i
ljudi, sli¢nih profila rezistencije na antibiotike i istovrenog razvoja rezistencije na
kvinolone kod izolata poreklom od ljudi i zivined&sonet al, 1999., Nadeaet al,
2002.b, Engbergt. al, 2001.). Rezistencija na kvinolone postaje sw@& peoblem s
obzirom da su oni lek izbora kod mnogih oboljenjadil U proizvodnji hrane
Zivotinjskog porekla, nakito u proizvodniji Zivine oni se koriste kao prommteasta
usled ¢ega se njihovi ostaci nalaze u mesu i na t@malogu dovesti do pojave
rezistencije kod ljudi posle konzumacije takvog eédd velikom broju zemalja stopa
rezistencije na fluorokvinolone je &ha kod ljudi i Zivine Sto implicira da Zivinsko
meso moZe biti odgovorno za pojavu kampilobakterikad ljudi (Bager, 1999., Saenz
et al, 2000., Endtzt al, 1990.).

Veliki  broj istrazivanja sproveden je u cillu edivanja
serotipova/genotipov&ampylobacte@a koji izazivaju oboljenje kod ljudi i njihovog
poreienja sa izolatima poreklom od i6di i ostalih doméh Zivotinja koje se koriste za
priozvodnju hrane. Rezultati ¢@e studija pokazuju veliku raznovrsnost due
izolatima i visok procenat analogije iztheizolata poreklom od ljudi, zivine i goveda
(Nielsen et al., 1997, Pearson et al., 1996, Na@eal, 2002). Nasuprot tome, izolati
poreklom od svinja ne pokazuju nikakvu srodnogtw@anim izolatima (Nielsen et al.,

1997). Ispitivanja sprovedena u Skotskoj (Shepp&@D9.) potvduju povezanost
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odraienih genotipova sa potencijalnim izvorima infekcijedi, kao i tvrdnju da je

pilece meso glavni izvor infekcije.

24  PATOGENEZA INFEKCIJE KAMPILOBAKTERIJAMA

O mehanizmima nastanka kampilobakterioze joS usekmalo zna.
Poslednjih godina su otkrivene spegsifosti rodaCampylobactekoje govore u prilog
tome da je patogeneza ovog patogenaditezlu odnosu na druge patogene (Dastia
al., 2010.).Campylobactervrste vrSe glikozilaciju viSe od 30 proteina pomein sa
kolonizacijom, adherencijom i invazijom. Tale flagele ovih bakterija nisu zfgne
samo u mogtavanju pokretljivost, e i za sekreciju antigena povezanih sa
sposobno& invazije. Jedini toksin koji je opisan k&@hmpylobactespp. je takozvani
citoletalni toksin (CDT), a koji izaziva promenekontroli ¢elijskog ciklusa i moze
indukovati apoptozuelije domaina. Nasuprot drugim bakterijama koje izazivaju
dijareju,Campylobactene proizvodi klagine faktore virulencije.

Mnogobrojna istrazivanja su dokazala da je infeldidoza veoma niska.
Doza od 5 do 500 mikroorganizama moze izazvatrejijgkod ljudi (Hu & Kopecko,
1999., Tauxe, 2002.)C. jejuni moze izazvati oboljenje gho enterotoksikozi sa
vodenom dijarejom ili inflamatorni kolitis sa grazom i pojavom krvi u stolici.
Ispitivanja Black-a i saradnika (1988.) pokazalalgbolest moze nastati posle oralnog
unoSenja 800 do 1 000 000 cfu/g uanéa, pricemu nije otkrivena jasna veza izdoe
unete doze i ozbiljnosti simptoma.

Do sada je poznato da u mehanizmu nastanka balésgu imaju
pokretljivost bakterija, adherencija bakterija na@aevoiu mukozu, invazivnost i
proizvodnja toksina (Silva et al., 2011., Konkehkt 2001.).

2.4.1 Pokretljivost i adherencija bakterija — prisuvo flagela

PokretljivostCampylobactenrsta se pow&ava u viskoznim sredinama i
neophodna je karakteristika za kolonizaciju tankogva i prezivljavanje u razitim
ekoloSkim niSama gastrointestinalnog trakta. Ovasspnost uzmniku olakSava
kretanje kroz mukozni sloj na povrsini epitela @e8to je viskozitet \@, pokretljivost
bakterija je véa (Szymansket al, 1995.).

FlagelaC. jejunii C. coli se sastoji od dva proteirfA i flaB ciju
sintezu kodiraju dva flagelinska gena koji se nalazparu. Aktivnost svakog od ovih

10
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gena reguliSe poseban promotor. Za invaziju epiteielija neophodan jélaA gen.
MutantiflaA gena imaju skr@nu flagelu i nemaju sposobnost invazije. Nasujmoie,

mutacija uflaB genu ne dovodi do promena sposobnosti invazije.

2.4.2 Invazivnost

lako je opsSte prihnkgena pretpostavka d&ampylobactervrste prvo
kolonizuju jejunum i ileum (Allos and Blaser, 199%kirow and Blaser 2000.), pa
zatim kolon, prve patomorfoloSke promene séavaju u kolonu. Pojavi lezija u kolonu
pogoduje prisustvo oddenih molekula koji se nalaze u sluzokozi i sluze kaesta
vezivanjaCampylobactes, kao i sporija peristaltika ovog dela creva.

SposobnostCampylobactera da invadiracelije sluzokoze zavisi od
izolata (Ketley, 1997.). Izolati koji izazivaju ktid imaju ve&u sposobnost invazivnosti
od onih koji izazivaju neinflamatornu dijareju (Eestet al, 1992.). Izolati poreklom iz
okruzenja imaju manju sposobnost invazije u Hétlge od kliniékih izolata (Newell et
al. 1985.).

Ulogu u invazivnostiCampylobacterspp. imaju i neki proteini koji se
sintetiSu samo u prisustvu epitelrdélija (Konkel & Cieplak, 1992., Panigraht. al,
1992.). Neki od ovih proteina se mogu detektovatidenjem seruma dobijenih od
osoba obolelih od kampilobakterioze. Ovo &isél istraZivanja sugeriSu da dolazi do
ekspresije nekih gen@. jejuni posle susreta sa epitelniéelijama, odnosno kad se
Campylobactewrste nd@u u digestivnom traktu.

Russel i saradnici (1993.) su primenom challengéatea makakijima
dobili eksperimentalne dokaze da je primarni meteamni oStéenja kolona i razvoja
dijareja povezan sa sposobé&w3Campylobactervrsta da prodiru u epitelnéelije.
Pregledom uzoraka dobijenih biopsijom kolona magkalktiena je gusta koncentracija
mikrofilamenata povezana séelijama uzrénika koji prodiru u epitelneéelije.
Inflamatorni proces se razvija nakon prodora tatka u epitelneelije.

2.4.3 Proizvodnja toksina

Campylobactewnrste proizvode nekoliko toksina, ali jedini takoji je
detaljno proden je citoletalni toksin (CDT). Ositampylobactewrsta, ovaj toksin
proizvode mnoge Gram negativne crevne bakterijecl@@eet al, 2006., Geet al,
2008.). CDT se sastoji iz tri subjedinice kojediau genicdtA, cdB i

cdtC. Ovaj toksin deluje samo kad su prisutne svesubjedinice. Deluje tako Sto

11
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zaustavljacelijsku deobu i posledno dovodi do smrticelije. Napadnutacelija se
uvetava nekoliko puta i izgleda kao da je @ea, te se zato ovaj toksin naziva
citoletelni toksin koji izaziva naduéelije (Konkelet al, 2001.). | pored ovih saznanja,

uloga CDT-a u patogenezi kampilobkterioze nije gasn

2.5  KLINICKE MANIFESTACIJE INFEKCIJE SA CAMPYLOBACTER
JEJUNI KOD LJUDI

Simptomi oboljenja javljaju se 24 — 72 sata poslgestije uzrénika, ali
se inkubacioni period moze produziti do 7 dan&eBo simptomi su nespeaihi: bol u
glavi, groznica, mijalgija i traju 24asa ili kr&e. Glavna manifestacija oboljenja je
dijareja, ¢cesto praena abdominalnim gevima i groznicom. Mogu se javiti dva tipa
dijareje (Varnam & Evans, 1996.). Prvi tip je se&raa dijareja, sa profuznom
stolicom, primesama £ui neprijatnog mirisa. Drugi tip & na dizenteriju, u stolici se
nalaze inflamatornecelije i krv. Karakteristtan simptom kampilobakterioze je
abdominalni bol koji moZe biti {& od bola koji se javlja kod salmoneloze. U¢ptku,
bol je kolican, a kasnije postaje konstantan i pomera se wdé@tnu jamu. Posle
defekacije, pacijent osa priviemeno olakSanje, ali se bol veoma brzocarra
Zahvaljujiei ovom bolu, kampilobakterioza se moZze pomesSati apandicitisom.
Povr&anje se moZze javiti u svim fazama bolesti, ali nip@avezno. Retko se javlja visSe
nego jednom ili dva puta tokom bolesti.

Kampilobakterioza je obino samo-ogragena. Simptomi traju nedelju
dana ili kra&e, a oporavak je bez komplikacija. Pacijenté¢asstalnu slabost, a bolovi u
stomaku mogu trajati nekoliko dana. Komplikacijerst&ko razvijaju, ali su moge.
Moze se razviti hemolitki uremieni sindrom, hepatitis, pankreatitis i apendiciasy
poslednjih nekoliko dekada kampilobakterioza seegaje i sa bolestima kao Sto su
reaktivni artrit, erythrema nodosum i Guillain-Barrsindrom (GBS). Najteza
komplikacija je GBS koji je trenutno r@&i uzrok nervno-misinih poremeéaja koji
zahtevaju bolriko lecenje (Varnam & Evans, 1996.). GBS je autoimuni puxa|
perifernog nervnog sistema koji se karakteriSe raut flacidnom paralizom. Dokazano
je da jeC. jejuni infekcija nafeka infekcija koja prethodi razvoju ovog sindroma.
Patogeneza porerfgga nije u potpunosti razjaSnjena, ali &ei da je povezana sa
produkcijom antitela na mijelin perifernih neravdaflden & Gregson, 2001.). Dolazi

do stvaranja antitela na glikozidnu komponentu pimgkog antigen&. jejuni koja
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reaguju sa gangliozidom GM1 iz perifernih neravaa@ipoteza, m#utim, ne moze da
objasni sve aspekte patogeneze GBS-a.

2.6 SAVREMEN PRISTUP DIJAGNOSTICI | IDENTIFIKACIJI 1ZOL  ATA
CAMPYLOBACTER JEJUNI

U cilju poboljSanja javnhog zdravlja neophodno j&itirepidemioloske
studije da bi se odredio primarni izvor bakterijdantaminacije. U tu svrhu mogu se
koristiti metode tipizacije koje mogu povezati aidel osobe sa izvorom bakterijske
kontaminacije putem unete hrane. Sa ovim ciljenenvaSsu mnogobrojna ispitivanja.
Foleyet al. (2009.) su u svojoj studiji poredili ragiie molekularne metode tipizacije u
cilju provere njihove podobnosti za epidemioloSkaitivanja. OpSti zakljgaek je da se
za tipizaciju Campylobacterspp. mogu koristiti slede metode: RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified fragmeriength polymorphism), rep-
PCR (Repetitive sequence-based PCR), MLST (Mulisosequence typing) i SNP
(Single nucleotid polymorphism).

Osnovna postavkBRepetitive Sequence-Based PCR (rep-PCRghnike
je upotreba repetitivnih elemenata koji su prisutigienomima mnogobrojnih bakterija i
eukariota za dobijanje jedinstvenin DNA profila figaka“) pojedinanih sojeva
mikroorganizama (Ishii & Sadowsky, 2009.). Oko 5&nhgma ovih mikroorganizama
¢ine repetitivni segmenti ptiemu je funkcija mnogih nepoznata, a lokalizovani su
intergenskim i u ekstragenskim delovima DNA. repRP€hnika pokazala se korisnom
pri identifikaciji, pratenju i ispitivanju razliitosti meiu izolatima medicinski zri&ajnih
mikroorganizama, kao i mikroorganizama iz okoliNze se koristiti pri ispitivanjima
ekologije mikroorganizama, epidemioloSkim analizamanedicinskoj mikrobiologiji i
molekularnoj dijagnostici. Primenjuje se i za ativanje izvora mikroorganizma i
njihovog prenoSenja tokom epidemija.

Umetnute repetitivhe sekvence u prokariotskim ganariskori€ene su
za dizajniranje oligonukleotidnih prajmera za POR gmu se dobija karakterigin
genetski profil izolata (Versaloviet al, 1991; 1994). rep-PCR se bazira na ntogsti
vezivanja odréenih oligonukleotidnih prajmera za krajeve repetifn fragmenata,
orjentisanih tako da umnozavaju delove DNA kojirsgaze izméu ovih segmenata.

13
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Tako nastali amplikoni raziite velicine odvajaju se putem elektroforeze Sto ontaga
formiranje DNA profila specifinog za pojedinani bakterijski soj. Nekoliko ovih
umetnutih repetitivnih regiona su konzervativni w&i broj bakterijskih vrsta, Sto
omoguwava korigenje istog seta prajmera za amplifikaciju i prehlnje tih
mikroorganizama.

Repetitivni DNA elementi su uglavnom otkriveni kaelkariota ciji
genom je mnogo & od genoma prokariota (10prema 18 parova baza). Kod
prokariota je koltina nekodirajge DNA mala zbog potrebe brzog rasta, ali su ipak
otkriveni kratki m@ugenski repetitivni delovi, prvo kod enterobakterig zatim i kod
drugih rodova. Versalo¥iet al (1991.) su iskoristili otkrivene palindromske e¢iivne
elemente dokazane kod viSe rodova eubakterija.sOrtonstruisali oligonukleotidne
prajmere za repetitivne ekstragenske palindromskmente (Repetitive Extragenic
Palindromeic — REP) i enterobakterijske repetitivietergenske konsenzus
(Enterobacterial Repetitive Intergenic ConcensER4IC) sekvence, a zatim ih testiral
pri amplifikaciji genomske DNA nekih eubakterija.ER konsenzus sekvence su
konstruisane na osnovu genobacolii Salmonella typhimurium duzini od 38 parova
baza. Ova sekvenca sadrzi 6 potpuno degenerisaaibijp, ukljwujuéi i varijabilnu
petlju od 5 parova baza izdwe obe strane konzervativhog dela palindroma. ERIC
sekvence su konstruisane na osnovu gendmecoli i Salmonella typhimurium
obuhvataju vée regione(126 parova baza) i nisu povezane sa REP regioriRB&. i
ERIC oligonukleotidi su proizveli jasno ogréane i razdvojene trake na gelu posle
PCR amplifikacije koje sdinile nedvosmislene profile razitih eubakterijskih vrsta i
sojeva. Rezultati Versalala i saradnika su pokazali prisustvo REP sekvend ko
rodovaE. coli, Salmonella Citrobacter i Shigella REP i ERIC elementi su visoko
konzervativni u okviruE. coli i Salmonellavrsta, a ova studija sugeriSe i da su
konzervativni u okviru eubakterija tokom najmanjetisiu miliona godina, odnosno da
su postojali i pre odvajanja linijje Gram negativrehterobakterija. Takvi nalazi su
implicirali da bi se njihovo ispitivanje moglo vt&i u drugim bakterijskim rodovima.

De Bruijn (1992.) je poredio diskriminatornu m&EP i ERIC PCR
tehnike u poréenju sa multilokus enzim elektroforezom na primdrakterije iz
zemljiStaRhizobium meliloti Njegovi rezultati sugeriSu da se upotrebom RHERIC
PCR-a dobijaju stini rezultati kao upotrebom multilokus enzim elektreze, te da je
njihova ma u identifikaciji i klasifikaciji bakterijskih sojga zadovoljavajéa. Prednosti

REP i ERIC PCR-a ogledaju se u tome Sto se zazanhlisko srodnih, kao i udaljenih
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rodova Koristi isti set prajmera (prajmeri nisu @péni za soj, vrstu ili rod).
Kompleksnost REP i ERIC PCR profila moze se podasavpotrebom raztitih
prajmera u raznim kombinacijama, pa se moZe §astio diskriminacije potreban za
razlikovanje sojeva, u okviru vrste, ra#ih vrsta ili razlcitih rodova
mikroorganizama.

Hiett et al. (2006) su sproveli uporedno ispitivanje rep-PCRtade |
analize segmenata kratkog varijabilnog regiitaA genaCampylobacter jejunu cilju
uporeativanja njihove diskriminatorne néo Da bi se olakSalo pronalaZenje izvora
infekcije, potrebno je u svakodnevnu laboratorijshraksu detekcije oddenog
mikroorganizma  uvesti pouzdane, reproducibilne ©eto odgovarajie
diskriminatorme méi. Neophodno je da metoda grupiSe izolate ucluigepidemioloski
koncept, odnosno prema vremenskoj i epidemiolo§koyezanosti. Zato se pri
uvodenju nove metode za tipizaciju prvo radi studija Ealatima poznatog
epidemioloskog porekla. U studiji Hiettat al ispitivano je 50 izolataC. jejuni
razlicitog porekla. Korigeni su Uprime Dt, Uprime B1 i Uprime R1 prajmeri i&p-
PCR. Najbolji rezultati su dobijeni primenom Uprinigt prajmera koji je davao
reproducibilne profile (100% izolata je bilo tipiano upotrebom ovog prajmera uz 99%
reproducibilnosti) i omogtavao grupisanje uzoraka u epidemioloSki povezanpegr
Dendogram konstruisan upotrebom Uprime Dt prajméia je veoma séan
dendogramu konstruisanom nakon analiaé SVR DNA regiona. Izolati poreklom iz
fecesa zivine bili su u preko 90% &hjeva slkeni izolatima dobijenim sa trupova zivine
iz istog jata. Takée, izolati dobijeni sa trupova zivine bili su blgslsrodni izolatima
humanog porekla. Ova studija pokazuje da se rep-BGd&tiza mozZe primeniti kao

korisna alatka za tau diferencijaciju sojev€. jejunii epidemioloSke analize.

Multi Locus Sequence Typing (MLST) je metoda koje se bazira na
prikljucivanju odreenih alela svakom genskom lokusu direktno na osmokleotidne
sekvence alela (Enright & Spratt, 1999, Spratt,9)9Broj alela koji se na ovaj &ia
vezuje za svaki lokus je veliki jer se sekvencianjem detektuju sve promene u
sekvenci lokusa. Ukoliko se za tipizaciju koristLBIT ciljaju se delovi genoma koji su
visoko konzervirani (tzv. ,house-keeping“ geni), g@mogu registrovati promene koje
nastaju na nivou nukleotidé@ak i male promene na nivou nukleotida (varijacijsamo
nekoliko nukleotida) dovodi do stvaranja novih sk profila. Zbog toga je broj
lokusa potrebnih za postizanje zadovoljagag diskriminatornog potencijala nizak.
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Optimalna duzina sekvenci treba da bude 450-50@bp.duzina je odabrana zato Sto
omoguwava precizno sekvencioniranje uz upotrebu samoopgdpara prajmera, a
istovremeno omogiava detekciju dovoljne kaline informacija za identifikaciju
mnogo razkitih alela u populaciji. MLST smanjuje potrebu z@rsportom Zivih
bakterijskih kultura posto je nukleotidnu sekvemncogwe odrediti iz suspenzije mrtvih
¢elija, pretiscene DNK ili klinickog materijala.

Postoji potreba da se razvija odgovatajushema za tipizaciju
Campylobacter jejunjer postoje mnogobrojni rezervoari ovog ugrika u spoljasnjoj
sredini i mgu zivotinjama, a odnos nda ovim populacijama i sojevima koji izazivaju
oboljenje nije u potpunosti rasvetljen. Iz tih @ razvijen je MLST sistem za
Campylobacter jejun{Dingle et al, 2001, 2002). Prednosti koje pruza MLST pristup
ukljucuju visok diskriminatorni potencijal, ponovljivogednostavnost interpretacije i
mogunost pordenja podataka nde laboratorjama. Ova shema omoégua
identifikaciju globalnih i lokalnih epidemija i demljava potvrdu eventualnih puteva
prenosenja iz okoline i Zivotinjskih rezervoaraljode.

Sistem je baziran na nukleotidnim sekvencamadtuskkeepinggena:
aspA — aspartazaglnA — glutamin sintazagltA — citrat sintazaglyA — serin-hidroksi-
metil transferazapgm — fosfoglukomutazatkt — transketolazayncA — a subjedinica
ATP sintaze. Ovih 7 lokusa je izabrano zato Stdije moguwte amplifikovati ih i
sekvencionirati iz velikog dijapazona uzoraka i @okju dovoljnu raznovrsnost za
obezbdenje razlikovanja raalitih sojeva. Podaci dobijeni MLST pristupom se slaa
podacima dobijenim upotrebom drugih tehnika zazépiju i sugeriSu da su populacije
ovog organizma veoma raznolike. Neke od t@nisti su verovatno “uvezene” od
drugih vrsta, verovatndC. coli (Dingle et al, 2001). Primena nekih testova kao
“homoplasy test and the split decomposition anslysiaje jake dokaze za
unutarspecijske rekombinacije kdd. jejuni (Suerbaumet al, 2001). Ovi rezultati
ukazuju na to da horizontalne genetske promeneuimditujuci efekat na strukturu i
evoluciju populacijagCampylobactesa. Ovi rezultati su konzistentni sa ranijim nataai
Harrington-aet al. (1997) zaC. jejuni 1z ovoga mozemo zak§iti da je populacija
Campylobacter jejunislabo klonalna.Slabo klonalne populacije se sastoje od
odreienog broja klonalnih komplekasa, tj. grupa orgamiaaa koje se pretpostavlja da
poticu od istog pretka. Razlike e klonovima se formaraju usled intraspecijskih

rekombinacija, a ne usled akumulacijeki@stih mutacija Sto je staj kod klonalnih
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populacija. Filogenetski odnos grupa kod ovakvilpuyacija je teSko odrediti jer je
ometen kasnijim transferima gena (Holne¢sl, 1999).

Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) je tehnika kod koje se
koriste proizvoljno dizajnirani prajmeri koji umnaZaju proizvoljno distribuirane
fragmente DNA (Wassenaar, 2000., Foktyal. 2009., Kumar & Gurusubramanian,
2011.). Prajmeri koji se biraju za ovu amplifikacisu obftno duzine do 10, a
maksimalno 20 baznih parova. Uslovi amplifikacig Eraju tako da ne budu previse
strogi, pa do umnozavanja dolazak i ako prajmeri ne odgovaraju u potpunosti DNA
matrici. Zbog ovako izabranih uslova amplifikacietoda je veoma osetljiva na
eksperimentalne uslovecigtoca i koncentracija DNA, inhibitorne materije, PCR
aparatura), pa je osnhovni problem smanjena reptochast metode izmiu
laboratorija. Ipak, u okviru iste laboratorije métodaje dobru reproduktivnost i moze
se primenjivati. Prednosti ove metode su kratkanaezvaienja, mala koliina DNA
potrebna za analizu, a s obzirom da su prajmeremggm nije neophodno prethodno
Znanje o genomu ispitivane bakterije. S obziromjelaemplat za RAPD analizu
celokupni genom, degradacija izolovane DNA smanjyalitet dobijenih rezultata.
Poslednjih godina RAPD se koristi za karakterizacijspitivanje filogenije raztitih
bilinih i Zivotinjskih vrsta. RAPD omogiava brzo, preliminarno ispitivanje genoma
(skrining metoda). Mautim, proizvoljno odabrani prajmeri koji se koriste ovoj
metodi nisu dovoljno robustni, te nisu pogodni pdteebu u populacionoj genetici ili
humanoj dijagnostici.

Gel-elektroforeza u pulsnom polju (Pulse Field GeElektrophoresis —
PFGE) predstavlja modifikaciju gel-elektroforeze koja @gucava razdvajanje izuzetno
velikih fragmenata DNK. Ova tehnika je nezamenjaa odrdivanje veltine celog
genoma pre zagmjanja reakcije sekvencioniranja, kao i u pripresalikih fragmenata
DNK za reakciju kloniranja. MozZe se, tale koristiti za genotipizaciju i epidemiolosSke
studije patogenih mikroorganizama.

PFGE obuhvata viSe koraka: umetanje mikroorgamzau agarozu,
liziranje ¢elija in situ, séenje DNK restriktivnim enzimima koji pripadaju glivgnzima
koji seku molekul DNK u malom broju mesta (“rardted’ enzimi). Komadii agaroze
u kojima se nalaze fragmenti DNK se zatim isecpplaZzu u otvore u agaroza gelu i

podvrgavaju elektroforezi (Tenoveet al, 1995). Usled delovanja promenljivog
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elektriknog polja (za elektroforezu se koristi aparat kamjmogitava izmenu pravca
elektricnog polja u skladu sa ranije ufenim obrascem) dolazi do razdvajanja
fragmenata DNK u trake u gelu. Fragmenti DNK nomoaputuju kroz gel u vidu
sfericnih namotaja, ali ukoliko su ¥eod 20 kbp, kréu se u vidu produzenih kalemova.
Fragmenti putuju kroz gel u smeru proticanja strijad se smer proticanja struje
menja, véim fragmentima je potrebno viSe vremena da izmaagge svog kretanja,
tako da dolazi do razdvajanja fragmenata. Na og&nrmmogu se razdvojiti fragmenti
velicine 100 — 1000 kbp. Najvazniji faktor koji & na sposobnost razdvajanja PFGE je
duzina proticanja struje u jednom smeru. Ukoliko tge vieme duze, mogde je
razdvajati vée fragmente. Frekvenca promene smera strujeiopree u zavisnosti od
ocekivane duzine fragmenata.

Restrikcioni profili koji se dobijaju PFGE se dusobno uporduju u
cillu odrativanja srodnosti sojeva od kojih su dobijeni. Zalssane postoje opSte
prihvateni kriterijumi za izvdenje ovih analiza, tako da raxti istrazivasi mogu iz
istog seta podataka da izvode sasvim suprotneugi&lj Neki istrazivéi su pokusali da
razrade sistem za interpretaciju rezultata. Tenevel (1995) predlazu sistem koji se
sastoji od 4 kategorije:

* nerazdvojivi od Sablona epidemije — izolati kojiaj isti broj traka i kod kojih su
trake priblizno iste vetine

» blisko srodni — PFGE Sablon ispitivanog izolataaaikuje od Sablona epidemije u
malom procentu (usled jednog gentiktig dogdaja, npr. tékaste mutacije)

* moguno srodni — razlike izni izolata i Sablona epidemije nastaju usled dva
nezavisna geneka dogdaja

* nesrodni — razlike nastaju usled prisustva twise posebnih genitkih dogataja

PFGE ima veoma dobru sposobnost diskaoije — sposobnost da
razlikuje genetiki srodne sojeve i dobru reproducibilnost, tako z#a sada ostaje
referentna tehnika za tipizaciju sojeva i omé@ma izvaienje epidemioloskih studija.
Visoka sposobnost diskriminacije je posledica spaossti ove tehnike da detektuje
polimorfizam u¢itavom bakterijskom genomu.

Ova metoda ima i neka ograenja: zahteva spedaifiu aparaturu i dosta
vremena (5 dana), nije prikladna za gfaxanje velikog broja izolata (npr. izolata koji
su sakupljeni u toku jedne godine). Prilikom kéeiSja ove metode za odreanje
stepena srodnosti e izolatima treba biti oprezan jer trake koje uugehaju razléit
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polozaj (Sto moze biti uzrokovano pojedinam ta&kastom mutacijom koja dovodi do
promene u mestu delovanja kéege endonukleaze tako da ne dolazi do prekida DNK
na tom mestu) mogu imati istu nukleotidnu sekvencu.

Pri prodavanju rodeaCampylobacterPFGE je prvo kori&na zaC. jejuni
ali je kasnije ova metoda usvojena i £a coli, C. fetus C. upsaliensisi C.
hyointestinalis(Wassenaar i Newell, 2000). Uslovi elektroforekap i restrikcioni
enzimi koji se koriste variraju zavisno od laboraép tako da poréenje PFGE Sablona
moze biti teSko. Postoje i nekKlampylobactersojevi koji ne mogu da se identifikuju
PFGE-om. Problem moze biti u produkciji DNAze i reose reSiti tretmanom
formaldehidom. U svakom slaju, PFGE se smatra dobrom tehnikom za detekciju

Campylobacterrsta do nivoa vrste i podvrste (On & HaringtonQ2p

lako je uopsSteno diskriminatorna MBAPD analize za vénu bakterija
niza nego kod PFGE i AFLP metoda, @ampylobacter jejunovo ne vazi — naprotiv,
diskriminatorna mé je veta nego kod PFGE (Nielsezt al, 2000). Obe metode imaju
veliku diskriminatornu mé koja je posledica sposobnosti metoda da detektuju
polimorfizam na nivou celog genoma, ali PF@G&Sto daje profile koji se ne slazu sa
drugim primenjenim metodama. Dobro je dokumentovdaoPFGE profili srodnih
izolata mogu biti zn&jno izmenjeni razitim genetékim dogatajima, npr. takastim
mutacijama u mestima vezivanja restrikcionih enzithagenetskim rearanZmanima
(On, 1998, Wassenaat al, 1998). Grupe formirane primenom RAPD analiz&liotbi
obuhvataju izolate koji pripadaju istoj serogrupema Penner-ovoj serotipizaciji.

flaA-RFLP je molekularna metoda za tipizacitampylobacter jejuni
preko analize restrikcionih fragmenata (RFLP) flaggkog genaflaA (Nachamkinet
al., 1993.).flaA gen se sastoji iz tri segmenta: C1 i C2 regiona & na C- i N-
terminalnom kraju gena i koji su konzervirani i Ydgiona koji se nalazi iznde njih i
varijabilan je. S obzirom da su regioni na C- itBkminalnom kraju konzervativni, bilo
je mogue konstruisati prajmere koji dovode do amplifikadipA gena. Upotrebom
odgovarajdeg restrikcionog enzima mogu se dobiti RFLP prafilog gena. Zaklgci
autora uptuju na to da jélaA genC. jejuniizrazito heterogen, pa bi ovaj metod mogao
biti od koristi u epidemioloskim studijama, s tino §e neophodno izvrsiti dodatna

ispitivanja na véem broju uzoraka.
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Medutim, kasnija ispitivanja kao npr. ona koja su sefoHarrington i
saradnici (1997.) preispituju vrednost ove metoelej¢ utvidieno dafla geni imaju
veliku sposobnost rekombinacije $to mozZe dovestezwi@gajnih promena u njihovom
RFLP profilu. Nasuprot tome, ispitivanja koja suageli Nielsen i saradnici (2000)
pokazala su ddaA-RFLP metoda daje profile koji grupiSu ispitivaneorke na stian
nain kao i druge metode primenjene u ovom ispitivargpa se moze koristiti kao

validna alatka u epidemioloSkim ispitivanjima.

Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) jedna je od
najnovijih molekularnih metoda. Ovu metodu je razWeygene BV, Wageningen,
Holandija (Vos et al., 1995.). Pripada grupi telankoje se karakteriSu amplifikacijom
fragmenata koji su dobijeni restrikcijom DNA (Sakall et al, 1999.). Odlikuje se
visokim stepenom diskriminacije i dobrom ponovlfo, a moze se primeniti u
Sirokom spektru istrazivanja. Koristi se za divanje polimorfizma u genomu nizih i
viSih organizama (Voet al, 1995.). Profili se dobijaju kokgnjem ograrienog seta
prajmera bez prethodnog znanja o genomu koji sezige. AFLP je baziran na
selektivnoj amplifikaciji DNA fragmenata dobijenilligestijom genomske DNA.
Tehnika uklj@uje restikciju DNA i vezivanje specinih dvolarganih adaptera,
selektivnu amplifikaciju podseta fragmenata i analamplifikovanih fragmenata u

gelu.

Jansseret al (1996.) su izvrSili ispitivanja u cilju testiranjkorisnosti
ove tehnike. Analizirali su 147 bakterijskih soje&%BLP metodom. Sojevi su pripadali
slede€im rodovima: Xanthomonas Stenotrophomonas Aeromonas Clostridium
Bacillus, Acinetobacter Pseudomonas Vibrio. Podaci dobijeni u ovoj studiji bili su
pogodni za uporvanje sa podacima dobijenim drugim tehnikama zaogpizaciju i
taksonomiju. Studija je pokazala da AFLP ima velgposobnost diskriminacije visoko
srodnih bakterijskih sojeva koji pripadaju istostrili biovaru.

Glavne prednosti kori&nja AFLP tehnike su da mozZe generisati profile
bilo koje DNA bez obzira na njeno poreklo ili koregbnost, bez prethodnog znanja o
genima ili sekvenci DNA koja se amplifikuje; imaosmbnost da razlikuje individualne
varijacije i identifikuje nove i/ili genetski udalpe klonove; moZe istovremeno
amplifikovati veliki broj razltitih fragmenata. Poredinjenice da je AFLP metoda
skupa i zahteva dosta vremena, ona ima i dodatman®gnja: zahteva potpuno
precis¢éenu dvolaganu DNA (prisustvo strane DNA remeti rekciju), nbeabéuje
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podatke o stepenu ekspresije gena, a podaci @itazlprisutnim genima ograténi su
samo na sojeve koji su sekvencionirani.

AFLP metoda je jedna od metoda koje seést® za genotipizaciju
Campylobacter jejuni Dobijeni rezultati su veoma zadovoljagjudiskriminatorni
potencijal metode u odnosu na ovaj rod je veomakvisSve vrste iz roda
CampylobactersemC. lari, razdvojene su u posebne klastere (Detnal, 2001.).C.
lari je grupisan u dva posebna klastera koji odgovamgetljivosti sojeva na
nalidiksicnu kiselinu. Takde, AFLP moZe detektovati podvrste k8djejuni C. fetusi
C. hyointestinalis Sojevi poreklom od zivine su poho AFLP-a razdvojeni u dve
grupe:C. jejunii C. coli, a u okviruC. jejuniklastera detektovani su raiti genetski
profili. Takode, otkriveno je nekoliko grupa humanih i zivinskidolata ¢iji AFLP
profili su identtni (Savelkoulet al, 1999., Duimet al, 1999., 2000.). Nisu otkriveni
profili koji bi bili ekskluzivni za humane ili ziviske izolate. Sposobnost AFLP metode
da razlikujeC. jejunii C. coli ¢iji genomi su izuzetno sini, veoma je vazna osobina
ove metode.

AFLP se moze koristiti i za epidemioloSka ispitija (Kokotovic & On,
1999.). S obzirom na to da se¢vm slitajeva kampilobakterioze javlja sporaao,
veoma je vazno da seite utvrdi koji klon je izazvao oboljenje. Podacibgeni AFLP
analizom mogu se koristi za pronalazenje izvoreekaife upordivanjem profila
humanog izolata sa profilima izolata iz réilh izvora. Neka istrazivanja su pokazala
da se sojevi izolovani iz jedne epidemije grupiSakwiru istog klastera (Lindstedt
al., 2000.). Dogda se i da sojevi iz dve radlie epidemije pripadaju istom klasteru.

Multiplex PCR (m-PCR) je varijanta PCR metode u kojoj se simultano
umnoZzavaju dve ili viSe DNA sekvenci u istoj PCRWkeji (Henegariuet al, 1997.,
Kalvatchevet al, 2004.). Ove njegove karakteristi&@e da se m-PCR Kkoristi kao brza
I pogodna alatka kako u istrazékam, tako i u klintkim laboratorijama. Primenjuje se
u dijagnostici delecija, mutacija i DNA polimorfizamkao i u kvantitativnim esejima,
ali se moze koristiti i za identifikaciju uzinika do nivoa vrste. Mogmost simultane
amplifikacije viSe ciljnih sekvenci zavisi od kontfminosti PCR prajmera koji se
koriste u reakciji. Prilikom izvdenja m-PCR metodéesto se nailazi na odiene
probleme (izostanak amplifikacije nekih ciljnih sekci, nejednaka amplifikacija,
nemoguénost reprodukovanja rezultat&)est problem je i pojava nespetifih traka ili

smira. Uspostavljanje m-PCR protokola za ddrai svrhu zahteva dugotrajnu i
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napornu optimizaciju svih komponenti PCR reakcipe, cemu se najw&a paznja
posveuje prajmerima, kao i optimizaciju uslova ampliftia.

m-PCR metoda naSla je primenu i u identifikacijratnika do nivoa
vrste. Razvijeni su protokoli za identifikacfLampylobacterrsta, odnosno potvrda.
jejuni i razlikovanjeC. jejuni od C. coli (Denis et al., 1999., Persson i Olsen, 2005.).
Denis i saradnici su razvili m-PCR za detekcijuazlikovanjeC. jejuniod C. coli iz
fecesa Zivine upotrebom tri seta prajmera: za @ rRNA (MD16S1 upper primer i
MD16S2 lower primer) koji je karakterisin za rod Campylobacter mapA
(MDmapALl upper primer i MDmapA2 lower primer) katakstican zaC. jejunii celE
(COLS3 upper primer i MDcol2 lower primer) karaktitan zaC. coli. Za izvaienje
metode moZe se koristiti kultura dobijena direktraasejavanjem uzoraka @arste
podloge ili posle obog&nja u ténoj podlozi, pricemu se pri obog&nju povéava broj
uzratnika, pa i kolEina DNA koja se moze korititi za analizu. Ovaj it
omoguava skréivanje uobéajene mikrobioloSke procedure izolacije i identitie
Campylobactewrrsta, omogéavajlti brze postavljanje kortae dijagnoze.

Persson i Olsen (2005.) su izvrsili ispitivanjanpene m-PCR metode za
identifikaciju C. coli i C. jejuni direktno iz uzoraka fecesa ljudi i kstih kultura
uzratnika uzgajanih na selektivnim podlogama. Tokom ai&tranja su kori&eni
prajmeri za gen za hipurikazbipO karakteristtan zaC. jejuni (hipO-S i hipO-R
prajmer), prajmeri koji amplifikuju deo gena za adpkinazu koja je karakterigtia za
C. coli(prajmeri CC18F i CC519R) i za gen 16S rRNA (prayéS-F i 16S-R) koji je
karakteristéan za rodCampylobacterpa je korigen kao interna kontrola PCR reakcije.
Metoda je testirana na 88 izoldta jejunii 47 izolataC. coli i dala je gotovo 100%
saglasnost sa rezultatima biohemijskih ispitivasgm jednog soj&. coli). Ukoliko je
koris¢enacista kultura, metoda je mogla da identifikuje izgbai kolicini od 10 — 100
¢elija, dok je granica osetljivosti metode za uzastaice bila 18 ¢elija po gramu. Ovaj
m-PCR protokol je razvijen za primenu u laboratonp koje se bave rutinskom
dijagnostikom u cilju brzeg postavljanja dijagnoze.

Jos$ jedan m-PCR za identifikacill jejunii C. colirazvili su Al Amri i
saradnici (2007.). Oni su primenjivali tri seta jprara: cad= (gen specifian za
Campylobactewrstu), hipO (zaC. jejuni) i asp(zaC. col)). Ovaj m-PCR je primenjen
na uzorcima fecesa Zivine i stolice pacijenata @iolod gastroenteritisa. Od 114
ispitivanih uzoraka 70 je identifikovano k&b jejuni 35 kaoC. coli, a kod 9 uzoraka je

utvrdena mesSana infekcija. Dva uzorka koja su mikroiSkildila negativna, u PCR
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reakciji dala su pozitivan rezultat. Updreanjem sa rezultatima hidrolize hipurata,
utvrdeno je da 9 uzoraka daju lazno negativnu reakegwhze hipurata, odnosno da
su iako hipurat negativni ipak posedovali gen zairarkoji razlaze hipurat i pripadali
vrsti C. jejuni Cak 17 uzoraka dalo je lazno pozitivnu reakciju agahnja hipurata,
odnosno nisu imalhipO gen pri m-PCR analizi. Ovi uzorci su identifikow&kao C.
coli pri m-PCR, odnosno posedovali su gen za aspagplirS obzirom da je gémpO
visoko konzervisan i speatfin zaC. jejuni (Linton et al, 1997., Sinhat al, 2004.),
namee se zakljgak da kod nekih drugih vrsta ro@ampylobacterverovatnoC. coli,
postoji gen koji za supstrat ima supstanctnslihipuratu, Sto moze dovesti do lazno
pozitivhe reakcije hidrolize hipurata.

Linton i saradnici (1997.) su radili na razvoju PQ@Retode za brzu
identifikaciju C. jejunii C. coliiz uzoraka fecesa. Kao gen izboraCzaejuni koristili
su gen za enzim koji razlaze hipurat. Rezultahayjbg ispitivanja sugeriSu da je ovaj
gen visoko specian zaC. jejunijer nije bio izolovan ni iz jednog uzorka drugirsta
iz roda Campylobacter(C. coli, C. fetus C. concisus C. lari, C. helveticus C.
mucosalis C. upsaliensis Helycobacter pylo)i, kao ni iz izolata iz mnogobrojnih
drugih rodova enterobacterijAdromonas hydrophilaEscherichia coli E. coli sero-
type O157 Salmonella enteritidis Salmonella typhimurium Salmonella virchow
Shigella sonneiShigella flexneriitd.). Nasuprot, gen je prisutan i kod izol&@ajejuni

koji ne pokazuju aktivnost razlaganja hipurata.

S obzirom na kompleksnost procedura za izolovanjeipizaciju
Campylobacter jejuni teSku manipulaciju genomom ovog uanika, viSe grupa autora
primenjivalo je u svojim istrazivanjima raglie molekularne metode i poredilo rezultate
tipizacije dobijene u ovim studijama. Osnovni ailjsvim ovim ispitivanjima bio je
odrediti jednu ili viSe metoda koje su dovoljno ustne da daju ponovljive rezultate, a
istovremeno omogiavaju pordenje rezultata iz ragitih laboratorija, pricemu su

izolati poreklom iz raztitog materijala i sa raglitih geografskih podrja.

McCarthy et al (2012.) pokuSali su da objasne sezonalnost pojave
druge aspekte kampilobakterioza integrisanim ppisto, koristéi metode populacione
genetike (primena standardnog upitnika Campylob&xatinel Surveillance Scheme —
CSSS) i epidemioloSke studije tokom ispitivanjeekgg trajalo 3 godine na velikom

broju sliajeva u razliitim geografskim podrjima (Velika Britanija, Finska,
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Australija, Novi Zeland). Tokom istrazivanja zakigno je da se populacije
Campylobacter jejunizolovane iz raztiitih geografskih podrtja metusobno razlikuju,
pri ¢emu su dve populacije izolovane u réitiin delovima Velike Britanije méusobno
gotovo idenitne i dosta sine populacijama iz Australije i sa Novog Zelendek ge
finska populacija najvSe razlikuje. Tokom periodd 8 godine udeno je da je
populacija izolata iz Velike Britnije relativno &itna, kao i populacija iz Finske.
Razlike koje postoje iznd@l seta izolata iz Velike Britanije i Finske mogti posledica
razlika u tipu hrane koja se koristi u ovim zemlgm namirnice koje se masovno
koriste u Finskoj razlikuju se od onih koje se kteiu ostale tri zemlje Sto govori 0
potencijalnoj povezanosti izolata sa vrstom zijekng domadina. Takae, u@ene su
razlike u distribuciji klonalnih komplekasa e drzavama — npr. oko 45% izolata iz
Finske pripadalo je kompleksu ST45, dok je procaimiau zastupljenost ovog kompleksa
u Velikoj Britaniji bila 5 puta niza, a u AustralijNovom Zelandwak 10 puta niza. Sto
se tte sezonalnosti infekcije, gene su razlike u distribuciji klonalnih komplekasa
tokom i van sezone. Jaki sezonalni efektiaro su kod komplekasa ST45 i ST283 koji
su pokazivali vrhunac tokom letnje sezone, kao$Za57 koji jeceke izolovan tokom
ostatka godine. Subtipovi izolata varirali su i gadinama pacijenata. Kod starijih
pacijenata (preko 60 godina) kompleks ST257 bioege izolovan, a ST574 de u
odnosu na pacijente nide od 30 godina. Nije @wena povezanost pola sa subtipom
uzratnika. DuZzina bolesti i @na simptoma nisu dovedeni u vezu sa izolovanim
klonalnim kompleksom.

Behringeret al (2011.) sproveli su studiju tipizacije na 100la&a C.
jejuni i C. coli izolovanih iz brojlera ili mesa brojlera upotrebasetiri molekulske
tehnike: flaA-RFLP, MLST, PFGE i REP-PCR. REP-PCR jedea na
automatizovanom sistemu Diversilab (Biomerieux). aOtehnika koriena je za
tipizaciju razltitih mikroorganizama populNeisseria meningitidisCandida izolata,
dermatofita i nekih mikroorgnizama iz zemljiSta,i ahije bila ispitana na
Campylobacte. Kori&eni metodi tipizacije ispitivani su u pogledu svoje
diskriminatorne mé, reproducibilnosti i epidemioloSkog slaganja. Spionost metoda
da formira klastere ispitivanih sojeva procenjivg@aa osnovu modifikovanog Rand i
Wallace koeficijenta.flaA-RFLP metoda imala je sposobnost tipizacije u 96%
slicajeva, Sto je odetiri ispitivane metode najnizi procenat. Formirgmofili su se
preklapali zaC. jejuni i C. coli u 7 sl&ajeva. Mogdnost rekombinacije unutar

flagelarnin gena, kao i iznda oba lokusa ovog gena oneméauwa upotrebu ove
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metode za dugotoe epidemioloSke studije. MLST metoda omé@lguje tipizaciju svih
ispitivanih uzoraka (100 %). Prednost ove metod&tge omogdava nedvosmisleno
razlikovanjeC. jejuniod C. coli, kao i Sto omogtava ponovljivost izméu laboratorija,
pa samim tim i upoddvanje rezultata. PFGE metoda oméida je tipizaciju 96%
ispitivanih izolata, pricemu nema preklapanja profila izéweC. jejunii C. coli, Sto
zn&i da metoda ima veliku diskriminatornu moREP-PCR metoda omogla je
tipizaciju 100% ispitivanih sojeva, ali je dolazitto preklapanja profil&. jejunii C.
coli. Takaie, klasteri formirani primenom ove metode nisu bporedivi sa klasterima
formiranim primenom drugih metoda, a sojevi unddastera nisu grupisani na osnovu
izvora infekcije ili lokacije izolovanih sojeva. Masobna upokivanja ovih metoda
dala su nisku stopu slaganja, mada je slaganjebloiie izmeiu MLST i PFGE, nego
kod bilo koje druge kombinacije metoda. REP-PCRou@tdaje bolje rezultate kod
tipizacije C. jejuninegoC. coli, ali ne omogéava nedvosmisleno razlikovanje ove dve
vrste. Formiranje klastera je delovalo nastmoj bez obzira na lokaciju izolata, izvor ili
vrstu.

Biswaset al. (2011.) su ispitivali rasprostranjenost gena pawéz sa
virulencijom C. jejuni u izolatima poreklom od ljudi i iz fecesa tovnenguli, kao i
njihovu sposobnost kolonizovanja jednodnevnih lerajl Ispitivano je prisustvo 14
gena od kojih je 7 odgovorno za adherenciju i kidaciju uzr@nika u crevimaf{aC,
cadF, dodC, racR, jIpA, pell i dnal), 4 za sposobnost prodiranyarB11, ciaB, pldA i
iamA) i 3 za zastitu od delovanja nepovoljnih uslozabkruzenja litrA, cbrA i sodB).
Svi sem genairB11 bili su Siroko rasprostranjeni kod izolata qgimaekla. Od broja
ispitivanih izolata 67% je posedovalo svih ostaliB gena. Geni odgovorni za
adherenciju, invazivnost i prezivljavanje u nep@voh uslovima okoline bili siege
zastupljeni kod izolata poreklom od ljudi nego auhoiz fecesa goveda. Ipak,dema je
slicnost u obrascima gena koji su bili prisutni kodaza poreklom od ljudi i goveda na
istom geografskom podju koji su prikupljeni u isto vreme. Gezad- odgovoran za
proizvodnju proteina koji se vezuje za fibroneksipoljasSnje membranéelije bio je
prisutan kod svih ispitivanih izolata, te se veruj@ je neophodan za kolonizaciju
crevnog epitela. M#utim, izolati sa raztiitim obrascima prisustva ispitivanih gena i
razlicitog porekla su pokazivali dobru sposobnost koladie jednodnevne piladi sa
nivoima kolonizacije koji su odgovarali nivou ndsta posle unoSenja referentnog soja

NCTC 11168. Rezultati ovog ispitivanja sugeriSu oiogst infekcije ljudi sojevima
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uzrainika poreklom od tovne junadi, pogotovu u svetliapa kolonizacije piladi istim
sojevima.

Wilson et al (2009.) su analizirali 63 izolat&€ampylobacter jejuni
prikupljenih kod piladi iz raztitog okruzenja (konvencionalno gajenih, organski
gajenih, gajenih na otvorenom prostoru u tri atkeridrzave) u cilju otkrivanja
genetékog diverziteta méu izolatima, kao i eventualne povezanostima uzgoja i
genotipa izolata. U prikazanoj studiji prevaler€ajejuni bila je najniza kod jata u
slobodnom uzgoju (8%), dok je nagee prevalenca bila kod organski gajenih jata
(40%). Primenjene su metode PFGE, MLST i rep-P@&R-RCR profili izrdeni su
kombinovanjem REP-PCR, ERIC-PCR i BOX-PCR analMeST analiza zasniva se
na analizi tzv. ,house-keeping“ gena (visoko koma&wni region DNA), rep-PCR
nasuprot analizira visoko varijabilne regione, dRGE u obzir uzima i konzervativne i
varijabilne. Profili nastali kombinovanjem REP-PCERIC-PCR i BOX-PCR analize
(rep-PCR profili) bili su veoma heterogeni uz pssto dva amplikona (ERIC i BOX)
koji su bili prisutni kod 95%. jejuniizolata. rep-PCR je identifikovao 3 para izolada s
slicno&u vecom od 90%, PFGE 12 setova ovakvih izolata, a kodSMlanalize svi
izolati, sem jednog, pokazivali su viSe od 90% hlmgige. rep-PCR je pokazao najve
stepen rezolucije. Prilikom analize rezultata naows lokacije (geografsko poreklo
uzoraka) uéeno je da grafikon nastao na osnovu rep-PCR anadikazuje vée razlike
medu izolatima, ali je i dalje jasno grupisanje izalaprema drzavi u kojoj su
uzorkovani. Ovakav polozaj izolata na grafikonu kegp-PCR metoda je posledica
njegove visoke rezolucije. Opsti zaklpk je da sva tri metoda imaju diskriminatorni
potencijal, ali dok MLST moZe detektovati lateraltransfere gena i polimorfizam
pojedin&nih nukleotida, PFGE i rep-PCR detektuju promenaigau ¢itavog genoma,
pri ¢emu bez potpunog sekvencioniranja nije mé@gutvrditi njihovo poreklo.

Mgller Nielsen i saradnici (2000.) ispitivali su 98olata C. jejuni
poreklom od zivine, goveda i ljudi primenom 6 metdipizacije (Penner-ova Sema
serotipizacije, ribotipizacija, PFGE, RAPBaA-RFLP i flaA-DGGE (denaturiséa
gradijent gel elektorforeza — denaturing gradiest glectrophoresis)). Metodi su
ocenjeni i pordeni prema sposobnosti da identifikuju izolate ptek iz jedne
epidemije i da naprave razliku izde nepovezanih izolata. Naje diskriminatornu
mo¢ pokazali su RAPD i PFGE. Svi izolati mogli su datgiziraju na sve ispitivane
naine. Formirano je 13 potencijalnih grupa premaekijgimu da se izolati moraju

grupisati u istu grupu upotrebom minimalno 4 odsitivanih metoda. Nije bilo
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mogute povezati izolate sa samo jednim izvorom infekcyesvakoj grupi bilo je

izolata razl¢itog porekla.

Predstavnici rodaCampylobacterSiroko su rasprostranjeni u prirodi,
podlozni Stetnim utcajima okoline, komplikovaniizalaciju zbog zatevnih uslova rasta
I pojave nekulturabilnih formi i veoma raznovrsrdve njihove osobine koje
uslovljavaju teSku izolaciju i ispitivanje pojediimah izolata s jedne strane, s druge
strane omogtavaju sprovdenje populacionih studija (Maiden & Dingle, 2008.).
BioloSke karakteristike uztmika, a nar¢ito njegova specijalizacija za pojedine
dom&ine | raznovrsnost u okviru vrste | roda, &ami su za nastanak
kampilobakterioza ljudi. Glavni uz&aici kampilobakterioza sC. jejunii C. coli koji
uzrokuju 90%, odnosno 10% oboljenja ljudi. Obolghjdi nastaje oralnim unoSenjem
kontaminirane hrane i vode. Odeme grupe autora, e njima i ovde pomenuti
Maiden i Dingle, se prvenstveno bave promenama manoma nivou nukleotida
stavljajuti u prvi plan metode kao Sto su MLST i SNP, formjea klonalnih
komplekasa i izradu genealoSkih stabala na osnetektbvanih promena. lako su ove
metode veoma informativne, zahtevaju mnogo vremeraika nowkana sredstva, pa
nisu pogodne za standardne laboratorije.

Uzimajwi u obzir specitnosti autohtonih populacija bakterija, pa i
Campylobacter jejuniova istraZzivanja su usmerena ka pronalazenjudakyeatnijih
tehnika i razvijanju sistema za reproducibilni, alettivni i ekonoméan (u pogledu
vremena i sredstava) ¢ia za tipizaciju bakterija unutar rod@ampylobacter sa

posebnim osvrtom na vrs@i jejuni

27



Ciljevi i zadaci istraZivanja

3. CILJEVI | ZADACI ISTRAZIVANJA

U savremenom svetuCampylobacter jejunipredstavlja jednog od
nage&ih uzrainika humanog gastroenteritisa. Bolest se&mbipojavljuje sporadno,
eventualno u vidu poro¢hih epidemija i veoma je teSko pr@nazvor infekcije.
Epidemiologija i naini prenoSenja uzkmika su, takde, nejasni. Svi ovi problemi
ukazuju na potrebu razvoja novih metoda za izalacigentifikaciju i tipizaciju

uzracnika koje bi mogle pom u pratenju i iskorenjivanju bolesti.

Cilj ovih istrazivanja je detekcijadCampylobactervrsta i tipizacija
izolata, posebnd&. jejuni, u zivinskom mesu u Republici Srbiji. S obzirom skma
izolacija uzr@nika i njegova identifikacija do nivoa vrste ne @l@jodatke koji mogu
dovesti do povezivanja konkretnog izvora infek@ge nastalom epidemijom, potrebno
je izvrsiti tipizaciju uzrdénika odgovarajgim metodama u zavisnosti od potreba

istrazivanja.

Postavljeni zadaci:
1. Utvrditi nivo kontaminacije brojlera na far@ampylobacterrstama, kao i nivo
prisustva uzrénika u okruzenju farmi;
Utvrditi nivo kontaminacije brojlera na klanici;
3. Utvrditi znataj pileceg mesa kao izvora infekcije ljudi, kao i Zapbrojlera kao
rezervoara uzkmika kampilobakterioze ljudi;
4. Primeniti adekvatne metode za tipizaciju izolovasibieva kako bi se oni
uporedili me&usobno i sa referentnim sojevima;
5. Predloziti specifine mere u cilju smanjenja rizika od kampilobakteeidjudi i
analizirati njihov efekat na:
* smanjenje procenta kolonizovanih jedinki na farmama
e smanjenja broja inficiranih trupova na klanicama

» obrazovanje potroga kako da bezbedno rukuju hranom tokom pripreme
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4.2

Materijal i metode

MATERIJAL | METODE

PLAN ISTRAZIVANJA
Istrazivanje je sprovedeno u dve faze:
formiranje kolekcije sojeva&Campylobacterspp. (zadrzani su sojevi koji su
identifikovani kaoC. jejunii C. coli);
molekularna ispitivanja odabranih sojeva iz kolgkcsa ciljem odrdivanja

srodnosti méu izolatima putem izrade filogenetskih stabala.

MATERIJAL

4.2.1 Uzorci za ispitivanje

Izbor uzoraka za ispitivanje izvrSen je na osnoatametara preciziranih

u izvestaju EFSA iz 2006. godine:

uzorkovanje je vrSeno posle tiemja, s obzirom da samo Hdénje predstavlja
kriticnu tatku — tokom hldenja dolazi do redukcije broja bakterija na trugh,
u isto vreme lako dolazi do unakrsne kontaminaiciypova, pa se kao rezultat
faze hlaenja moze &ekivati viSa prevalenca, ali nizi nivo kontaminacij

kao uzorak se moze uzeti ceo trup ili koza sa dieezatrane vrata brojlera
(najmanje 25 g uzorka). U ovom istrazivanju je utmeselog trupa uziman
ispirak trupa u sterilnoj kesi uz upotrebu 100 r¥ritnog slanog peptona.
Takaie, uzorkovani su i brisevi trupova. Brisevi su otinmakon uzorkovanja
transportovani u laboratoriju u transportnom medijuili u medijumu za
obogdaenje;

uzorkovanje je vrSeno na nivou klanice — poreklgjlbra nije uzimano u obzir
(da li su sve ptice sa iste farme ili se istog da$aklanje sa razitih farmi, pa
je doslo do meSanja jata);

uzorkovanje je vrseno u nekoliko klanica u Pomdkaus okrugu pricemu je
veli¢ina klanice i nain rada, kao i kvalitet opreme u njima bio raili— od

industrijskih klanica do polu-zanatskih objekata.
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Ispitivanja su vrSena od februara 2011. do juna22@bdine. Uzorci su
uzimani iz 4 klanice za zivinu sa Pomoravskog epimboSkog podrtja. Ukupan broj
uzoraka sa klanica bio je 190. Pregled broja ievtstoraka iz klanice dat je u tablici br.
3.

Tablica 3: Broj i vrsta pregledanih uzoraka iz klanica

klanica
B A w C UKUPNO

m
bris trupa 16 37 15 37 104
ispirak trupa 9 10 19
kozice S3
dorzalnog 15 15 22 52
dela vrata
jetra 8 8
cekum 6 6
UKUPNO 48 52 53 37 190

Jedan broj ispitivanih uzoraka (43 uzorka) potigasa 4 farme za uzgoj
Zivine. Ispitivanja na farmama vrSena su da bidgaluvid u procenat kolonizovanih
jedinki koje, s obzirom da noseampylobacteikako u crevima, tako i na kozi i perju,
mogu biti izvor kontaminacije trupova u klanicani&egled vrsta i broja uzoraka sa

farmi dat je u tablici br. 4.

Tablica 4: Broj i vrsta pregledanih uzoraka iz primarne pvodnje (sa farme)

farma
S P CF AG UKUPNO

uzorak
feces 14 6 2 8 30
bris fecesa 6 6
bris iz
objekta 4 4
hrana 1 1
voda 2 2
UKUPNO 14 12 9 8 43
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Broja pregledanih uzoraka po mesecima dat je uctdil 5.

Tablica 5: Broj pregledanih uzoraka po mesecima tokom tajepitivanja

Period Broj pregledanih uzoraka
Februar 2011. 24
Jun 2011. 18
Jul 2011. 45
Novembar 2011. 29
Februar 2012. 8
Mart 2012. 30
April 2012. 9
Jun 2012. 40
Oktobar 2012. 30
Ukupno 233

4.2.2 lzolatiCampylobacter spp.

S obzirom da je jedan od ciljeva ispitivanja biagoreiivanje izolata
poreklom od ljudi sa onima poreklom od Zzivine, tokaspitivanja korigeno je i
nekoliko izolata koji su nabavljeni iz zavoda z&ti#a zdravlja ljudi (ukupnd@ izolata).

Pregled ovih izolata dat je u tablici br. 6.

Tablica 6: Broj i vrsta izolata humanog porekla

77217
_ Z V UKUPNO
izolat

fecestoveka | 2 5 7

UKUPNO 2 5
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4.2.3 Hranljive podloge i dodaci

Tokom ovih istrazivanja koré&ne su komercijalne hranljive podloge i

dodaci proizvdaca Oxoid Ltd, Basingstoke, Hampshire, UK.

Za izolaciju Campylobactervrsta korisene su téne (Bolton bujon) i

cvrste diferencijalne (CCDA - selektivni Campylolectagar bez dodatka krvi i

Columbia krvni agar) podloge uz dodatak odgovaihjisuplemenata. lIzolacija je

vrSena u mikroaerofilnim uslovima u loncu za anberaiz upotrebu végca za

obezbdenje mikroaerofilnih uslova (CampyGeh.

4.2.4 Reagensi za molekularna ispitivanja

Polimeraze:

- DreamTaq Green PCR Master Mix (2x) (ThermoScientivaltham, USA) —
ready-to-use rastvor koji sadrzi DreamTAdDNA polimerazu, optimizirani
DreamTaq Green pufer, magnezijum-hlorid (MCi dNTP miks. Ovaj
master miks sadrzZi i dve boje koje se koriste zeledtavanje produkata, kao i
reagens za podeSavanje gustine Sto odsgudirektno ditavanje proizvoda
PCR reakcije na gelu.

- Phusion Hot Start High Fidelity Polymerase (Therwcie8tific Fermentas,
Waltham, USA)

Prajmeri (Metabion International AG, Martinsriedei@any)

Molekularni markeri:

- Thermo Scientific GeneRuler Express DNA Ladder SM15(Thermo
Scientific, Waltham, USA)

- GeneRule™ DNA Ladder Mix SMO0331 (ThermoScientific Fermentas,
Waltham, USA)

TBE (Tris borat EDTA bufer): 89mM Tris-HCI, 89mM bwa kiselina, 2.5 mM

EDTA [pH 8.2]

Agaroza — Agarose Neeo ultra qualitat (Carl ROTHnbB, Karlsruhe,

Germany)

Gelovi za elektroforezu: 1.5% agaroza u 0.5x TBE
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4.2.5 Oprema
Tokom istrazivanja kortena je standardna laboratorijska oprema. Za

molekularna ispitivanja, osim ove opreme, ké&eid su neki specini aparati:

e centrifuga MPW 350R, MPW Medical Instruments, Pdlan

« Eppendorf MasterCycler Personal thermocycler, EQpgnGermany

* mikrotalasna pg& Neo

* magnetna mesSalica, Raypa AG 2, Spain

» vorteks, Velp Scientifica, Italy

* termoblok CH 100, BioSan, Spain

* uobicajen laboratorijski pribor

43 METODE
4.3.1 lzolacijaCampylobacter spp.

Za izolaciju i identifikacijuCampylobactervrsta korigena je metoda
EN/ISO 10272-1:2006 — Microbiology of food and aainfeeding stuffs — Horizontal
method for detection and enumeration @aAmpylobacterspp. — Part 1. detection
method. Izolati su potdeni kao Campylobacterspp. primenom testova opisanih u
ovom ISO standardu: izostanak rasta na 25° C uoagkofilnim uslovima, izostanak
rasta na 42° C u aerobnim uslovima, pregled miknpskog preparata, oksidaza test.
Posle potvrde, izolati su umnoZeni u triptikazaadojijonu. Pripremljeni izolatiuvani
su na -80°C u triptikaza-soja bujonu sa dodatkoicegdla (Cody et al., 2009.) do

analize.

4.3.2 Biohemijska identifikacija izolataCampylobacter spp.

Za identifikaciju izolata do nivoa vrste primenjesu biohemijski testovi
opisani u primenjenom ISO standardu: detekcijal&aéa detekcija hidrolize hipurata,
osetljivost na nalidikgnu kiselinu i cefalotin. Testovi su sprovedeni r@gim opisan u
ovom standardu. Kao potvrda da se radi o W@stijejuni kori&en je test hidrolize

hipurata.
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4.3.3 Priprema bakterijskih izolata za PCR

Izolati Campylobacterspp. su posle odmrzavanja osvezeni u Bolton
bujonu, a zatim kultivisani na Columbia krvnom @agdez dodatka suplementa.
Kolonije sa Columbia krvnog agara su suspendovam& (Tris-EDTA-Md™) puferu.
Izolacija DNA je izvrSena posle lizeelija usled zagrevanja suspenzije na 95°C tokom
10 minuta i naglog htienja na -20°C. Posle centrifugiranja (13000 rpmmibuta), 50
ul supernatanta je preneto u 500 pl TE pufera koyaipremljen izolat j&€uvan na -

20°C do izvdenja PCR-a. Za analizu je kar&h 1 pl ovog uzorka.

4.3.4 Protokoli za PCR

4.3.4.1 m—PCR
m—PCR je sproveden u zapremini odi2koja sadrzi:
* DTG MasterMix (ThermoScientific Fermentas)
*  0.5mM MDmapA1l prajmera
*  0.5mM MDmapA2 prajmera
* 0.5mM COL3 prajmera
* 0.5mM MDCOL2 prajmera.
Spisak prajmera dat je u tablici br. 7.
Amplifikacija je sprovedena u Eppendorf MasterCyclPersonal
thermocycler-u, préemu je korigen sledéi program:
* inicijalna denaturacija 10 min na 95°C,
» 35 ciklusa:
- denaturacija 30 s na 95°C,
- pripajanje 1 min 30 s na 59°C,
- izduzivanje (ekstenzija) 1 min na 72°C

» finalna ekstenzija 10 min na 72°C.
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Materijal i metode

Tablica 7: Spisak prajmera kokignih u m-PCR analizi

Prajmer Sekvenca (5-3) Referenca
MDmapAl| CTATTT TATTTT TGA GTG CTT GTG Denist al, 1999.
MDmapA2 | GCT TTATTT GCC ATT TGT TTT ATT Denigt al, 1999.
COL3 AAT TGAAAATTG CTC CAACTA TG Denist al, 1999.
MDCOL2 | TGATTT TAT TAT TTG TAG CAG CG Denist al, 1999.
4.3.4.2 RAPD

RAPD analiza je sprovedena u zapremini ogi2HeSavine koja sadrzi:
* DreamTaqGreen Master Mix (ThermoScientific Fermghta
e 1 ulsupernatanta bakterijske DNA kao matricenfilata) i
e 100 pM odgovarajteg prajmera.

RAPD prajmeri i uslovi amplifikacije za RAPD analigati su u tablici br. 8.
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Tablica 8: Prajmeri i uslovi amplifikacije za RAPD analizu

Materijal i metode

Prajmer| Sekvenca (5'-3’) Uslovi umnozavanja Referenca
AP10 CAGGCCCTTC 1. inicijalna denaturacija| Selenska-Pobeébt

95°C 5 min

2. 45 ciklusa: al., 1996.

94°C 1 min

36°C 1 min

72°C 2 min

. finalna ekstenzija

72°C 5 min
SPH1 | GACGACGACGACGAC . inicijalna denaturacija| Dooley et al,

94°C 5 min

. 40 ciklusa: 1993.
AF14 GGTGCGCACT 94°C 1 min| Mliki et al, 2001.
BC318 | CGGAGAGCGA 32 C L min et al, 2001
AX16 | GTCTGTGCGG . finalna ekstenzija Mliki et al, 2001.
72°C 5 mip

AG15 | CCCACACGCA Mliki et al, 2001.
AK16 | CTGCGTGCTC Mliki et al, 2001.
OPA8 | CCGCAGCCAA Mliki et al, 2001.
OPA10| GTGACGTAGG Mliki et al, 2001.
DJP17 | GTGCGCATCAGGCCGTA | 1. inicijalna denaturacija| Dizajniran za ovg

95°C 5 min
. 35 ciklusa:

94°C 1 min

57°C 1 min

72°C 2 min
. finalna ekstenzija

72°C 5 min

istraZzivanja

4.3.4.3 rep- PCR
rep-PCR analiza je izvedena prema metodi Versalevial (1991),
primenom BOX prajmera: (GT@) BOX A1R i para prajmera ERIC 1R/ERIC 2. U

50ul zapremine PCR reakcije su sadrzale po 1U Dréam Green Polymerase ili

Phusion Hot Start High Fidelity Polymerase (Thergieftific Fermentas), 1ul (~25
ng) bakterijske DNA kao
Amplifikacija je sprovedena u Eppendorf MasterCydédersonal thermocycler-u prema

uslovima datim u tablici br. 9.

matrice (templata) i 10M pdgovarajieg prajmera.
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Materijal i metode

Tablica 9: Prajmeri i uslovi amplifikacije za rep-PCR analiz

Prajmer | Sekvenca (5'-3) Uslovi umnozavanja Refeee
(GTG) GTG GTG GTG GTG GTG 1. Inicijalna denaturacija
BOX CTA CGG CAA GGC GAC GCT GAC G 94°C 3 min
A1R .
2. 35 ciklusa:
94°C 1 min
53°C 1 min
65°C 8 min|
(o))
3. konaina ekstenzija )
65°C 16 min| ®©
Par ATG TAAGCT CCT GGG GAT TCAC | 1. Inicijalna denaturacija g
' ° ; k)
Er::zelr: AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G 95°C smin
2. 35 ciklusa: g
ERIC 2
94°C 1 min
53°C 1 min
65°C 8 min
3. kona&na ekstenzija
65°C 16 min

4.3.5 Vizuelizacija dobijenih PCR fragmenata

PCR fragmenati (po &l) su razdvojeni horizontalnom elektroforezom

(aparat za horizontalnu elektroforezu MAXIGEL EcoAPELEX) u agaroznom gelu

gustine 1.5% (w/v) i 0.5x TBE puferu za elektrofmue pri konstantnom naponu od

100V. Gelovi su vizuelizovani bojenjem etidijum brimlom. Procena veline dobijenih

fragmenata vrSena je updreanjem sa markerima poznatih molekulskih masa ,DNA
ladder* (ThermoScientific Fermentas SM1551 i SM0Q331
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4.4  KOMPJUTERSKI PROGRAMI KORIS CENI PRI OBRADI DOBIJENIH
REZULTATA

4.4.1 Filogenetske analize

Sliénost izolataCampylobacterspp. procenjivana je na osnovu simple
matching coefficient (SSM). SSM je stati&ii pokazatelj koji govori o stnosti izmeiu
podataka kad oni nose informacije podjednake vrstillkoje se obeleZzavaju sa 0 i 1 pri
¢emu 0 ne zna odsustvo informacije ili stanja. Formiranje kiaxst vrSeno je na bazi
UPGMA (unweighted pair group arithmetic averagddige algorithm) analize
primenom STATISTICA 7 software. STATISTICA 7 softeaomogidava analizu
podataka, njihovu obradu, izradu statisth pokazatelja. Ovaj program omdadgwa

izradu filogenetskih stabala i formiranje klastera.
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Rezultati

5. REZULTATI

Istrazivanje je sprovedeno od februara 2011. dolokt 2012. godine.
Ukupno je pregledano 233 uzoraka poreklom od Ziggzeklanice i farme), 3 izolata
dobijena iz laboratorije za ispitivanje hrane, @laa poreklom od ljudi i 2 referenta
soja C. jejuni Ukupno je izolovano i ispitano 55 izolata ideiktivanih kao
Campylobacterspp. i to: 43 izolata poreklom sa klanica Zivibeizolata poreklom sa

farmi, 5 izolata poreklom od ljudi i 2 referentr@asC. jejuni

51 PrisustvoCampylobacter vrsta na klanici

Od ukupnog broja pregledanih uzoraka sa klanicZizau (190), 43
uzorka su bila pozitivna n&ampylobacterspp. Sto predstavija 22.6%. NajviSe
pozitivnih uzoraka bilo je u uzorcima brisa — 34ipigna od 102 pregledana i ispirka
trupova — 6 pozitivnih od 19 ispitanih (33.3% i &% redom), zatim u uzorcima koze sa
dorzalnog dela vrata — 3 pozitivha od 45 ispitaifY%), dok iz jetri i cekuma uzetih

na liniji klanjaCampylobactewrste nisu izolovane.

5.2 PrisustvoCampylobacter vrsta na farmama zivine
Od ukupnog broja pregledanih uzoraka sa farmi (§83ga 5 uzoraka je
bilo pozitivno Sto predstavlja 11.6%. Svi pozitivazorci bili su uzorci cekuma. Iz

uzoraka briseva sa opreme, vode i hri@aepylobactenije izolovan.

U tablici br. 10 dat je pregled broja pregledanitbroja pozitivnih

uzoraka po mesecima.
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Tablica 10 Broj pozitivninh uzoraka (identifikovanih ka&ampylobacterspp.) po

mesecima (broj pozitivnih / broj pregledanih uzaa

% Broj pozitivnih uzoraka / broj pregledanih uzoraka
o} o)
N (@)
> [
< ©
'S N
Period S 8 ©
2 : . 3
o o S » I 2 i
= =3 < o © c 3 o
g 2 £ gz s 3 8§ 4 . & =
= o Do B o} Q = = o o
o 0 T 9 3] Q o o c >
Februar 24 1/16 0/8
2011.
Jun 2011. 18 0/11 0/4 0/1 0/2
Jul 2011. 45 3/45
Novembar 29 0/8 o/7 0/6 0/8
2011.
Februar 8 3/8
2012.
Mart 2012. 30 9/20 2/10
April 2012. 9 4/9
Jun 2012. 40 12/2 56 0/8 0/6
0
Oktobar 30 9/30
2012.
Ukupno 233 34/1 6/19 3/52 0/8 5/12 0/27 0/6 0/4 0/1  0/2
02
Pregled izolata prema vrsti uzorka i lokaciji uzmrinja dat je u tablici
br. 11.

Izolati dobijeni iz laboratorije za ispitivanje Im& ozn&eni slovom H su
posle zasejavanja i pregleda mikroskopskog prepaodab&eni jer njihov rast na
selektivnim podlogama u mikroaerofilnim uslovimajenibio karakteristian za
Campylobactervrste. Ovi uzorci su kasnije testirani i m-PCR odetim, a odsustvo
amplifikovanih fragmenata je potvrdilo da se ne irad predstavnicima roda
Campylobacter

Izolati poreklom od ljudi su do ispitivanjauvani na -80° C. Posle
odmrzavanja i osveZzavanja, 5 izolata je poraslgeaiektivnim podlogama. Ovi izolati

su ispitani kao i izolati dobijeni od zivine.
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Tablica 11 Pregled izolata prema vrsti uzorka i lokaciji tkavanja

Rezultati

Objekat

Objekat

(vrsta i Poreklo anaka (vrstai Poreklo anaka
izolata izolata
oznaka) oznaka)

Klanica B | Bris trupa brojlera B6 Klanica C Bris trupa brojlera Cc22
KoZa sa dorzalnog dela B8 Bris trupa brojlera c23
vrata
KoZa sa dorzalnog dela B14 Bris trupa brojlera c24
vrata
KoZa sa dorzalnog dela B15 Bris trupa brojlera C25
vrata
Ispirak trupa brojlera B7 Bris trupa brojlera C26
Ispirak trupa brojlera B13 Bris trupa brojlera C32
Ispirak trupa brojlera B9 Bris trupa brojlera C33
Ispirak trupa brojlera B10 Bris trupa brojlera C34

Bris trupa brojlera C35

Klanica W | Ispirak trupa brojlera W11 Bris trupa brojlera C36
Ispirak trupa brojlera W12 Bris trupa brojlera C37
Bris trupa brojlera W52 Bris trupa brojlera C38

Bris trupa brojlera C59

Klanica A | Bris trupa brojlera A47 Bris trupa brojlera C60
Bris trupa brojlera A48
Bris trupa brojlera A5 Zavod za Fece&wveka 220
Bris trupa brojlera A4 javno Fecesoveka Z21

zdravlje Z
Bris trupa brojlera A3
Bris trupa brojlera A2 Zavod za Fece&wveka V16
Bris trupa brojlera Al javno Fece&wveka V17
Bris trupa brojlera A42 || zdravlje V | Fecesioveka V18
Bris trupa brojlera A43
Bris trupa brojlera A44 || Farma P Cekum brojlera p27
Bris trupa brojlera A45 Cekum brojlera P28
Bris trupa brojlera A46 Cekum brojlera P29
Bris trupa brojlera A53 Cekum brojlera P30
Bris trupa brojlera A54 Cekum brojlera P31
Bris trupa brojlera A55
Bris trupa brojlera A56 || Laboratorija H39
Bris trupa brojlera A57 ||H H40
Bris trupa brojlera A58 H41
Referentni | ATCC 29428 R51
sojevi R ATCC 33291 R50

testova: izostanak rasta na 25° C u mikroaerofimstovima, izostanak rasta na 42° C u
Da bi

Svi izolati su potwieni kao rodCampylobacterprimenom potvrdnih

aerobnim uslovima, pregled mikroskopskog preparatksidaza test.

identifikacija sprovela do nivoa roda, svi izolptegledani su na prisustvo enzima koji

razlaze hipurat. Prisustvo ovog enzima smatra sagmm da je izolaC. jejuni Izolati
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Rezultati

poreklom od ljudi potuteni kaoCampylobactespp. takde su pregledani na prisustvo
ovog enzima. Kao rezultat ove analize 24 izolatagvyrdeno kaoC. jejuni(B14, B15,
B7, B13, B9, B10, W11, W12, W52, A47, A5, A2, AdR43, Ad4, A45, A46, A53,
A58, C59, C60, V16, R50, R51), a 30 k&@o coli (B8, A48, Al, A3, A4, A54, A55,
A56, A57, C22, C23, C24, C25, C26, C32, C33, C35,d36, C37, C38, 220, 721,
V17, V18, P27, P28, P29, P30, P31). Jedan izodattikovan je kadC. lari.

Ukoliko se posmatraju samo izolati poreklom od ri¢viod ukupno 48
izolata, 21 izolat je potden kaoC. jejuni a 26 kadC. coli. Jedan izolat je identifikovan
kao C. lari (B6) Sto je potuteno primenom dodatnih biohemijskih testova (rezulta
nisu prikazani u radu).

Od 5 ispitivanih izolata poreklom od ljudi jedan petviden kaoC.
jejuni, a 4 kacC. coli.

Oba referentna soja koéeEna tokom rada sC. jejuni Ovi sojevi su
biohemijski provereni pre upotrebe u radu.

Svi izolati sem izolata A53 dali su jasno pozitivititnegativnu reakciju,
dok je kod ovog izolata doSlo do blage promene bgpavo-ljubtastu Sto uptuje na
malu kol€inu uzranika u uzorku. Rezultati biohemijske karakterizacgolata dati su u
tablica br. 12.
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Tablica 12 KarakterizacijagCampylobacteizolata prema biohemijskim osobinama

Karakteristike o Karakteristike _

ER g ER g

g|35 5|58 )8 Tg135| § 588
x | ol 85| 2 1232 (¥ |2¢|85 8 |22| 3
S |3E 5o S |22/ E |8 |@E|as 8 |E2E
5 e |2° S 5 | |£° S
B6 - - - lari || AS8 | - - + jejuni
B8 - - - coli ||C22 | - - + - coli
B14 | - - + + jejunijfc23 | - - + - coli
B15 | - - + + jejunijfc24 | - - + - coli
B7 - - + jejunijfc2s | - - + - coli
B13 | - - + + jejunijfc26 | - - + - coli
B9 - - + jejuni||C32 | - - + - coli
B10 | - - + + jejuniJ|C33 | - - + - coli
W11l | - - + + jejuni||C34 | - - + - coli
wiz | - - + + jejunij|C35 | - - + - coli
W52 | - - + + jejunij|C36 | - - + - coli
A47 | - - + + jejuni | C37 | - - + - coli
A48 | - - + - coli ||C38 | - - + - coli
A5 - - + jejuni | C59 | - - + + jejuni
A4 - - - coli ||C60 | - - + + jejuni
A3 - - - coli || Z220 - - + - coli
A2 - - + jejuni || z21 - - + - coli
Al - - - coli ||vie | - - + + jejuni
Ad2 | - - + + jejuni || vi7 | - - + - coli
A43 | - - + + jejuni j| vi8 | - - + - coli
Ad4 | - - + + jejuni || P27 - - + - coli
A45 | - - + + jejuni || P28 - - + - coli
Ad6 | - - + + jejuni || P29 - - + - coli
A53 | - - + +/- jejuni || P30 - - + - coli
A54 | - - + - coli || P31 - - + - coli
A55 | - - + - coli |R51 | - - + + jejuni
A56 | - - + - coli J|R50 | - - + + jejuni
A57 | - - + - coli
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5.3 REZULTATI MOLEKULARNIH ISPITIVANJA

5.3.1 Rezultati multiplex PCR analize

Modifikovani m-PCR je primenjen u cilju potvrde lata na nivou vrste.
Analiza je izvrSena upotrebom dva od tri seta peagmkoji su specificirani u radu
Denisa i saradnika (1999.). Kao rezultat ove anialdije dobijeni su fragmenti duzine
589 bp i 462 bp DNA koji odgovaraju rodtiampylobactervrstamajejuni, odnosno
coli. Rezultati m-PCR analize dati su na slikama 2a i 2

590bp -».
460 bp

Slika 2a: m-PCR izolat@. jejunii C. coli na osnovumapA i celE gena.

M — GeneRuler DNA Ladder Mix SM0331 (Fermentasyaéittija); sp — slepa proba

a) Linije 1, 16 i 28. M; Linije 3-15. R51; IzolatAl; A2; A4; B6; B13; B15; V16; V17; Z20; Z21; C23;
C24; Linije 17-27. C25; C26; P27; P29; P30; C3450336; C38; H39; sp

590bp -
460 bp

Slika 2b: m-PCR izolat&. jejunii C. coli na osnovumapA i celE gena.

M — GeneRuler DNA Ladder Mix SM0331 (Fermentasyaéttija); sp — slepa proba

b) Linije 1 i 18. M; Linije 3 - 17. R51; sp; IzolatH40; H41; A43; A46; W52; A53; A54; A55; A56;
A57; A58; C59; C60.
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Rezultati

Tokom m-PCR analize dobijeni su slédeezultati: od 36 ispitivanih
izolata 13 izolata je identifikovano k& jejuni 17 kaoC. coli, 1 je dao amplifikaciju
na obe karakterigtne trake (A53), a 5 nije dalo amplifikovane fragteerRezultati su
dati u tablici br. 13.

Tablica 13 Karakterizacija izolata na osnovu rezultata m-PCR

Uzorak m-PCR Uzorak m-PCR

R51 C. jejuni C34 C. jejuni

Al C. coli C35 C. jejuni

A2 C. coli C36 C. jejuni

A4 C. coli C38 C. jejuni

B6 Nema amplifikacije H39 Nema amplifikacije
B13 C. jejuni H40 Nema amplifikacije
B15 C. jejuni H41 Nema amplifikacije
V16 C. jejuni A43 C. jejuni

V17 C. coli A46 Nema amplifikacije
Z20 C. coli w52 C. jejuni

Z21 C. coli A53 C. jejuni/ C. coli
Cc23 C. coli A54 C. coli

C24 C. coli A55 C. coli

C25 C. coli A56 C. coli

C26 C. coli A57 C. coli

p27 C. coli A58 C. jejuni

P29 C. coli C59 C. jejuni

P30 C. coli C60 C. jejuni

5.3.2 Rezultati RAPD analize

RAPD analiza sprovedena je upotrebom viSe prajmaRi0, OPAS,
OPA10, BC318, AF14, AX16, AG15, AK16 i SPH1. Neki ovih prajmera bili su
ranije korigeni za analizu rod&€ampylobacter(npr. OPA8 i OPA10), dok su ostali
koris¢eni za RAPD analize drugih rodova bakterija i a®albiljnog genoma. Jedan

prajmer je novosintetisan tokom istrazivanja, DJP17
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Rezultati RAPD analize upotrebom prajmera BC318A8PSPH1,
AK16, AG15, AP10 i DJP17 prikazani su na slikamad® 15. Upotrebom prajmera
AP10, AG15, DJP17 bilo je mode tipizirati sve ispitivane izolate, rezultati pregra
AK16 i SPH1 bili su manje informativni, dok pri upebi prajmera BC318, AF14 i
OPAS8 nisu dobijeni rezultati na osnovu kojih je raég razlikovanje izolata unutar
vrste. Prajmer OPA10 nije rezultovao amplifikacijornkod jednog izolata (rezultati
nisu prikazani u radu).

Prajmer BC318 nije diskriminatoran u okviru vr€e jejuni jer se kod
svih ispitivanih izolata javila ista pojeditraa traka u profilu (slika 3). U okviru vrs@
coli izolati su rezultovali amplifikacijom nekoliko k&a, pricemu postoje i razlike nde
izolatima, pa je mogie iskoristiti ovaj prajmer za tipizaciju, ali u kdmaciji sa
drugim prajmerima.

Na osnovu profila dobijenih RAPD prajmerima ikeai su dendrogrami.
Prajmer BC318 grupiSe sve ispitivane izolate ugatdra. Svi izolatC. jejuninalaze se
u jednom klasteru, dok nde C. coli izolatima postoje razlike koje ih dele u 2 klaater
(slika 4). Razlika izméu Kklastera iznosi 63%. Klaster 1 koji obuhvataatelAl, A2 i
P29 razlgit je od ostalih izolata 63%, ptiemu su izolati A1 i A2 identni i veoma
sli¢ni izolatu P29 (udaljenost oko 13%). Klaster 2 gadrsubklastera: u subklasteru 1
se nalaze izolafC. coli C25 i C26 raztiiti 50% od subklastera 2, dok subklaster 2 ima 2
grane — granu tine izolatiC coli P30 i V17 koji su 38% ragiiti od grane 2, a granu 2

¢ine sviC. jejuniizolati (12 izolata i jedan referentni soj R51).

1 X2 3 %4 5 & T & 9 10 11 12 13 14 15 16 17 1B 19 20 21 22 213

—_—
—
—

= =+ 1500bp

-
-— = =
s —+—— 500bp

—

Slika 3: RAPD profili izolateC. jejunii C. coli na osnovu BC318 prajmera.

M — GeneRuler Express DNA Ladder SM1551 (Therme&dic); sp — slepa proba

Linija 1. C. coli: P30. Linije 2-3 R50; R51; Linije 5-1€&. jejuni A43; A58; B13; B15; W52; C34; C35;
C36; C38; C59; C60; V16; Linije 17-2€. coli. P29; V17; Al; A2; C25; C26; Linije 4i23. M
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RAPD analiza BC318 prajmerom

R51Cj |
A43 |
A58 |
B13 |

I1zolati

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
Distanca (%)

Slika 4: Dendrogram na osnovu razlika izol&@ajejunii C. coli dobijenih RAPD analizom BC318

prajmerom.

Prajmer OPAS8 nije diskriminatoran unutar vrsta,ddje razliku izmeéu
C. jejunii C. coli, pa se moze koristiti ukoliko je nedostupno izeogg m-PCR (slika
5). U okviru svake od ovih vrsta, OPA8 amplifikigicne profile za sve izolate, pri

¢emu postoje odrene manje razlike nde izolatimaC. jejuni dok svi izolatiC. coli

daju isti profil.
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Slika 5: RAPD profili izolateC. jejunii C. coli na osnovu OPA8 prajmera.

M — GeneRuler DNA Ladder mix SM0331 (Fermentasyauiitja); sp — slepa proba

Linije 1 i 2. sp; M; Linije 3-18C. jejuni R51; R50; B13; B15; W52; C34; C35; C36; C38; Cc®0;
A43; A58; V16; R50; R51; Linije 19 i 20. M; A53; hije 21-29.C. coli. V17; Al; A4; A55; C25; C26;
P29; P30; Linija 30. M.
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SPH1 prajmer amplifikuje profile ispitivanih izo#atkoji su umereno
informativni, odnosno razlike nde izolatima postoje, ali ko@. coli nisu dovoljne za
samostalno razdvajanje po klasterima (slika 6 Kfaster 1 obuhvata 2 subklastera: u
subklasteru 1 se nalaze svi izol@ti coli, a u subklasteru 2 su izol&i jejuni V16 i
C60 koji se od izolat&. colirazlikuju oko 33%. Véina izolataC. jejunigrupisana je u
okviru klastera 2 sa dva subklasterados®bno raztiita 42%. Izolati C34, C35, C36,
C38 i B15 se nalaze u istom subklasteru kao RS54 sddzolati A43, A58, B13, W52 i

C59 grupisani u drugom subklasteru sa R50.
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Slika 6: RAPD profili izolateC. jejunii C. coli na osnovu SPH1 prajmera.

M — GeneRuler DNA Ladder mix SM0331 (Fermentasyaiitja); sp — slepa proba

Linije 1 i 19. M; Linije 2-18.C. jejunit R50; R51; A43; A58; B13; B15; W52; C34; C35; C8&88; C59;
C60; V16; R50; sp; R51; Linija 20-21. A53; sp; iien22-27.C. coli. V17; Al; A2; C25; C26; P29.

RAPD analiza SPH1 prajmerom
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Slika 7: Dendrogram na osnovu razlika izol@a jejunii C. coli dobijenih RAPD analizom SPH1

prajmerom
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Prajmer AK16 je umereno informativan. Profili koji nastaju
amplifikacijom sastoje se od manjeg broja trakadmasu na SPH1 (slika 8a i 8b).
Razlike u okviruC. jejunivrste su izraZenije, izolati sadrze od 3 do 8arakprofilu.
Ovim prajmerom dobijaju se razlikak i izmelu sojeva koji su izolovani istovremeno
na istoj lokaciji (C34, C35, C36). Ta#te, udljive su razlike méu profilimaC. jejunii
C. coli- C. colidaje manje traka u profilu i molekulska masa fitk& je manja. Klaster
analiza ovih rezultata daje zanimljiv pogled n&ppijene izolate (slika 9). Izolat V17
koji je poreklom od ljudi i okarakterisan k& coli u m-PCR analizi blisko je srodan
referentnom sojC. jejuniR50 (ATCC3329)), njihova udaljenost je oko 12%.

Dendrogram konstruisan analizom rezultata amplifjea prajmerom
AK16 razlikuje 2 klastera nd@isobno udaljena 66%. Klaster 1 je podeljen na 2
subklastera od kojih prvi sadrzi izolate B15 i CB@azlikuje se 53% od drugog
subklastera koji sadrzi izolate A43, C59 i refenersio] R51.Klaster 2 sadrzi 2 velika
subklastera sa viSe grana. U subklasteru 1 naa&iizolata razéitih od drugih 47%. U
drugom subklasteru se nalaze ostali izdfatjejuni Izolati C. jejuni su dispergovani u
oba klastera, a izola@. coli poreklom od Zivine se nalaze u okviru jedne gréngog

subklastera drugog klastera.

T72773 774 5 6. 77 8 N5 16

= —
‘e e
— o
1500 bp —— e = =
- = = o - -
-——
- —
- - e —
500 bp —n-G—n - - - & s &
— -
-
p— -

Slika 8a: RAPD profili izolateC. jejunina osnovu AK16 prajmera

M — GeneRuler Express DNA Ladder SM1551 (Thermier8iic)

Linije 1 i 9. M; Linije 2-8. R50; R51; W52; A58; /A B13; B15; Linije 10-16. C34; C35; C36; C38;
C59; C60; V16.
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Slika 8b: RAPD profili izolateC. jejunii C. coli na osnovu AK16 prajmera

M — GeneRuler Express DNA Ladder SM1551 (Therm@&dic)

Linije 1-9.C. jejuni R51; R50; C59; A58; W52; C38; B15; C35; V16; lignlL0. M; Linije 11-15C. coli
V17, Al; A2; C25; C26.

RAPD analiza: AK16 prajmer
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Slika 9: Dendrogram na osnovu razlika izol&ajejunii C. coli dobijenih RAPD analizom AK16

prajmerom

Prajmer AG15 je delindno informativan, jer profili sadrze manji broja
traka. Ipak, udljive su razlike méu vrstama i unutar vrste (slika 10), tako da se ovi
rezultati mogu uzeti u razmatranje pri izradi kontdanog RAPD profila izolata.
Klaster analiza daje 2 klastera (slika 11). Klagtesadrzi sam&. coli izolate koji su
medusobno identini i od klastera 2 se razlikuju 75%. Klaster 2 ga@r. jejuniizolate i
ima 2 subklastera. Subklaster 1 sadrzi samo iB18tkoji se od subklastera 2 razlikuje
50%. Subklaster 2 klastera 2 sadrzi 2 grane odhkgjana 1 sadrzi samo izolat
poreklom od ljudi V16, a grana 2 sadrzi 10 izol@tgejunii dva referentna soja R50 i

R51. I1zolat V16 u grani 1 se od grane 2 razlikijée2
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Slika 10: RAPD profili izolateC. jejunii C. coli na osnovu AG15 prajmera.

M — GeneRuler DNA Ladder mix SM0331 (Fermentasyauiitja); sp — slepa proba

Linije 1, 16 i 23. M; Linije 2-15C. jejunt R50; R51; A43; A58; B13;sp; W52; C34; C35; spBCB859;
C60; V16; Linijal7. A53; Linije 18-22 i 24C. coli: V17; Al; A2; C25; C26; P29; Linije 25-2T. jejuni
B15; R51; C38.

RAPD analiza: AG15 prajmer
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Slika 11: Dendrogram na osnhovu razlika izol@ajejunii C. coli dobijenih RAPD analizom AG15

prajmerom.

Analizom izolata prajmerom AP10 dobijeni su proSh véim brojem
traka Sto omogtava visoku diskriminatornu néo Prajmer omogtava razlikovanje
vrsta C. jejunii C coli, kao i razlikovanje u okviru iste vrste. Dobijer@zultati su

veoma informativni. Zn&ajno je da se profilC. coliizolata mé@usobno razlikuju, moze
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se ugiti 7 razlicitih profila meiu 10 ispitivanih izolata (slike 12 i 13). Klastenadiza
pomau ovog prajmera grupiSe izolate u 2 klastera kagidvajajuC. jejunii C. coli,
medusobom raziiitih oko 63%. Klaster 1 sadrdC. coli izolate i podeljen je na 2
subklastera. Subklaster 1 obuhvata samo izolati P&flikuje se od subklastera 2 oko
18%. Subklaster 2 sadrzi 6 izoldfa coli razlicitog porekla. U okviru klaster@. jejuni
uocavaju se 2 subklastera na nivou od 55% ¢daBti. Subklaster 1 obuhvata izolate
C36 i C38 poreklom iz brisa trupa brojlera. Drugbklaster klastera 2 ima dve grane
od kojih grana 1 sadrzi 4 izolata, a grana 2 sadrizolata. Grane se mesobno
razlikuju 50%.
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Slika 12: RAPD profili izolateC. jejunii C. coli na osnovu AP10 prajmera.

M — GeneRuler DNA Ladder mix SM0331 (Fermentasyauiitja); sp — slepa proba

Linije 10, 16 i 27. M; Linije 1-9C. jejuni B13; B15; V16; C34; C35; C36; C38; C59; A58; liil1-13.
C. jejuni R51; C60; A43; Linije 14-15. A53; sp; Linije 162C. coli: A1; A2; A4; V17; C25; P29; P30;
C23; Z21; C24; Linija 28. sp; Linija 2€. jejuni: W52.

RAPD analiza: AP10 prajmer
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Slika 13: Dendrogram na osnovu razlika izol&ajejunii C. coli dobijenih RAPD analizom AP10

prajmerom.
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Prajmer DJP17 dizajniran je u ovim istrazivanjima gsnovu sekvenci
prajmera koji su rezultovali amplifikacijom fragnaa koji formiraju profile dovoljno
imformativne za razlikovanje izolata unutar vrsgastoji se od 17 parova baza, a
temperatura pripajanja ovog prajmera iznosi 57°G j& viSe nego kod drugih
koriscenih RAPD prajmera i po¢ava specitinost. Ovaj prajmer rezultuje profilima sa
3 do 10 traka koji se razlikuju u okviru vr&Eajejunii C coli (slika 14). Klaster analiza
(slika 15) poméu ovog prajmera grupiSe izolate u 3 subklasterdus@bno raztiitih
60%. Klaster 1 obuhvata 2 subklasteratos®bno raztiita 46%. Subklaster 1 klastera 1
obuhvata dva izolat&. coli (P29 i V17) u okviru grane 1 i 2 izola@ jejuni (C34 i
C38) u okviru grane 2. Grane su dausobno raztite 33%. Subklaster 2 klastera 1
obuhvata 5 izolat&. jejuni Klaster 2 obuhvata 2 izola@. jejuni (A43 i C59) koji su
medusobno veoma sini (razlika oko 6%). Klaster 3 obuhvata dva subides
medusobno raztiita 46%. U subklasteru 1 klastera 3 razlikuju sgr&e méusobno
udaljene 34%. U grani 1 nalaze se 4 izolatacoli, a u grani 2 samo jedan izolat
jejuni (C36). Subklaster 2 klastera 3 podeljen je na ghame udaljene 40% od kojih
grana 1 obuhvata samo izolat poreklom od ljudi VA@rana 2 obuhvata 2 referentna
soja i jedarC. jejuniizolat (A58).
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Slika 14: RAPD profili izolateC. jejunii C. coli na osnovu DJP17 prajmera.

M — GeneRuler Express DNA Ladder SM1551 (Therm@&dic)

Linije 3 i 23. M; Linije 1-2 i 4-15C. jejunit R50; R51; A43; A58; B13; B15; W52; C34; C35; C&38;
C59; C60; V16; Linija 16. A53; Linije 17-2Z. coli. P29; V17; Al; A2; C25; C26.
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RAPD analiza: DJP17 prajmer
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Slika 15: Dendrogram na osnovu razlika izol@ajejunii C. coli dobijenih RAPD analizom DJP17

prajmerom.

Na osnovu zbirne analize RAPD prajmerima dobijendgndrogram
razlika ispitivanih izolateC. jejunii C. coli, kao i pordenje sa referentnim sojef.
jejuni ATCC 29428.Rezultati su prikazani na slici 16. Svi ispitivanolati podeljeni su
u 2 klastera. Svi izolafC. coli grupisani su u klaster 1 koji se od klastera 2ikage
57%. Ovaj klaster je podeljen na 2 subklastera @ ksubklaster 1 sadrzi 3 izolata
poreklom od Zivine, a subklaster 2 samo izolat pbreklom od ljudi. Izolat V17 je
20% razlEit od izolata poreklom od Zivine iz drugog subkémat Klaster 2 podeljen je
na 2 subklastera rmi@sobno razliita 37%. Subklaster 1 sadrzi 2 granedosobno
razlicite 33%. U okviru grane 1 nalazi se izolat poreklodhljudi V16 i izolat poreklom
od Zivine C60 koji se razlikuju 20%. Grana 2 obuhva izolataC. jejuni porekom od
Zivine. Subklaster 2 obuhvatadévédroj izolataC. jejunigrupisanih u 2 grane koje su
medusobno raztite 35%. Grana 1 obuhvata izolate C34, C35 i C3&kom iz brisa
trupa brojlera, a grana 2 obuhvata 5 izol@atgejuni razlicitog poreka i referentni soj
R51.
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RAPD zbirna analiza
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Slika 16: Dendrogram na osnovu razlika izolatgejunii C. coli dobijenih RAPD analizom

5.3.3 Rezultati rep-PCR

rep-PCR analiza sprovedena je upotrebom prajmeraB@X-PCR
(BOXALR i (GTG)), kao i upotrebom prajmera za ERIC-PCR (ERIC 1ERIC 2).
Prajmeri ERIC i BOXALR nisu dali amplikone koji se mogli porediti. Rezultati
amplifikacije sojeveC. jejunisa (GTGg dati su na slikama 17ai 17b. Ovaj prajmer daje
odreiene razlike u okviru vrste, ali one nisu visokoalazivne.

Na osnovu analize rezultaf@TG)s prajmera izolatC. jejunii C. coli se
jasno odvajaju u posebne klastere (slika 18). \édalt izméu ovih klastera je oko
57%. U okviru klastera 1 koji obuhvata izolafe coli uctavaju se 2 subklastera
medusobno udaljena 36%. Subklaster 1 obuhvata 4 &gbareklom od zivine, a
subklaster 2 samo izolat poreklom od ljudi V17 Kejiod subklastera 1 udaljen 28%.
Klaster 2 obuhvata. jejuni izolate i sastoji se iz 2 subklasteradmsobno udaljena
36%. Subklaster 1 obuhvata 2 grane udaljenéus@bom 20%. U grani 1 su grupisani
izolati C34, C35, C38 i C60 poreklom iz brisa trdpajlera, a u grani 2 izolati A43 i
C59. Subklaster 2 u posebnoj grani sadrzi izolad €§ji je 24% razkiit od grane 2
ovog subklastera u kojoj se nalazi 5 izolata t#ply porekla i 2 referentna soja.

Referentni soj R 51 je najviSe razliod ostalih izolata u ovoj grani (razlika 20%).
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Ostali izolati iz ove grane grupiSu se sa referiemtizolatom R50, kome je najsiiiji
izolat poreklom od ljudi V16 (razlika 4%).

N AN E -

Slika 17a: Rep-PCR profili izolat&. jejunii C. coli na osnovu BOX elemenata k@eésjem (GTG)5
prajmera.

M1 — GeneRuler Express DNA Ladder SM1551 (Thermiergific); M2 — GeneRuler DNA Ladder Mix
SMO0331 (Fermentas, Litvanija).

Linije 1 i 23. M1, Linije 2-15.C. jejuni R50; R51; A43; A58; B13; B15; W52; C34; C35; C3&38;
C59; C60; V16; Linija 16. M2; Linija 17. A53; Lirgj 18-22.C. coli. V17; Al; A2; C25; C26.

1 22
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Slika 17b: Rep-PCR prdfili izolat@. jejunina osnovu BOX elemenata kae®jem (GTG)5 prajmera.

M — GeneRuler DNA Ladder mix SM0331 (Fermentasyauitja).

Linije 1, 4, 11, 13 i 21. M; Linije 2-3 i 5-10. R5®51; A43; W52; B13; A58; C59; C60; Linija 12. A53
Linije 14-20. B15; C34; C35; C36; C38; A43; Bl5nlja 22. V16
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rep-PCR: BOX analiza prajmerom (GTG)s
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Slika 18: Dendrogram na osnovu razlika izolatgejunii C. coli dobijenih rep-PCR analizom
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6. DISKUSIJA

Kampilobakterioza je né&Xe gastrointestinalno oboljenje bakterijske
etiologije u savremenom svetu. U Evropskoj uadgi ovog uzrénika godisnje oboli
oko 200 000 ljudi. Prema podacima Centra za kamtrpkevenciju bolesti (Centers for
disease control and prevention), od kampilobakzerigodiSnje oboli 14 ljudi na 100
000 stanovnika. Oboljenje izazivaju termotolerantrreate Campylobacter jejunii
Campylobacter colilzveStaj EFSA (2010.) za 2008. godinu govori ocentualnoj
zastupljenosti uzkmika pri oboljevanju ljudi —C. jejuni je dokazan u 39.5%
prijavljenih sl&ajeva, C. coli za 2,3%, dok kodtak 49% prijavljenih infekcija nije
izvrSena identifikacija do nivoa vrste. Nedostafakpunih epidemioloSkih podataka
otezava povezivanje oboljenja ljudi sa izvorom kafge ili kontaminacije.

TeziSte ovog istrazivanja stavleno je na ispitjeanprisustva
Campylobacterspp. i nar¢ito Campylobacter jejunu jatima brojlera i na trupovima
brojlera na klanici i u maloprodaji: I1zbor uzoraka ispitivanje napravljen je na osnovu
postulata iznetih u izveStaju EFSA-e o predlozenghnickim specifikacijama za
monitoring naCampylobactewrste (EFSA Journal, 2006.). Razlog za ovakav wdab
uzoraka za ispitivanje lezi dinjenici da je Campylobactertermolabilan, pa se
adekvatnim terntkim tretmanom lako uniStava. Tad@® uzr@nik je osetljiv i na druge
spoljasnjecinioce (isuSivanje, pH i sl.), pa se obradom tokpmnpreme proizvoda od
pileceg mesa (suSenje, salamurenje, priprema barenihsiaat) uniStava. Opasnost od
infekcije zato najviSe postoji od sirovog i nedgmol termitki obraienog piléeg mesa,
iako infekcija mozZe nastati i usled unakrsne komtacije odréenim proizvodima
spremnim za konzumiranje (salate, dresinzicnsl).

Mgller-Nielsen i saradnici (1997.) su ispitivalisttibuciju serotipova
Campylobactervrsta kod pacijenata u Danskoj, kao i kod Zivatikjpje se najviSe
koriste u ljudskoj ishrani (brojleri, goveda, swhj Gastroenteritis ljudi uglavnom
izazivaC. jejuni (94%), dok jeC. coli odgovoran za svega 6% &Hjeva. Distribucija
Campylobacterspp. kod razéitih vrsta zivotinja je razéita: kod brojlera i goved€&.
jejuni ¢ini 83-91%, dok je kod svinja 95% izolata coli. Njihovi rezultati upduju na
to da se serotipoVC. jejuniizolovani od ljudi, brojlera i goveda u visokom pemtu

preklapaju, te se ove zivotinje mogu smatrati reaanma uzronika za ljude.
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Sli¢ne rezultate dobili su i Sheppard i saradnici (2D&86ji su ispitivali
mogute izvore infekcije kod ljudi u Skotskoj. Oni sumenili MLST pristup i tipizirali
preko 5600 Klinikih izolata poreklom od ljudi i 3400 izolata raziog porekla. Njihovi
rezultati ukazuju da je u oko 90.4% &jeva kamilobakterioze ljudi uztnik C. jejuni
a u 9.6%C. coli. Ispitano je 999 izolata poreklom od zivotinjaéaje koriste u ishrani
ljudi. Na osnovu dobijenih rezultata razvijen jedebza povezivanje izolata poreklom
od ljudi sa potencijalnim izvorom infekcije. Zakieno je da z&. jejuni 58% izolata
moze da se poveZe sa pila mesom, 38% sa prezivarima, a svega 4% sa divljim
pticama i okolinom. Sto sest C. coli 40% izolata je povezano sa gile mesom, 40%
sa ovcama, 14 % sa govedima, 6% sa svinjama i no@n]86 sa&urkama.

Kramer i saradnci (2000.) ispitivali su prisust@ampylobactewrsta u
jetrama Zivine, jagnjadi, goveda i svinja u malaajoi uporelivali dobijene izolate sa
izolatima poreklom od ljudi iz istog podija u istom vremenskom periodu. Kod ljudi je
oko 89.3% izolata identifikovano k&o. jejuni a 10.7% kacC. coli. Njihovi rezultati
sugeriSu da su izolati poreklom od Zivine i jagnjadelikom procentu stni izolatima
poreklom od ljudi, pa se moZe zakiji da ova hrana ima zgajnu ulogu i infekciji
ljudi.

U ovom istrazivanju ispitan je mali broj izolata rpklom od ljudi,
ukupno 5 poreklom iz raZiitih epidemioloskih podr&ja. Od ovih izolata samo jedan je
i pri biohemijskom testiranju i pri m-PCR analizientifikovan kaoC. jejuni dok su
ostala 4 identifikovani ka@. coli. Ovakav nalaz je zanimljiv sa stanoviSta udoranja
odnosa vrsta&Campylobacterkoji izazivaju infekciju kod ljudi u Republici Srpisa
podacima iz drugih zemalja. Podaci iz EvropskeeusijgeriSu da j€. jejuni mnogo
¢e&e uzrok oboljenja ljudi (EFSA, 2011., 2013., Krareeal, 2000.). S obzirom da je
u ovom radu ispitan veoma mali broj izolata poreklod ljudi, bilo bi zanimljivo u
nekom budéem istrazivanju detaljno obraditi odnos termotdisia vrsta
Campylobactea u infekcijama ljudi.

Jedan od zadataka postavljenih u ovom radu bigp@@eaienje dobijenih
izolata poreklom od Zivine sa izolatima poreklom lputi. Karakterizacija izolata
pomaiu RAPD i rep-PCR metode omagia je formiranje klastera u kojima se nalaze
blisko srodni izolati. Prema zbirnom RAPD dendraguaizolatC. jejuni poreklom od
ljudi bio je u istom klasteru kao i izolat poreklomn brisa trupa brojlera (udaljenost
izolata oko 18%). U rep-PCR analizi ovaj izolat lponajsléniji referentnom sojLC.

jejuni R50 (ATCC3329)). Izolat poreklom od ljudi potden kaoC. coli bio je prema
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RAPD analizi 20% raziit od izolata poreklom od Zivine, dok je prema RPR metodi
razlika bila oko 30%.

Ovo istrazivanje bilo je fokusirano na meso br@jld@o potencijalni
izvor infekcije za ljude. U viSe ranijih istrazivianpotvidena je veza iznde pileteg
mesa i oboljenja ljudi (Mgller-Nielseet al, 1997., Sheppardt al, 2009.). S obzirom
na savremena saznanja o0 ekologiji dmrka, a u vezi sa pié&n mesom, moze se
zakljwiti da je za ljude najzrajniji izvor infekcije sveze pike meso, sirovo ili
nedovoljno termiki obraieno, koje moze biti i izvor unakrsne kontaminacigedruge
namirnice ukoliko se u toku pripreme hrane njimauiaije na odgovaragunatin. Da
bi se procenio rizik od infekcije ljudi, neophodjeda se odredi nivo kontaminacije
trupova na klanici i u maloprodaji. Bia formiranja uzorka za monitoring nivoa
kontaminacije trupova brojlei@ampylobacterrstama na klanici odden je na osnovu
parametara koji su navedeni u izveStaju EFSA (9006.

U ovom istrazivanju uzorkovanje u maloprodaji nyeSeno zbog
ograntenih materijalnih sredstava i ogrémnog vremena. Mitim, ovaj deo lanca
svezeg piléeg mesa takie je potrebno obraditi u cilju patenja nivoa kontaminacije i
eventualne redukcije kontaminacije trupova posleim@ne nekih metoda

dekontaminacije.

Od ukupno pregledanih 233 uzoraka (190 sa klanid8 isa farmi)
pozitivno je bilo 48 (43 sa klanice i 5 sa farmepraka. Procenat pozitivnih uzorak na
klanici bio je 22.6%, a na farmi 11.6%. NajviSe piwnih uzoraka bilo je u uzorcima
brisa i ispirka trupova (33.3% i 31.6% redom), mati uzorcima kozZe sa dorzalnog dela
vrata (6.7%), dok iz jetri i cekuma uzetih na lirkjanja Campylobactervrste nisu
izolovane. Od uzoraka sa farmampylobactere izolovan samo iz uzoraka cekuma.
Ispitivanja dokumentovana u ovom radu trajala suni@seci, a broj pregledanih
uzoraka po mesecima bio je relativno ravnomerna@den. NajviSe uzoraka
pregledano je tokom perioda februar-mart, jun-jpkiobar-novembar. Naj¢eprocenat
pozitivnih uzoraka zabelezen je u martu (36.7%huju42.5%) i oktobru (30%).
Zanimljiv je rezultat dobijen u julu, pozitivho jeilo svega 6.7% ispitivanih uzoraka.
Razlog za ovakav nalaz treba traziti u vrsti prdgiteh uzoraka — u julu su ispitivane
samo kozice sa dorzalne strane vrata koje su mijimamesecima davale mali procenat
pozitivnih uzoraka. Tokom marta, juna i oktobratima ispitivanih uzoraka bili su

brisevi ili ispirci trupova. Iz ovoga se moze zakifi da se Campylobacterspp.
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uglavnhom nalazi na kozi trupova brojlera. 1z ovérultata se moze zakfjyi da se
procenat kolonizacije brojlera i poslédo, procenat kontaminiranih trupova na
klanicama, povéava sa peetkom proléa (v& od marta), vrhunac dostize u letnjim
mesecima i opada posle oktobra. U zimskom perigaacenat pozitivnih trupova
znatno je nizi.

Tokom eksperimentalnog rada na klanici i terenkypijeno je 48
izolata potvdenih kao rodCampylobacterOd toga je biohemijskom karakterizacijom
na osnovu detekcije enzima koji razlaze hipuraizbiat okarakterisan ka@. jejuni a
26 kaoC. coli. Jedan izolat je identifikovan k&d. lari. OdnosC. jejuni/ C. coli bio je
44.7% | 55.3%.

Daskalov i Maramski (2012.) iznose podatke o ptisu€ampylobacter

spp. na klanicama u Bugarskoj. Procenat kontanmitir&rupova iznosi 44.9% Sto je
gotovo duplo viSe od rezultata dobijenih u ovomaiivanju (22.6%). OdnadS. jejuni/
C. coli bio je 37.4% / 61.8% uz nekoliko izolafa lari. Period ispitivanja trajao je 11
meseci, odnosno gotovo jedna kalendarska godimajaizoraka bio je priblizno isti po
godisnjim dobima. Istraziva su udili sezonalnost pojave uztpika, sa vrhuncem u
periodu jun-jul.

Ertas i saradnici (2004.) ispitivali su prevalen€u jejunii C. coli kod
brojlera u Isténoj Turskoj koristéi metode za izolaciju (mikrobioloSka izolacija i RC
i tipizaciju (RAPD uz korigenje OPA-11 prajmeraflaA-RFLP metoda). Ispitivali su
uzorke jetre i creva sa klanice zivine. Procenaitpmih uzoraka bio je 25% o¢kga je
56% identifikovano kac. jejuni a 44% kadC. coli. flaA-RFLP metoda dala je sedam
razlicitih profila metu ovim izolatima, a RAPD pet raziiih profila. Diskriminatorna
mo¢ RAPD metode bila je niza ne@aA-RFLP metode. Ovi rezultati ukazuju na nisku
heterogenost nde izolatima u ovom geografskom podjuu

U ovom istrazivanju procenat pozitivnih uzoraka pg022.6% Sto je
slicno nalazima Ertai saradnika. Za razliku od turskih izolata, daueizolatima iz
Republike Srbije preovladavaju izoldfi. coli, Sto otvara nova pitanja o prisust@u

coli kod Zivine u intenzivhom uzgoju i njegovom Zagu kao uzréniku oboljenja ljudi.

Da bi se postigao zadovoljavdjuodnos diskriminativnosti, brzine i
ekonoménosti metoda pogodnih za rutinsku primenu, u ovistragivanjima je
koris¢ena kombinacija multipleks — PCR i RAPD metoda. lmrana je

diskriminativnost i reproducibilnost profila primem veeg broja prajmera i odabrani
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ili dizajnirani novi prajmeri koji do sada nisu birimenjivani naCampylobacter
vrstama. Ovi rezultati su upaleni sa rezultatima BOX-PCR. Za razlikovanje vrsta u
okviru roda Campylobacteruglavnom se koristi m-PCR. Rezultati amplifikacga
nekim prajmerima, kao Sto su BC318 i OPA8 se magugnjivati u tu svrhu zajedno
sa m-PCR ili u nedostatku magmosti da se m-PCR izvede kao preliminarna analiza

posle biohemijskih ispitivanja.

Tokom ovog istrazivanja koKiéna su dva referentna soj@. jejuni
ATCC 29428 (R51) poreklom iz fecesa deteta jejuniATCC 33291 (R50) poreklom
iz fecesa odraslog muskarca, izolovan u KoloraddD.SS obzirom da su oba soja
poreklom od ljudi, njihovo upotivanje sa izolatima poreklom od Zivine moze posiuZi
u epidemioloSke svrhe, za povezivanje epidemijdi Iga mesom Zivine kao izvorom

infekcije.

U molekularnim ispitivanjima izolata kotiéno je viSe razitih
prajmera. Prema dobijenim rezultatima oni se mamepti u éetiri grupe:

1. neinformativni unutar vrste, ali daju razlike due Campylobacter
vrstama: multiplex-PCR (mapA/ceuk); RAPD (OPAE3.S)

2. umereno informativni unutar vrste: RAPD (SPH1, Ag1lrep-PCR ((GTG);

3. informativni unutar vrste: RAPD (AP10, AK16, DJP17)

4. nema dobre amplifikacije, mali broj fragmenata aammatranje ili nedovoljno
jasni profili: rep-PCR (REP, ERIC, BOXA1R), RAPDRA10, AF14, AX16)

Od ukupnog broja izolata m-PCR metodom je ispitdridzolata. Zbog
nedostatka vremena i materijalnih sredstava nisiopgle mogunosti da se na ovaj
n&cin ispitaju svi izolati. I1zbor izolata za ispitiv@nizvrSen je prema viSe kriterijjuma:

e datum izolovanja — podjednaka zastupljenost sviiisih doba
e poreklo izolata — izabrani su izolati dobijeni azli¢itih uzoraka (sa klanice, sa
farme, porekla od ljudi)
* lokacija izolovanja — izabrani su uzorci sa r&agh ispitivanih lokacija
Primena m-PCR metode u ovom istrazivanju izvrSena ¢lva razloga:

1. potvrda identifikacije izolata kaGampylobactespp.
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2. potvrda identifikacije uzrgnika do nivoa vrste kad je ona sprovedena putem
biohemijskih testova, odnosno identifikacija do gavvrste u skajevima kad
biohemijsko testiranje nije sprovedeno

Poreienjem rezultata dobijenih detekcijom enzima koplade hipurat i
analizom m-PCR odabranog seta izolata dobijeniedneno razltiti rezultati. 1zolati
C32 do C38 su bili negativni na prisustvo enzima kazlaze hipurat, ali su u m-PCR
analizi identifikovani kadC. jejuni Izolat A2 je biohemijski identifikovan ka®. jejuni
dok je u m-PCR-u potden kaoC. coli. Ovakvi nalazi mogu se uporediti sa radom Al
Amri i saradnika (2007.). Ova grupa raika takaie je dobila lazno negativne
rezultate, tj. iako su bili negativni na prisustenzima koji razlaze hipurat, izolati su
ipak pripadali vrstiC. jejuni Takaie, identifikovali su i lazno pozitivhe rezultateg pu
izolati koji su razlagali hipurat bili u m-PCR-uentifikovani kaoC. coli. Zaklju¢ak ove
grupe natnika na osnovu eksperimentalnog rada i literatuputataka (Lintoret al,
1997., Sinhaet al, 2004.) bio je da je verovatno @a coli poseduje gen za enzitiji
supstat je stian hipuratu, pa u odienim uslovima deluje i na hipurat Sto dovodi do
lazno pozitivnih rezultata. Lazno negativni rezuiltzastaju u sléajevima kad gen za
proizvodnju enzima koji razlaze hipurat nije aktiva

Izolat A46 je pozitivan na prisustvo enzima kojtlege hipurat, Sto ga
klasifikuje kaoC. jejuni ali nije dao amplifikaciju tokom m-PCR-a. Veroaatrazlog
za to je Sto je porast ovog soja posle odmrzavaigaveoma slab, pa je koéiha
izolovane DNA verovatno bila nedovoljna za amphftku, a sama DNA bila
degradirana. lzolat B6 nije dao amplifikaciju nijsdnim prajmerom, Sto je joS jedna
potvrda da se ne radi®. jejuniniti C. coli, kao Sto je zakljgeno posle biohemijskih
ispitivanja (izolat identifikovan ka@. lari).

Izolat A53 dao je amplifikaciju sa oba prajmeraj pemu je traka
dobijena sa prajmerima karakterdsim za C. coli mnogo izrazenija od trake
karakteristtne zaC. jejuni Daljim ispitivanjima upotrebom RAPD i rep-PCR jonara
dobijeni su Saroliki rezultati — izolat se povreragronasao kaG. coli (prajmeri SPH1,
AP10, (GTG}), a povremeno ka€. jejuni (prajmeri AG15, OPAS8). Iz ovih rezultata
moze se zakliti da se radi o meSanoj kulturi koja sadrzi obeotizika, odnosno da se
radi o0 meSanoj infekciji brojlera.

Russel i saradnici (1990.) radili su ispitivanjespstvaCampylobacter
vrsta kod makaki majmuna u uzgajalisStu u kome suali endemski uslovi za ovog

uzrainika. Ustanovili su da su jedinke tokom duzeg vneskeg perioda bile
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kolonizovane raztitim sojevimaC. jejunii C. coli, pri cemu je kolonizacija jednim
sojem trajala oko 3 do 4 nedelje. Njihovi nalazvode na zakljtiak da je kontinualna
infekcija u endemskim podéima ustvari posledica viSestruke reinfekcije jédin
razlicitim sojevima uzronika. Ovakav nalaz moze sugerisati i povremenoojase

mesSane infekcije prtemu su u datom trenutku u organizmu jedinke presulna

razli¢ita soja uzrénika. S obzirom na nalaz tokom ovog istrazivanjgeni sa uzorkom
A53 otvara se pitanje ghog procesa kod brojlera $to moze biti tema dabeig u ovoj
oblasti.

Boes i saradnici (2005.) ispitivali su prisust@ampylobactewnrsta kod
svinja koje se gaje na farmama ratzh tipova: ¢isto svinjarske farme, mesSovite farme
sa zivinom i meSovite farme sa govedima. Odnosouanih Campylobactervrsta
varirao je u zavisnosti od Zivotinjske vrste, patako kod svinjaC. jejunijavlja u
niskom procentu (1.3 — 2.5%), @ coli u visokom (preko 90%), dok kod zivine i
goveda dominiraC. jejuni (47.2% svih ispitanih uzoraka kod goveda, odnosnhd %
kod Zivine bilo je pozitivho n&. jejuni). Kod svinja je zapazeno i da se kod jedinki kod
kojih je izolovanC. jejuni veomacesto izoluje iC. coli, odnosno meSana infekcija
Campylobactervrstama je uoldajena. Ispitivanje izolata PFGE metodom nije dalo
nedvosmislene rezultate Sto seetmogénosti prenosenj&. jejunisa jedne zivotinjske
vrste na drugu. Nasuprot tome, izol&ti coli poreklom od svinja i goveda bili su
medusobno identini.

Al Amri i saradnici (2007.) takde su dobili dokaze o postojanju meSane
infekcije pri ispitivanju fecesa zivine i stoligeidli. Od 114 ispitivanih uzoraka, kod 9 je
utvrdena meSana infekcija. Od ovih 9 uzork&ima je bila poreklom od Zivine (77.8%,
odnosno 7 uzoraka od 9). Kultivisanjem ovih uzordtasicnom mikrobioloskom
metodom u svih 9 séajeva je dobijen rasC. jejuni Mogunost detekcije ovakve
mesSane infekcija zikajna je sa stanovista izbora terapije piielgu zivine zbog
visokog procenta rezistencf colina eritomicin koji je n&e&e lek izbora pri l&enju
infekcije saC. jejuni

Zanimljiv je nalaz u klanici A pri uzorkovanju u secu oktobru 2012.
godine. Od 7 briseva sa trupova brojlera, 6 je lkntifikovano kaoCampylobacter
spp., odéega je 5 potwteno kaoC. coli, a jedan kad. jejuni Ovakav nalaz govori u
prilog ve iznetim podacima o meSanoj infekciji kod jedinkgo i o prisustvu dve ili

cak viSe vrst&Campylobactesq u jatu.
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Za RAPD analizu u ovom istrazivanju izabrano ja&pera. Neki od tih
prajmera (OPA8 i OPA10) ranije su kaehi za analizicCampylobactespp., nardito
C. jejunii C. coli. Grupe naénika koje su ih koristile prijavile su dobru digkiinatornu
mo¢ ovih prajmera (Taret al, 2009.) i preportili ih kao alatku za tipizaciju. Ostali
prajmeri koje su odabrani u ovom radu (AP10, SPAR]14, BC318, AX16, AG15,
AK16) do sada nisu primenjivani za tipizaciju bakgeiz rodaCampylobacterOni su
koris&¢eni za tipizaciju bakterija iz zemljiSta (de Bryjih992., Dooleyet al, 1993.,
Selenska-Pobelet al, 1996.) i za analizu biljnih genoma (Mliki et ,ak001.). S
obzirom da je osnovni princip RAPD metode proizapoljizbor prajmera, za ovo
istrazivanje su odabrani prajmeri koji su na drugsuapstratu ve dali informativne
rezultate.

RAPD analiza je Siroko primenjivana u ispitivanpdaCampylobacter
dala je reproducibilne i diskriminativne rezultgteé kori<enju nekih od prajmera.
Mnoge grupe natnika su primenjivale RAPD za tipizacifampylobacterzolata.

Trajkovskaet al (2011.) ispitivali su 26 sojev&ampylobacter jejuni
primenom Penner-ove serotipizacije i RAPD analiz&al. 26 sojeva, 21 soj je bio
tipiziran primenom Penner-ove Seme (dobijene sar8gsupe), dok 5 izolata nije bilo
moguee tipizirati. Upotrebom RAPD metode tipizirani sui $zolati. Dobijena su 4
genettka profila. Svaka od Penner-ovih serogrupa obulaaga razltite profile
identifikovane RAPD metodom.

Acik i Cetinkaya (2006.) ispitivali su prisustv@©. jejunii C. coli kod
naizgled zdravih goveda i ovaca iz raiih geografskih lokacija. Ukupno je
prikupljeno 348 izolata odega 218C. jejunii 130 C. coli. Svi izolati su profilisani
upotrebom RAPD metode uz karghje OPA1l prajmera. Kod goveda ustanovljeno je
37 profila meu izolatimaC. jejunii svega 5 profila m#u izolatimaC. coli, dok je kod
ovaca broj raztitih profila C. jejunibio 21, aC. coli 24.

Leonard i saradnici (2003.) su u svom ispitivakgristili prajmer 1283.
Ispitivali su izolate poreklom od ljudi RAPD metadd metodom DNA microarray-a.
Ovaj prajmer je omoglio odvajanje izolata po lognhim klasterima, odnosno u istom
klasteru su se nasli izolati od ra&#iih pacijenata iz iste epidemije.

Carvalho i saradnici (2001.) su primenjivali RAPDnabzu za
karakterizaciju invazivnih i neinvazivnih sojev@ampylobacterspp, uglavnomcC.
jejuni. Ispitano je 119 sojev&. jejuni koji su testirani na sposobnost adherencije i

invazije u Hep-2elijama. Na osnovu ovih rezultata sojevi su poaelje invazivne i
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neinvazivne, préemu se neinvazivnim smatraju oni koji imaju spossbradherencije
nizu od 20%. lzolati su zatim ispitivani primenompioizvoljno dizajniranin RAPD
prajmera od kojih su 4 generisali profile koji mogosluziti za razlikovanje izolovanih
sojeva. Prajmer 1290 omagavao je tipizaciju svih ispitivanih izolata i davgonajvei
broj traka u profilu, veliina trake bila je od 0.2 do 3 kbp. Traka viele 1.6 kbp bila je
prisutna véinom kod invazivnih sojeva uz nekoliko izuzetakadmeneinvazivnim.
Ovaj fragment nazvan je marker povezan sa invasttn@nvasion-associated marker —
IAM). Prajmer dizajniran da amplifikuje deo ovog NAlokusa omogtava njegovu
PCR amplifikaciju i kod drugih izolovanih sojeva pe moze koristiti za diferencijaciju
da li je izolat odgovoran za neku epidemiju ili §bnje invazivan ili ne.

Hilton i saradnici (1997.) su ispitivali izolat€ampylobacterspp. iz
okoline, poreklom od Zivine, poreklom od ljudi ifeeentne sojeve primenom RAPD
metode upotrebom prajmera 1254. Svi ispitivani agotali su citljive jedinstvene
profile. Na izr@enom dendrogramu davaju se klasteri koji sadrze samo izolate
poreklom od Zivine, ali i meSani klasteri gde swpjsani izolati Zivinskog porekla
zajedno sa izolatima poreklom od ljudi ili izolgidreklom od ljudi i izolati iz okoline.
Referentni sojevi bili su grupisani u viSe klastera

Fayos i saradnici (1993.) ispitivali su 28 izol@tgjejuniRAPD analizom
sa OPAL11 prajmerom. Dobijeni rezultati oméijsu razlikovanje izolata. jejunikoji
su pripadali istim sergrupama po Penner-ovoj sgm#ciji. U istom istraZzivanju
sprovedena je i ribotipizacija izolata. Profili digmi RAPD analizom i ribotipizacijom

bili su veoma stini.

U ovom istrazivanju dobijeni su rezultati ra&zie diskriminativnosti u
odnosu na primenjeni prajmer.

Prajmer BC318 grupiSe sve izol&ejejuniu jedan klaster, jer svi izolati
daju samo jednu traku veéine oko 300 bp, tako da nije informativan na niwosate.
Izolati C. coli maiusobno su razliti i grupisani u oba klastera. Neki @l coli izolata
su slEniji izolatimaC. jejuninego drugim izolatim&. coli (P30 i V17). Izolati P29, Al
I A2 su grupisani u klaster koji se najviSe razjgod ostalinC. coliizolata, udaljenost
iznosi oko 63%.

Prajmer OPAS8 nije rezolutivan, omagva detekciju razlika na nivou
roda, odnosno razlikuj€. jejuniod C. coli, ali je neinformativan u okviru vrste. e

izolatima C. jejuni mogu se uéti odredene razlike, npr. izolati C36, C38 i C59 daju
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traku veltine oko 500 bp koja ne postoji kod drugih izoladgumani izolat V16 daje
traku veltine oko 400 bp koja je jedinstvena za njega. Owdikea nisu dovoljne za
diskriminaciju izolata. Méu C. coliizolatima nisu zapaZzene razlike. Ovaj prajmer moze
da se primenjuje u cilju identifikacije da li sedrao C. jejuni ili C. coli vrsti u
nedostatku modunosti izvaienja m-PCR-a.

Prajmer OPA10 nije rezultirao ampifikacijom ispénh izolata, bez
obzira da li se radi o vrsG. jejuniili C. coli(rezultati nisu prikazani).

Istrazivanja Tana i saradnika (2009.) rezultir@yprotnim rezultatima
u odnosu na ovde opisano istrazivanje. Oni suivsgiiprisustvoCampylobactewrrsta i
njihovu rezistenciju na antibiotike u susSiju uzoreaom u supermarketima. Uzorci su
tipizirani RAPD analizom, prtemu su kori&enacetiri prajmera: OPA, OPA8, OPA10 i
OPAL11l. Tipizirano je 50 izolata, ptemu je bilo mogee tipizirati sve izolate sa sva
cetiri prajmera. Dendrogram koji je konstruisan isaavu ovih rezultata pokazao je da
se izolati grupiSu u 4 velike grupe sasb%u od 60%. Rezultati dobijeni u ovom radu,
odnosno nedostatak amplifikacije prajmerom OPAlfali broj amplikona dobijen
prajmerom OPAS8, mogu se objasniti izvesnim razligam genomu kod autohtonih
izolata koje dovode do nemagnosti vezivanja odienih prajmera koji su dali dobre
rezultate kod izolata sa drugih geografskih pr@ststo je vé potvideno kod drugih
bakterijskih vrsta.

SPH1 prajmer daje umereno informativne rezultate. délu se miu
izolatima C. jejuni razlikuju 4 profila, a méu izolatimaC. coli samo jedan profil.
Referentni izolati i svi ispitivani izolaC. jejuni osim izolata C60 poreklom iz brisa
trupa brojlera i V16 poreklom iz humanog fecesapgani su u okviru jednog klastera
sa 2 subklastera koji se thesobno razlikuju oko 42%. Izolati C60 i V16 grupisau u
grani 2 subklastera 1 sa izolatinGa coli koji su grupisani u grani 1 od kojih se
razlikuju 33%. U odnosu na ostale izolate i refamersojeveC. jejunirazlikuju se 58%.
Izolati C. jejuni koji se nalaze u klasteru 2 podeljeni su u 2 sadikra. Subklaster 1
obuhvata izolate C34, C35, C36, C38 i B16 koji lstns referentnom soju R51 (ATCC
29428). lzolati C34, C35, C36 i C38 patiiz brisa trupa brojlera i uzorkovani su
istovremeno na jednoj klanici. Oni su ésobno skini, ali ipak postoje neke razlike.
Subklaster 2 obuhvata izolate A43, A58, B13, W&5D bliske referentnom soju R50
(ATCC 33291). Ovi izolati su ragiitog porekla, uzorkovani tokom duzeg vremenskog

perioda, u razéitim klanicama. 1z ovih rezultata se moze zadljuda su izolatiC.
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jejuni prisutni na terenu ndesobno raztiiti, a da je za podije Republike Srbije
karakteristéno prisustvo izolata koji su 8hi referentnom soju R50.

Dendrogram na osnovu analize prajmerom AK16 sajiz 2 klastera.
Klaster 1 obuhvata 4 izolaf@. jejuni (A43, C59, B15 i C36) i referentni soj R51 i
razlikuje se od klastera 2 66%. Izolati B15 i C36e poseban subklaster koji se od
subklastera 2 u ovom klasteru razlikuje 53%. U @dnoa rezultat analize prajmera
SPH1 koji grupiSe izolate C34 do C38 zajedno, All6azdvaja i povezuje sa izolatim
drugog porekla. U klasteru 2 se razlikuju 2 sultkliees méusobno raztiita 47%. U
subklasteru 1 nalaze se izolati C34, C35, C38,iC6Ib. Izolat poreklom od ljudi V16
najslicniji je izolatu C60 poreklom iz brisa trupa bojlefi@zlika 12%). Subklaster 2
obuhvata 2 grane od kojih grana 1 obuhvata izdlatgejuni W52 i A58, a grana 2 u
jednoj subgrani gupiSe izola@ coli Al, A2, C25 i C26, a u drugoj subgrani referentni
soj R50,C. coliizolat poreklom od ljudi V17 €. jejuniizolat poreklom od zivine B13.
Ovakvo grupisanje izolata raglie vrste i razkitog porekla nije postignuto ni jednim
od ostalih korigenih prajmera.

Izolati C. coli ovim prajmerom mé&usobno daju manje razlike, mada je
uccljivo da je izolat V17 poreklom iz fecesaveka zn#&ajno razléit od ostalih izolata.
Izolat V17 blisko je srodan referentnom sd@u jejuni R50 (ATCC 3329)), njihova
udaljenost je oko 12%. Ostdli. coliizolati se grupiSu zajedno. S obzirom da su razlik
medu C. coli izolatima poreklom od Zzivine dobijene ovim prajmer gotovo
zanemarljive, a da je izolat poreklom od ljudi Vad njih razltit 26%, mogie je da
izvor infekcije ljudi u konkretnom primeru nije biivinsko meso.

Prajmer AG15 je delindno informativan. Svi izolati su podeljeni u 2
klastera. Omogtava razdvajanje vrsta jer su Ui coli izolati grupisani u klaster 1.
Zn&ajan je zato Sto je ovaj klaster udaljen od klasterjejunioko 75% Sto je najva
udaljenost dobijena u ovom istrazivanju. Klastese2deli na 2 subklastera dusobno
udaljena 50%. Subklaster 1 sadrzi samo izolat Bdrékbom iz ispirka trupa rojlera.
Subklaster 2 ima 2 grane od kojih grana 1 obuhsatao jedan izolat i to poreklom od
ljudi V16 koji se od grane 2 razlikuje 25%. Granadlrzi 10 izolata&C. jejunii dva
referentna soja R50 i R51. Izol&di jejuniu ovoj grani su razlitog porekla (izolati
C34, C35, CH9, A43, A58, W52). Take, svi izolati istog porekla su grupisani u isti
klaster (C34, C35, C36, C38) Sto je raizt u odnosu na rezultate analize sa nekim
drugim prajmerima gde se izolati istog porekla ggupu razléite klastere (npr. kod

prajmera OPAS8, AK16). Ovi rezultati sugeriSu bligkovezanost svilt. jejuniizolata
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sakupljenih tokom duzeg vremenskog perioda iz vianica na jednom
epizootioloskom/epidemioloSkom podju i njihovu zn&ajnu udaljenost od izolata
poreklom od ljudi. lzolat porekom od ljudi ne g&tisa istog epidemioloSkog podja,
tako da se ne moze iskijti njegova veza sa izolatima poreklom od Zivine sa
epidemioloskog podtyja na kome je izolovan. Ovo bi moglo biti polazidtdjeg rada u
okviru potencijalnog planskog monitoringa @ampylobacterrste.

Prajmer AP10 jedan je od prajmera koji su visokskdminativni. Na
gelu se udava 11 profilaC. jejunii 6 profila C. coli. Svaki izolatC. jejuni daje
jedinstven profil. Jedino izolat C59 daje profiemtican referentnom soju R51 ATCC
29428. Ovo je razlika u odnosu na rezultat dobgejmerom SPH1 gde je izolat C59
blizi referentnom soju R50 (razlika 34%), dok jereferentog soja R51 udaljen 42%.

Na dendrogramu se &avaju jasno odvojeni klaste@. jejunii C. coli
Medusobna udaljenost ovih klastera je oko 63%. KlaStesoli izolata je podeljen na 2
subklastera. Subklaster 1 obuhvata samo izolat p3@klom iz uzorka cekuma
uzorkovanog na farmi zivine i razlikuje se od suaskéra 2 oko 18%. Subklaster 2
sadrzi 6 izolateC. coli razlicitog porekla: poreklom od ljudi, iz cekuma, iz larisupa.
Uzorci P29 i P30 su izolovani prilikom istog uzoviemja na farmi zivine, ali su pri
tipizaciji ovim prajmerom svrstani u posebne subtdee. Ovakav rezultat potiuje
sposobnost diskriminacije prajmera AP10.

U okviru klasteraC. jejuni uccavaju se 2 subklastera na nivou od 55%
razli¢itosti. Subklaster 1 obuhvata izolate C36 i C38eftwm iz brisa trupa brojlera.
Drugi subklaster klastera 2 ima dve grane od kgjdmna 1 sadrzi 4 izolata od kojih je
jedan referentni soj R51, a ostali su poreklomrigebtrupa brojlera i koZze sa dorzalnog
dela vrata. Grana 2 sadrzi 7 izolata ratdg porekla: izolat poreklom od ljudi, bris
trupa brojlera, ispirak trupa brojlera. Grane seusebno razlikuju 50%.

I u klasteruC. jejuni primetuje se sposobnost prajmera da izolate istog
porekla grupiSe u razite subklastere. Primer su izolati C34, C35, C3&3B koji su
izolovani sa iste klanice u istom uzorkovanju, pagdaju razltitim subklasterima: C36
i C38 cine subklaster 1, a C34 i C35 pripadaju jednoj adng subklastera 2.
Medusobna udaljenost ovih izolata iznosi 55 % Sto neaan nivo raziiitosti s
obzirom na zajedtko poreklo. Objasnjenje ovog rezultata mégye traziti ucinjenici
da su izolati C36 i C38 hipurat negativni, pa skota izolacije kulturelnom metodom
klasifikovani kaoC. coli. m-PCR je, méutim, potvrdio da se radi o vrdll. jejuni Da

bi se potvrdila primenljivost prajmera AP10 u smisletekcije izolataCampylobacter
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spp. koji pripadaju vrstiejuni iako su hipurat negativni potrebno je izvrsiti jdal
Ispitivanja na véem broju uzoraka.

Prajmer DJP17 je dizajniran u ovom radu na osn@kyenci prajmera
koji su rezultovali amplifikacijom fragmenata kojfiormiraju profile dovoljno
imformativne za razlikovanje izolata unutar vrs$astoji se od 17 parova baza, tako da
je duzi je nego uobajeni RAPD prajmeri. Takie, temperatura pripajanja ovog
prajmera iznosi 57° C, Sto je viSe nego kod drughis¢enih RAPD prajmera. Ove
karaktersitike powsavaju specitinost prajmera.

Na dendrogramu koji nastaje na osnovu rezultata [RA&halize
prajmerom DJP17 wavaju se 3 klastera koji se dusobno razlikuju 60%. Klasteri su
podeljeni na viSe subklastera, a subklasteri na gr&na, Sto govori u prilog visokoj
rezolutivnosti prajmera DJP17 koji razlikuje velikiroj razlgitin profila meiu
ispitivanim izolatima. Dodatna ispitivanja ovog jon@ra na véem broju izolata mogla
bi potvrditi njegovu vrednost za epidemioloSke gauid

Klaster 1 nastao ispitivanjem prajmerom DJP17 obhtd\2 subklastera
medusobno raztiita 46%. Subklaster 1 klastera 1 obuhvata dvata@acoli razlicitog
porekla: P29 poreklom iz cekuma zivine i V17 poogklod ljudi u okviru grane 1. U
grani 2 se nalaze 2 izola@ jejuni (C34 i C38) poreklom iz istog uzorkovanja briseva
trupova brojlera. Grane su thesobno raztite 33%. Subklaster 2 klastera 1 obuhvata 5
izolata C. jejunirazlicitog porekla. Podeljen je na 2 grane od kojih granabuhvata
samo jedan izolat C60 poreklom iz brisa trupa brejl Grana 2 obuhvata 4 izolata
poreklom iz brisa trupa brojlera, ispirka trupeoizk sa dorzalnog dela vrata. Ovi izolati
su melusobno raztiiti oko 20%. S obzirom da su izolovani iz r&#lbg materijala, u
razlicitim klanicama tokom duZeg vremenskog perioda, avjih grupisanost u isti
klaster, subklaster i granu, patuje vrednost prajmera DJP17 za epidemioloska
istazivanja.

Klaster 2 obuhvata 2 izolaf@. jejuni (A43 i C59) koji su méusobno
veoma skni (razlika oko 6%). Ova dva izolata se najviSdikagu od drugihC. jejuni
izolata. Primenom nekih drugih prajmera kao AK1i iaolati su se takde grupisali
zajedno, ali se pri analizi prajmerom DJP17 izduajaposeban klaster.

Klaster 3 obuhvata dva subklastera dosobno raziita 46%. U
subklasteru 1 klastera 3 razlikuju se 2 grandusebno udaljene 34%. U grani 1 nalaze
se 4 izolataC. coli poreklom sa farme (cekum brojlera) i iz klanicagupa brojlera), a

u grani 2 samo jedan izol@x jejuni (C36) poreklom iz brisa trupa brojlera. Ovaj izola
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je poreklom iz iste klanice i iz istog uzorkovarjao izolati C34, C35 i C38 koji se
nalaze u raztitim granama i subklasterima klastera 1. Subkla3tklastera 3 podeljen
je na dve grane udaljene 40% od kojih grana 1 odiahsamo izolat poreklom od ljudi
V16, a grana 2 obuhvata 2 referentna soja i jgdajejuniizolat (A58) poreklom iz
brisa trupa brojlera. Izolat V16 razlikuje se oferentnih sojeva R50 i R51 oko 40%.
lako su referentni sojevi izolovani iz uzoraka pdoen od ljudi — fecesaoveka i
deteta, ovo je &kivan rezultat uzimafii u obzir razl€ito geografsko poreklo.

Izolati C. jejunii C. coli nisu jasno odvojeni u posebne klastere kod
primene prajmera DJP17. Neki izol&i coli su blizi izolatimaC. jejuni Sto se moze
povezati sa amplifikacijom konzervativnih regiona genomu specinih za rod
Campylobacter Razlike u profilima nastaju usled amplifikacijarijabilnih regiona u
genomu i razliitog rasporeda target sekvenci.

Izolat A53 koji je okarakterisan k&®. jejunii C. coli (meSana infekcija)
sa prajmerom DJP17 daje isti profil kao izolat A&8kojim je istog porekla. Sa drugim
RAPD prajmerima, npr. AG15 ovaj izolat daje prd€dji je identtan sa profilomC.
coli C26 i P29. Ovo je jos jedan dokaz da se radi canmg3nfekciji, jer izolat ponekad
reaguje kadC. jejuni a ponekad kaG. coli.

Mazurier i saradnici (1992.) su primenjivali RAPDetod u pokusSaju
tipizacije izolataC. jejuni bez prethodne potrebe za figéavanjem DNA. Izolati su
koris¢eni direktno, bez prethodne izolacije kompletne DNRrimenjena su ftri
proizvoljno dizajnirana RAPD prajmera duzine 10Kgp su primenjeni u tri posebne
PCR reakcije. Na ovaj g je bilo mogue testirati veliki broj raznovrsnih izolata. U

zavisnosti od prajmera dobijeni su railinivoi diskriminacije méu izolatima.

Svi RAPD prajmeri koji su amplifikovali odgovaragi profile iskoriSteni
su za zbirnu analizu izolata. Od ukupno 10 priraeiy RAPD prajmera, tri (AP10,
AG15, DJP17) imaju visoko diskriminatorni potentijaDodatna amplifikacija
prajmerima AG15 i OPA8 omogava adekvatnu primenu na izolatima réhg
porekla (izolati sa klanica, sa farme, poreklom ljpdi), Sto zadovoljava zahteve o
primeni najmanje 4 prajmera dobre rezolucije za zpganu RAPD analizu.
Kombinovana primena omogava znatno informativnije podatke o razlikama u
genomu svakog izolata.

Na dendrogramu zbirne RAPD analize jasno su odvdjesteri izolata

C. jejuniod C. coli Sto ide u prilog tvrdnji da se RAPD analiza mobeiditi u cilju
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diferencijacije vrsta unutar rod&€ampylobacter Takaie, jasna je miusobna
diferencijacija izolata u okviru vrste, s tim Sto iazlike méu C. jejuniizolatima vée
nego meu ispitivanimC. coli izolatima. Analiza véeg brojaC. coli izolata doprinée
boljoj proceni diverziteta u okviru te vrste. Kombvanom RAPD analizom su izolati
razlicitog porekla grupisani zajedno. Izolat A58 srodaisgju R51 koji je referentni soj
C. jejuniATCC 29428.Izolat poreklom od ljudC. jejuniV16 blisko je srodan izolatu sa
klanice Zivine C60. Nasuprot tome, izolat poreklochljudi C. coli V17 razlikuje se od
Zivinskih izolata za 20% Sto je napaerazlika u klastere.coli. Ovaj nalaz moze&ti u
prilog tvrdnji da seC. coli kod ljudi ne javlja kao infekcija vezana sa konaaijom
brojlerskog mesa ¥eje druge etiologije. Podaci dobijeni u dosadasnjstrazivanju
nisu dovoljni za formiranje definitivnog zakfka zbog malog broja izolata poreklom
od ljudi dostupnih za podenje. Dopunska ispitivanja izolata sa istog lok#dif ali
razlicitog porekla bi mogla dati viSe informacija o etigiji oboljenja ljudi.

Litrup i saradnici (2007.) su primenom MLST pristupa izolatimaC.
coli poreklom od ljudi i poreklom od brojlera i svinjgtanovili da se neki od serotipova
preklapaju kod svih vrsta. Na uzorku od X&0coliizolata, samo 10% izolata poreklom
od ljudi preklapalo se sa izolatima poreklom odchgyi Sto bi zn&lo da svinjsko meso

nije glavni izvor kampilobakterioze uzrokovaneGacol..

Za rep-PCR analizu primenjeni su sléderajmeri: (GTG3) i BOXALR
za BOX-PCR i par prajmera ERIC 1R i ERIC 2 za ERICR analizu. Prajmeri
BOXAL1R i ERIC 1R i ERIC 2 nisu dali zadovoljavéjuamplifikaciju sa ispitivanim
izolatima u nekoliko ponovljenih analiza. Ovi re@ti nisu u saglasnosti sa
istrazivanjima drugih grupa néoika koji su dobili diskriminatorne profile primemo
ERIC-PCR-a (Wardak i Jagielski, 2009., Wilsenal, 2009., Sahilalet al, 2010.).
Razlog za nedostatak zadovoljav&wamplifikacije kod ERIC-PCR analize moze biti u
specifénosti izolataCampylobactenrsta sa geografskog podja Republike Srbije, pa
bi standardna metodologija mogla biti podvrgnutadifikacijama koje bi dovele do
Zeljenog rezultata.

Prajmer (GTG) je jedan od prajmera za BOX-PCR. Na dendrogramu se
uocavaju dva jasno odvojena klaste@,jejunii C. coli. KlasterC. coli je podeljen na
dva subklastera ndasobno razliita 28%. U subklasteru 1 nalaze se svi izolati
poreklom od Zivine, a u subklasteru 2 samo izolbf Yoreklom od ljudi. Ovakav nalaz

u skladu je sa nalazom zbirne RAPD analize gdeakai¢ C. coli izolati grupisani u
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poseban klaster sa 2 subklastera i V17 je sam klagibru 2. Razlika iznde
subklastera kod zbirne RAPD analize iznosi 28%.stdaC. jejuni je podeljen na 2
podklastera. 1zolat V16 nalazi se u istom klastero referentni soj R50.

Behringer et al. (2011.) sproveli su studiju tigiga na 100 izolataC.
jejuni i C. coli izolovanih iz brojlera ili mesa brojlera poreklomn tri geografska
regiona. U studiji je ispitano 49 izolata. jejunii 51 izolatC. coli. Svi izolati su
poreklom iz fecesa brojlera i sa trupova zaklambjlera. Ovi rezultati (procentualna
zastupljenost sojev&. jejuni/ C. coli) odgovaraju nalazima ovog istrazivanja. REP-
PCR metoda omogia je tipizaciju 100% ispitivanih sojeva, ali jeoldzilo do
preklapanja profilaC. jejunii C. coli. REP-PCR metoda omogava bolje rezultate kod
tipizacije C. jejuninegoC. coli, ali ne omogéava nedvosmisleno razlikovanje ove dve
vrste. Rezultati analize prajmerom (GEF@moguili su razlikovanje vrsta, ali su
profili u okviru vrste slabije diskriminativni. N@hodna je analiza znatnodeg broja
izolata kako bi se potvrdila diskriminativhost ovpgajmera na autohtonim izolatima
Srbije.

Na osnovu svih sprovedenih istrazivanja moze sdjudtk da su
ispitivani izolati pripadali rodiCampylobactervrstamgejuni i coli, a da je upotrebom
RAPD i rep-PCR analize moge izvrSiti njihovu genotipizaciju i razdvajanje doja.

Stepen razlika koje se dobijaju dueizolatima zavisi od primenjenog prajmera.

Izolati C. jejuni matusobno se viSe razlikuju nedd. coli. Pri primeni
prajmera BC318 svi izolati daju iste profile, pa ea moZze koristiti samo za
razlikovanjeC. jejuni od C. coli, ali ne i za tipizaciju unutar vrste. Prajmeri A1
OPAB8 i SPH1 daju razlike u okvirG. jejuniizolata koje nisu dovoljno informativne.
Prajmeri AK16, AP10 i DJP17 daju veliki broj prafil njihova diskriminatorna nége
visoka. Zajedriki se mogu koristiti za tipizaciju izolata.

Izolat poreklom od ljudi V16 pri analizi ¢é@om RAPD prajmera
(OPA8, AG15, AP10, DJP17) formira specife profile, razliite od Zzivinskih.
Prajmerom BC318 rezultuje istovetnim profilom kasvi ostali izolati, a primenom
SPH1 i AK16 formira isti profli kao neki od zivingkizolata (C60). Na dendrogramu
zbirne RAPD analize izolat V16 se talegrupiSe sa izolatom C60 koji je poreklom iz
brisa koZe brojlera. Ovaj nalaz govori u prilogrigona da je Zivinsko mesoest

uzrainik kampilobakterioze ljudi. Na dendrogramu rep-PGRalize sa (GTGQ)

73



Diskusija

prajmerom V16 je najblizi referentnom soju R 50 AT@3291, a od izolata C60 je
udaljen oko 36%. Ovi rezultati pokazuju da izolporeklom od ljudi sa razlitog
geografskog podeija imaju sltan raspored repetitivnih elemenata, ali da se lizana

kompletnog genoma dosta razlikuju.

Sto se tie ostalih izolataC. jejuni izolati C34, C35 i C38 koji pati iz
istog uzorkovanja zajedno su grupisani i na osrzhitne RAPD analize i na osnovu
rep-PCR analize prajmerom (GTGMedu njima postoje razlike u profilima dobijenim
sa razléitim prajmerima, ali nisu delili uzorke u ragle klastere ili su klasteri u kojima
su se nalazili bili veoma bliski (udaljenost 18%RaPD prajmerima i 4% sa (GT§})
Udaljenost u zbirnoj RAPD analizi je znatnoc¢aejer su rezultati dobijeni sa viSe
pojednin&nih prajmera i obuhv@na je analiza kompletnog genoma, dok se kod
(GTG) radi o pojedindanom prajmeru koji daje analizu konzervativnijin gekci -
BOX repetitivnih elemenata. Za razliku od ovih &, izolat C36 koji pate iz istog
uzorkovanja zn&jno je udaljen od ostalih, grupiSe se sa izolatiBidb (analiza
prajmerima AK16 i zbirna RAPD analiza) ili R51 (preeri SPH1 i (GTG).

Izolati C32 do C38 su biohemijskim testovima idgkivani kaoC. coli,

a u m-PCR-u su prepoznati k&b jejuni Tokom RAPD i rep-PCR analiza davali su
profile kao C. jejuni izolati. Njihova velika méusobna heterogenost iako @otiod
istog uzorkovanja na klanici i od istog jata, gavorprilog navodima da se u jatu
sukcesivno menja viSe soje@Gampylobactela tokom tova, prtemu nema dokaza da
bilo koji soj iskljutuje prisustvo ostalih (Bukt al, 2006., Hodlet al, 2005.).

Izolati A43 i C59 koji pottu sa razlitih lokacija me&lusobno se grupisu
u istom klasteru pri analizi prajmerima AK16, DJR1T zbirnoj RAPD analizi, kao i
kod analize sa (GTGprajmerom. Ovo govori u prilog tvrdnji da su nelenotipoviC.
jejuni Sire rasprostranjeni na terenu. Ispitivanja u ovadu bila su ograténa na jedno
uze podrdje, tako da bi eventualno proSirenje ispitivanjaeréoriju cele Srbije moglo

dati viSe podataka o rasprostranjenosti nekih geod uzrénika.

Tokom istrazivanja, W& paznja je usmeravana na analiZL. jejuni
izolata, tako da je analiziran manji brG} coli izolata u péetnim istrazivanjima, a
kasnije samo nekolicina reprezentativnih izolatarethodnih analiza. \éea ispitanih

C. coliizolata méusobno je dosta gha, razlike koje postoje ih dele u 2 ili 3 klastera
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(prajmeri AP10, DJP17, BC318). Pri analizi prajmmeai SPH1, AG15 i (GTG)svi
izolati su grupisani u okviru jednog klastera, osim nisu pokazali ndeisobne razlike.
V17. Izolat potte iz fecesa osobe sa dijagnostikovanom kampilobaktam. Prema
biohemijskim ispitivanjima i m-PCR analizi idenk@van je kaoC. coli. RAPD
prajmerima BC18, AK16, AG15, AP10 i DJP17 daje mstiven profil ovog izolata,
razlicit od Zivinskih izolata. RAPD prajmerima OPA8 i SPldao je istovetne profile
kao i Zivinski izolati Sto je u skladu sa zakkom da su ovi prajmeri diskriminatorni na
nivou vrste, ali se ne mogu Koristiti za razlikojaanutar vrste.

Od ostalihC. coli izolata moze se izdvojiti izolat P29 poreklom iz
cekuma brojlera koji je pri analizi prajmerom BC3dlgan izolatima Al i A2 koji su
poreklom iz brisa trupa brojlera, ali se pri anaprajmerima AK16, AG15, AP10 i
DJP17 razlikuje od njih. Ovaj izolat je biohemijski m-PCR-u okarakterisan k&
coli.

Izolati Al i A2 daju iste profile primenom BC318PH1, OPA8, AK16 i
AG15, ali se razlikuju primenom AP10 i DJP17. 12025 i C26, takde poreklom iz
brisa trupa brojlera, daju raalie profile pri analizi sa prajmerom DJP17, dokatist
prajmeri ne rezultuju razlikama u profilima.

Iz napred izlozenog moze se zakljuda su neki od RAPD prajmera
(AP10, DJP17) kori®nih u ovom istrazivanju visoko rezolutivni i dapelike unutar
C. coli vrste, ¢ak i meiu sojevima istog porekla. Natib znaaj pri ispitivanju
autohtonihCampylobacterizolata ima diskriminatorna ndoprajmera DJP17, koji je

dizajniran za potrebe ovih istrazivanja.

Tokom ovog istrazivanja prikuplieni su podaci o0 spstvu
termotolerantinCampylobactervrsta na farmama i klanicama Zzivine, dobijeni &bl
tipizirani upotrebom molekularnih metoda i grupisanklastere na osnovu kojih je
uraiena njihova filogenetska analiza. Nivo prisusBampylobacterrsta na farmama i

klanicama u Republici Srbiji je na nivou ili ne$spod nivoa prijavljenog u okruzenju i
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Evropskoj uniji. Stepen razitosti autohtonih izolata ispitanih u ovoj studijio je do
75% na nivou roda (razlikovanje klastera izol@tajejuni od klastera izolat&. coli
upotrebom prajmera AG15), odnosno do 66% u okvirgtav (izolati C. jejuni
medusobno upotrebom prajmera AK16). Ovakva situa@jaijsaglasnosti sa opStom
slikom prisustvaCampylobactewrsta u razkitim zemljama sveta, kako u procentualnoj
zastupljenosti uzkmika na farmama i klanicama, tako i u smislu razapgsti izolata.
Razlike u odnosu na podatke iz sveta se zapazaginosu na broj obolelih ljudi, koji je
znatno nizi u Republici Srbiji. Razlog za ovakvedatke je nepostojanje sistema
detekcije i préenja kampilobakterioze ljudi u zdravstvenom sistéRapublike Srbije.
Procenat pregledanih uzoraka osoba sa simptomimegilabakterioze je nizak iz
razloga neobr@nja pacijenata za lekarsku paiil odluke lekara da ne poSalje uzorke
na analizu.

Ipak, na osnovu nalaza ove studije, moze se zsdklga kolonizacija
zivine kampilobakterijama postoji i da meso zivimeze predstavljati uzrok nastanka
alimentarnih gastrointestinalnih oboljenja ljudatd je u interesu poboljSanja zdravlja
ljudi primeniti sve raspoloZive strategije za snesujg¢ procenta kolonizovanih jedinki
na farmi i kontaminiranih trupova na klanici.

Strategije borbe protivCampylobactervrsta obuhvataju kompleksan
pristup problemu krozitav lanac proizvodnje mesa brojlera.

Faktori rizika nastanka kolonizacije brojlera i kaminacije trupova su
mnogobrojni, a u cilju smanjenja njihovog uticajaogce je primeniti razlite
strategije (EFSA, 2011.):

1. intervencije protiv prisustv@ampylobacterrsta u primarnoj proizvodnji

e striktha primena biosigurnosnih mera na farmama estgvljanej
dezinfekcionih barijera, ografdavanje poseta farmi, kontrola insekata i
drugih Stetéina

* voda za pie — voda za pe mora biti po kvalitetu ista kao voda za ljudsku
upotrebu; ukoliko se koristi bunarska voda, motadalekvatno tretirana

e smanjenje starosti brojlera za klanje — preporukadq se klanje vrsi u
starosti 33 — 35 dana, jer je dokazano da se secaaem starosti za 10

dana, nivo kolonizacije povava dvostruko
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izostanak promdivanja jata — promdivanje jata je vazan faktor rizika
nastanka kolonizacije zbog pa@ame manipulacije pticama i prisustva
radnika u jatu

primena bakteriocina — primena baktericina u hraré klanja moze
redukovati prisustvoCampylobactervrsta u crevima brojlera gotovo u
potpunosti

primena hemijskih aditiva u hrani i vodi — organdgeline i neki bioloski
agensi se mogu dodavati hrani i vodi u cilu redkibrojaCampylobacteia

u crevima brojlera

2. intervencije protiv prisustv&ampylobacterrsta u transportu i pre klanja

uskraivanje vode i hrane pre i tokom transporta — primense da bi se
smanjio volumen creva i k@ina fecesa koja se izluje tokom transporta

cis¢enje i dezinfekcija transportnih kaveza

3. intervencije protiv prisustv&ampylobacterrsta tokom klanja i obrade

prevencija prosipanja sadrzaja creva
praktikovanje zakazanog klanja — jata koja su detelna kao pozitivha na
Campylobacterspp. treba da se kolju posle negativnih jata, @owuiz
ovakvih jata se posle klanja posebno tretiraju zavanje, toplotna obrada,
dekontaminacija)
dekontaminacija — moze se vrSiti primenom ¢k uticaja ili hemijskim
sredstvima, s tim Sto je hemijska dekontaminacigdranjena. Fizka
sredstva koja pokazuju dobre rezultate su primemgérature (smrzavanje i
upotreba toplote) i jonizufieg zr&enja.

Takaie, neophodno je raditi na paamju svesti krajnjih korisnika mesa

brojlera (restorani i donéanstva) o potrebi pravilnog rukovanja hranom, pistgeno u

smislu smanjenja unakrsne kontaminacije t@#i vrsta hrane tokom rukovanja.
Primenom higijenskih mera u kuhinji i praviln@gvanja hrane, kontaminacija mesa
brojlera se smanjuje ili potpuno uniStava, a umna@kr&ontaminacija druge hrane
spre&ava. Ovo je s obzirom na karakteristike @nika i njegovo lako uniStavanje

delovanjem spoljasnjih faktora najefikasniji vidrbe protiv kampilobakterioze ljudi.

Sve ove mere u manjem ili &&m stepenu smanjuju bréampylobacter

a u mesu brojlera i mognost nastanka kampilobakterize ljudi. Primena nkkanera

u kombinaciji moZe predstavljati efikasnu stratediprbe sa ovim patogenom.
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7. ZAKLJU CAK | BUDU CI RAD

Cilj ovih istrazivanja bila je detekcij@ampylobactervrsta i tipizacija izolovanih
sojeva, posebn&. jejuni u zZivinskom mesu u Republici Srbiji. Tokom ostugee

postavljenog cilja, odgovoreno je na sve zadatke:

1. Ispitivanjem uzoraka uzetih od brojlera na farnkam uzgoja ututeno je da je
procenat kolonizovanih brojlera 11.6%. Iz uzoraksi lsu uzeti iz okruzenja
(voda, hrana, brisevi oprem€pampylobacterrste nisu izolovane.

2. Campylobacterrste su dokazane u 22.6% trupova zaklanih beojlérimenom
biohemijskih analiza i modifikovane multipleks PCRnetode izolati
Campylobactewrrsta su identifikovani ka@. jejuni(44.7%) iC. coli (55.3%).

3. lzolati C. jejuni poreklom od ljudi i zivine su se primenom RAPDepfPCR
analize grupisali u okviru istog klastera, Sto ukazda je izvor infekcija ljudi
moglo biti meso brojlera. 1zolaC. coli poreklom od ljudi se genotipski
razlikovao od izolata sa trupova zaklanih brojlevarovatno je drugog porekla.

4. Zadovoljavajéi rezultati tipizacije izolataCampylobactervrsta dobijeni su
primenom RAPD i rep-PCR metode. 8#im, RAPD analiza je omogila
bolju genotipizaciju i razlikovanje izolata unutarste. Stepen ndeisobnih
razlika je zavisio od primenjenog prajmera, tako jdaizvrSena selekcija
prajmera za primenu u dijagnostici adekvatna vigokaoluciji uz sto manje
finansijske resurse.

5. RAPD analiza primenom 5 odabranih prajmera: DJAF10, AK16, AG15 i
OPA8 omoguava dobru rezoluciju za genotipizaciju i razlikoj@autohtonih
izolata istog ili razltitog porekla (izolati sa klanica, sa farme, poreklod
ljudi). Kao reproducibilan, rezolutivan i ekonaran preporduje se, u ovim
Istrazivanjima razvijen, brzi skrining diverzitetautohtonih Campilobacter
izolata kombinovanjem modifikovanog m-PCR i RAPDvmgu DJP17 i AP10

prajmera.
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6. S obzirom na ustanovljeno prisustvo r&zlh Campylobactewrsta i razléitin
izolata u okviru vrste, a u cilju smanjenja njihgvprisustva na farmama i u

klanicama, prepofkiuje se sprovienje svih biosigurnosnih mera.
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Mpwunor 1.

WUzjaBa o ayTopcTBy

‘),”, S
MoTtnucanu-a Jeleny leTrovic

Bpoj ynuca

Wsjasrbyjem

Aa je AoKTOpCKa AvcepTaLpja Noa HacnoBom

Auacion £irien PRISUSTVA  Campiogacrep €N
U FANCY PROIZEIPHIE D IVINSoG MERM

® pes3ynTar ConcTBeHOr UCTpaXXuBaukor paja,

* [a npeanoxeHa JUCEpTauMa y UennHNW HY y Aenosuma Huje Bura npeanoxeHa
3a pobujarse Buno koje AvNNoOMe npema CTYAWCKUM nporpamuma Lpyrux
BUCOKOLUKOSCKUX YCTaHOBa,

« [acy pesynTarth KOPeKTHO HaseaeHu 1
e [a HUcaMm KpLIMO/Na ayTopcka Npasa W KOPUCTUO MHTENEKTYanHY CBOJUHY ApYrux
nuua.

MoTtnuc gokTopanaa

Y Beorpagy, _2S 9.20l%

;[F efwovic
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Npunor 2.

M3jaBa 0 MCTOBETHOCTM WITAMNaHe U eNEeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Wme v npesume ayTopa dELenp FeTuovic”

Bpoj ynnca

Cryanjcku nporpam

Hacnos paga _AWALiza. fiica PRISVGVA  CAMPYLORPCTER  Jcdu) o LANCU
PeojNCDNfe ZJNSEAG NEM-
MeHTop _pPlofE p2  Oiiuees BUNEC

Motnucamu Jetep - PETERV(c

u3jaBrbyjeM Aa je WramnaHa Bepanja Mor AOKTOPCKOr Pafa WCTOBETHA enekTPOHCKO]
BEpanjn Kojy cam npeaao/na 3a objasrbuBake Ha noprany [Ourutansor
penosuTopujyma Yuusepautera y Beorpagy.

HOossonsasam ga ce objaBe Moju MUKW NoAaUW Be3aHW 32 fobujarbe akafemecKkor 3Bamwa
AOKTOpa Hayka, Kao WTo Cy WMe 1 npeavume, roguHa u mecto pofiera U fatym oabpaHe
paaa.

Oy nuyHn nogaun mory ce o6jaBuTW Ha MPEeXHUM CTpaHulUama awururtanHe
GubnvoTeke, y enexkTPOHcKoM Katanory u y nybnukauwjama YHusepautera y Georpany.

MoTnuc AokTopaHaa

Y Beorpany, _2£ 1 Zols .

/ﬁ” efunic



Mpunor 3.
WajaBa o kopuwhewy
Osnawhyjem Yuusepautetcky Gubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh" ga y Aururtannu

penosutopujym YHusepsuteta y Georpapy yHece mojy AOKTOPCKY AucepTauujy noa
Hacnosom:

ANALZN Ri2cer PRISUSTVA  oAMPYDEACTER 2T I
U LoNey PeoiVoDpNe I viNSEDG ME Ih

koja je moje ayTopcko aeno.

[uceprauujy ca cBUM npunosuma npegao/na cam y enexTpoHckoMm dopmMaTy norogHom
3a TpajHO apxuBvpae.

Mojy aokropcky aucepTaumjy noxpareHy y [lurutantu peno3utopujym YHusepautera y
Beorpagy mory Aa kopucte cBW Koju nowTyjy oapeabe cappkaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue Kpeatusre 3ajenHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyduo/na.

1. AyTopcTeo

2. AyTOPCTBO - HEKOMEpPLWjanHo

3. AyTopcTeo — HekomepuujanHo — 6e3 npepage

4. AYyTOpCTBO — HEKOMEPLMjaNHE — AENUTYA NOA WCTUM yCroBuMa
5. Aytopcteo — Gea npepage

6. AyTOpCTBO — AENUTI NOA WCTUM YCroBUMa

(Monumo pa saokpyxuTe camo jegHy of wWecT noHyfleHwx nuueHuwW, kpaTtak onuc
nWUeHUW AaT je Ha nonefuHu nucta).

MNoTnuc gokropanga

¥ Beorpagy, €9 lop

//5 Q:/;?t—?u"r .



1. AytopcTeo - [lossorsaBaTe ymHoXaBakke, AUcTpuByumjy 1 jasHo caoniuTasake aena,
W npepage, ako ce HaBeje ume ayTopa Ha HauwH oapefeH og cTpaHe ayTopa wunw
Aasaolla nuueHue, 4Yak u y komepuujanHe cepxe. Oso je HajcnoBogHhja op cemx
nuueHum.

2. AyTopcTBo — HekomepuwjanHo. [lossorbasarte ymHOXaBawe, AucTpubyumjy v jasHo
caoniitasare Aena, W npepage, ako ce HaBede MMEe ayTopa Ha HaduH ogpefeH og
cTpaHe aytopa unw pasaoua nuueHue OBa nuueHuUa He A03BOrLasa KoMepuujanky
ynotpeby pena.

3. AyTopcteo - HekomepuujanHo — 6Bes npepage. [loaBosrbaeate ymHOXaBarse,
AncTpubyumly v jaeHo caonwTaeake pgena, Ges npomena, npeobnukosakwa wnu
ynotpebe aena y cBOM Aeny, ako ce Hasege vMe ayTopa Ha HauwH ogpefieH on cTpaHe
ayTopa unu aasaoua nuuexue. Osa nuueHLa He A03BO/BABA KOMepLWjanHy ynotpeby
Aena. Y ofHOCY Ha cBe ocTane AVUEHLe, OBOM NINLBHLOM ce orpaHnyasa Hajeehn obum
npasa kopuwhetea fena.

4. AyTOpcTBO - HEKOMepuwjanHo — AenuTW noa ucTim ycrnosuma. [ossorsasate
YMHOXaBare, AncTpubyuunjy 1 jasHo caoniwitasarme Aena, W npepage, ako ce Haeeae
MMe ayTopa Ha HauuH oapefieH o4 cTpaHe ayTopa Wnu Aasaocua nuLeHue W ako ce
npepaga AaucTpubywpa noa WCTOM WnKM cnvdHoM nuueHuoM. OBa nwueHua He
Acssorbaea komepuujanHy ynotpeby aena u npepaaa.

5. Aytopcteo — Ges npepape. [losBormsaBate yMmHOMaBawe, AUCTPUMBYUM)y W jaBHO
caonwtasake gena, 6ea npomera, npeobnukosaka unu ynotpebe aena y cesom geny,
aKo ce HaBene wMMe ayTopa Ha HauumH oapefleH oA cTpaWe ayTopa unu fasaoua
nuueHue. Oa nuUeHLa fo3sorsasa komepuujanHy ynotpeby gena,

6. AyrtopctBo - fgenutd noA WcTUM  ycnosuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBa-e,
AvCTpUOYyLMjy ¥ jaBHO caonwiTasake Jena, ¥ npepaje, ako ce HaBeAe UMe ayTopa Ha
HaynH oppefleH op cTpaHe aytopa wnM pAasaoua nuUeHUe WM ako ce npepaja
AvCTpubyWpa NOA WCTOM WNU  cnudHom nuuedtoMm. OBa nuueHUa [o3eorsasa
komepuujany ynotpeby aena w npepaga. CnudHa je codiTeepckum nuueHuama,
O\HOCHO NULIEHL|aMa OTBOPEHOT KoAa.



