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1. UvOoD

Kolibaciloza je svaka lokalizirana ili sustavna zarazna bolest uzrokovana bakterijom E. coli koja
naseljava sluznicke povrSine (BIDIN, 2008.). Escherichia coli je gram negativna,
nesporulirajuca, Stapic¢asta bakterija zaobljenih krajeva. Moze biti razliCite veli¢ine i razlicitih
oblika. Patogeni sojevi E. coli dijele se na crijevne i izvancrijevne. Sojevi bakterije E. coli koji
uzrokuju izvancrijevne infekcije (eng. extraintestinal pathogenic E. coli, ExXPEC) obi¢no su dio
fizioloske crijevne mikroflore zdravih Zivotinja. Patogeni sojevi posjeduju ¢imbenike virulencije
pomoc¢u kojih naseljavaju povrSinu sluznica 1 uzrokuju bolest. Sojevi koji uzrokuju
izvancrijevne infekcije dijele se u Cetiri patovara- pti¢ji patogeni sojevi E. coli (eng. avian
pathogenic E. coli, APEC), septikemijski sojevi E. coli (eng. septicaemia associated E. coli,
SePEC), uropatogeni sojevi E. coli (eng. uropathogenic E. coli, UPEC) i sojevi E. coli uzro¢nici
meningitisa novorodencadi (eng. newborn meningitic E. coli, NMEC) (ANTAO, 2010.). Pti¢ji
patogeni sojevi E. coli uzrokuju razlicite lokalizirane i sistemske infekcije, kao $to su upala
zraénih vrec¢ica, koliseptikemija, koligranulomatoza, perikarditis, peritonitis, sinovitis,
salpingitis, upala Zumancane vreéice i sindrom ote¢ene glave. Bolest najcesce zapoclinje
infekcijom diSnog sustava u peradi stare 3 do 12 tjedana, nakon ¢ega slijedi sistemska infekcija
karakterizirana fibrinoznim lezijama i septikemijom koji dovode do uginu¢a (MOULIN-
SCHOULEUR i sur., 2007.; SCHOULER i sur., 2012.), ali do zaraze moze do¢i i ascendentno
putem reproduktivnog trakta (LANDMAN i sur., 2014.). Zarazavanju disnog sustava cesto
(CORDONI i sur., 2016.). Razlog pocetka infekcije upalom zranih vrecica je povecana
osjetljivost zbog smanjene koli¢ine makrofaga u tom podrucju (ANTAO, 2010.; MELLATA,
2013.), odnosno smanjene sposobnosti fagocitoze makrofaga i neutrofila (MATTHIJS i sur.,
2009.). Isto tako, oStecenje tkiva diSnog sustava virusima karakterizirano je gubitkom cilija i
trepetljikavih stanica, ¢ime se smanjenjuje cilijarna aktivnost i ¢iS¢enje mukocilijarnog sekreta,
te oSte¢enjem epitela koje omogucava lakse prijanjanje bakterija (MATTHIJS i sur., 2009.).
Osim toga, neprikladni zoohigijenski uvjeti, stresni ¢imbenici i soj pilica utjeu na osjetljivost
zracnih vrecica prema bakteriji. Kolibaciloza Cesto nastaje kao sekundarna infekcija zbog
imunosupresije uzrokovane drugim bolestima kao $to su zarazna bolest burze, zarazna anemija
pili¢a ili Marekova bolest. U tom slucaju mogu je uzrokovati i komenzalni sojevi E. coli sto

objasnjava sve ¢e$¢u pojavu A sojeva (DISSANAYAKE i sur., 2014.).

Serotipizacija i odredivanje seroloskih grupa je dosad ve¢ provjerena metoda tipizacije APEC
sojeva. Oni najcesce pripadaju serovarovima O1, 02, O18 i 078 (MOULIN- SCHOULEUR i
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sur., 2007.; JOHNSON i sur., 2008.; EWERS i sur., 2009.). Seroloskom tipizacijom odreduju se
somatski (O), kapsularni (K), flagelarni (H) i1 fimbrijski (F) antigeni. Somatske antigene Cine
termostabilni povrSinski lipopolisaharidi stani¢ne stijenke koji su sastavljeni od lipida A koji je
komponenta endotoksina, sredi$njeg oligosaharida i polisaharidnih lanaca kao nositelja razlika u
antigenskim osobinama. Dosadasnja istrazivanja pokazala su da pripadnost nekom patotipu nije
odredena samo prisutnoscu specificnih ¢imbenika virulencije, ve¢ ovisi 1 o filogenetskoj skupini
kojoj soj pripada. (ANTAO, 2010.). Sojeve E. coli moze se podijeliti u Getiri filogenetske
skupine- A, B1, B2 i D odredivanjem prisustva gena YyjaA i chuA, te ulomka DNK TspE4.C2
lan¢anom reakcijom polimerazom (eng. polymerase chain reaction, PCR) (CLERMONT i sur.,
2000.), te u sedam podskupina- A,, Al, Bl, B2,, B2;, D1 i D2 (CARLOS i sur., 2010.), pri
¢emu se B23; nalazi samo u ljudi. U novije vrijeme, literatura navodi postojanje ¢ak 8
filogenetskih skupina, i to A, B1, B2, C, D, E, F, te Escherichia cryptic clade | (CLERMONT i
sur., 2013.). Vecina patogenih izvancrijevnih sojeva pripada skupini B2, manji dio skupini D, a
komenzalni sojevi skupini A i Bl (PICARD i sur.,, 1999.; CLERMONT i sur., 2000.;
ESCOBAR- PARAMO i sur., 2006.; CARLOS i sur., 2010.; MATURANA i sur., 2011.).
Imajuéi na umu da svi izvancrijevni patovarovi imaju isto filogenetsko podrijetlo, moze se
pretpostaviti da postoji zoonotski potencijal pti¢jih patogenih sojeva E. coli (MOULIN-
SCHOULEUR, 2007.; JOHNSON i sur., 2009.; ANTAO, 2010.). B2 i D filogenetske skupine
posjeduju Sirok spektar ¢imbenika virulencije od kojih je veliki dio epidemioloski vezan uz
pojavu sluéajeva izvancrijevnih infekcija (MANGES i sur., 2007.). Patogeni serovarovi E. coli
se Cesto mogu izolirati iz crijeva klini¢ki zdravih jedinki, $to dokazuje da je Cesto oportunisticki
patogen. Molekularna epidemioloSka istraZivanja diljem svijeta utvrdila su nekoliko
potencijalnih rezervoara EXPEC- a, kao $to su probavni trakt ¢ovjeka, Zivotinje koje se koriste
kao izvor hrane, Zivotinjski proizvodi, okoli§ kontaminiran otpadnim vodama 1 kuéni ljubimei
(MANGES i JOHNSON, 2012.). Najvazniji izvor zaraze zracnih vreCica su feces i
kontaminirana prasina (PORTER, 1998.).

Pti¢ji patogeni sojevi E. coli uzrokuju kolibacilozu u nesilica, roditeljskih jata i tovnih pilica, sto
dovodi do visokog morbiditeta i mortaliteta, a time i velikih ekonomskih gubitaka u peradarskoj
industriji. U roditeljskim jatima teSkih linija, E. coli naj¢e$¢e uzrokuje salpingitis te posljedi¢no
peritonitis i septikemiju (GREGERSEN i sur., 2010.). S obzirom na velike gospodarske $tete,
utvrdivanje proSirenosti APEC sojeva 1 njihova tipizacija moZe pomo¢i u provodenju nuznih
profilaktickih mjera kao Sto je cijepljenje. Zbog raznovrsnosti sojeva, trenutno dostupna
komercijalna cjepiva nisu adekvatna, te se sve viSe podlijeze proizvodnji inaktiviranih autogenih
cjepiva (LANDMAN, 2014.).



2. HIPOTEZA

Pti¢ji patogeni sojevi E. coli uzrokuju velike gospodarske Stete u peradarskoj industriji. 1z tog
razloga, utvrdivanje njihove proSirenosti i tipizacija s ciljem odredivanja raznovrsnosti prisutnih
sojeva, vrlo je znacajna za provodenje profilaktickih mjera. Hipoteza ovog istrazivanja je da ¢e
izolati APEC sojeva biti raznovrsni, odnosno da ¢e se utvrditi pripadnost razliCitim
filogenetskim skupinama na temelju postojanja pojedinih gena virulencije (chuA, yjaA,
TspE4.C2). Isto tako pretpostavljamo da ¢e biti velikih razlika u prevalenciji odredenih gena

virulencije izmedu pojedinih izolata.

3. CILJEVI RADA

Cilj rada je tipizacija APEC sojeva da bi odredili gensku raznovrsnost izolata s razli¢itih farmi u

svrhu provodenja adekvatnih profilaktickih mjera.

4. MATERIJAL | METODE

4.1. Uzorci

Izdvojeno je 48 sojeva E. coli podrijetlom od lesina dostavljenih na patomorfolosku pretragu s
dvije farme peradi roditeljskih jata teskih linija (genetike Ross, Farma 1 i 2) i jedne farme
nesilica lake linije (Farma 3) sakupljenih tijekom 2016. godine. Na Farmi 1 uzorkovanje je
provedeno dva puta, kada je perad bila dobi 43 tjedna i u dobi od 55 tjedana, a na Farmi 2
jednom sa 15 tjedana, te na Farmi 3 Cetiri puta, kada je perad bila dobi 59, 74, 75 i 79 tjedana.

4.2. Izolacija i identifikacija E. coli

Prilikom patomorfoloSke pretrage leSina, uzeti su obrisci organa koji su nasadeni na hranjivi
agar (Nutrient Agar, Difco, Francuska) i Brilliant Green agar (Oxoid, Velika Britanija) te
inkubirani aerobno kroz 24 sata pri 37°C. Sojevi E. coli identificirani su na temelju
makroskopskog izgleda kolonija i biokemijskih karakteristika, a identifikacija je dodatno
potvrdena metodom MALDI- TOF spektrometrije (eng. matrix- assisted laser desorption/

ionization time of flight) i API testom (Biomerieux, Francuska).



4.3. lzdvajanje i prociS¢avanje DNK

Ciste kulture E. coli su presadene na plo¢e hranjivog agara (Nutrient Agar, Difco, Francuska) i
koriStene za izdvajanja DNK pomocu Chelex 100 (BioRad, Francuska) prema uputi
proizvodaca. Izdvojena DNK cuvana je na -20°C do izvodenja pretrage. Neposredno prije
pretrage u uzorcima je odredena koncentracija DNK pomoc¢u BioDrop uredaja (Cambridge,
Ujedinjeno Kraljevstvo), a potom je za PCR reakciju koncentracija u uzorcima prilagodena na

20 pg/ ml.

4.4. Lan¢ana reakcija polimerazom

Izvedene su tri multiplex PCR reakcije prema protokolu CLERMONT i sur. (2000.) za svaki
uzorak za sveukupno 22 gena virulencije. U prvoj reakciji koristeno je osampocetnica (R1, R2,
R3, R4, K12, chuA, yjaA, TspE) (Tablica 1.), u drugoj pet (iroN, ompT, hlyF, Iss, iutA) (Tablica
2.), a u trecoj devet (astA, irp2, papC, iucD, tsh, vat, cvi/cva, ibeA, sitA) (Tablica 3.). U svakoj
PCR reakciji koristene su specifitne uzvodne i nizvodne pocetnice, "master mix" Emerald
(Promega, SAD), voda slobodna od RNK/ DNKaza i ranije izdvojena DNK. Ukupan volumen
po PCR reakciji bio je 25 pl.



Tablica 1. Prikaz pocetnica koriStenih u prvoj PCR reakciji.

8- plex
Gen Sekvenca 5'- 3' Velbiéina
R1F + | gcgaaaaGAGTAATGTCGGGGCATTCA 55|01
R1IR + | aggccaTTCCTGGCAAGAGAGATAAG
R2F + | gcgaGATCGACGCCGGAATTTTTT 1141
R2R + | gcgagaAGCTCCATCATCAAGTGAGA
R3F + | agccaGGCCAAAACACTATCTCTCA 1785
R3R + | agcgccGTGCCTAGTTTATACTTGAA
R4F + | gcgcgcaTGCCATACTTTATTCATCA 699
RAR + | gcgcTGGAATGATGTGGCGTTTAT
K12F + | gcaagTTCGCCATTTCGTGCTACTT 916
K12R + | acgcgcTAATCATAATTGGAATGCTGC
ChuAF + | aaatttgGACGAACCAACGGTCAGGAT 279
chuAR + | atttagTGTGAAGTGTCAGGAGACGCTG
yjaAF + | aaaaaaCCGCCAGTACCAGGGACA 211
yjaAR + | gcagaaaaATGGAGAATGCGTTCCTCAA
TspEF + | gcgaaaaaGAGTAATGTCGGGGCATTCA 15
TspER + | aaggCGCGCCAACAAAGTATTACG
Tablica 2. Prikaz pocetnica koriStenih u drugoj PCR reakciji.
5- plex
Gen Sekvenca 5'- 3' Velggina
iroN F | AATCCGGCAAAGAGACGAACCGCCT -
iroNR | GTTCGGGCAACCCCTGCTTTGACTTT
ompT F | TCATCCCGGAAGCCTCCCTCACTACTAT 496
ompT R | TAGCGTTTGCTGCACTGGCTTCTGATAC
hlyF F | GGCCACAGTCGTTTAGGGTGCTTACC 450
hlyF R | GGCGGTTTAGGCATTCCGATACTCAG
IssF | CAGCAACCCGAACCACTTGATG 323
IssR | AGCATTGCCAGAGCGGCAGAA
itAF | GGCTGGACATCATGGGAACTGG 302
IMtAR | CGTCGGGAACGGGTAGAATCG




Tablica 3. Prikaz pocetnica koriStenih u tre¢oj PCR reakciji.

9- plex

Gen Sekvenca 5'- 3' Velggina
astA F TGCCATCAACACAGTATATCC 116
astAR TCAGGTCGCGAGTGACGGC

irp2 F AAGGATTCGCTGTTACCGGAC 413
irp2 R AACTCCTGATACAGGTGGC
papC F TGATATCACGCAGTCAGTAGC 501
papCR | CCGGCCATATTCACATAA

iucD F ACAAAAAGTTCTATCGCTTCC -
iucDR CCTGATCCAGATGATGCTC

tsh F ACTATTCTCTGCAGGAAGTC 824
tsh R CTTCCGATGTTCTGAACGT

vat F TCCTGGGACATAATGGTCAG 081
vat R GTGTCAGAACGGAATTGT

cvi/cvaF | TGGTAGAATGTGCCAGAGCAAG 1181
cvi/cvaR | GAGCTGTTTGTAGCGAAGCC

ibeA F AGGCAGGTGTGCGCCGCGTAC 171
ibeA R TGGTGCTCCGGCAAACCATGC

SitA F AGGGGGCACAACTGATTCTCG 608
SitAR TACCGGGCCGTTTTCTGTGC




4.5. Gel elektroforeza

Umnosci PCR reakcija razdvojeni su elektroforezom. Za prvu i tre¢u multiplex reakciju koristen
je 2%- tni agarozni gel, a za drugu reakciju 3%- tni gel zbog razlike u veli¢inama umnozaka.
Razdvajanje se izvodilo kroz 30 min na 80 V i 65 mA, a zatim kroz 50 min pri 130 V i 65 mA.
UmnoSci su vizualizirani primjenom SYBR Safe boje (Invitrogen, SAD). Rezultati jednog dijela

umnozaka iz PCR reakcije s osam pocetnica prikazani su na Slici 1.

Slika 1. Prikaz gel elektroforeze dijela uzoraka za PCR reakciju s osam pocetnica.



5. REZULTATI

Klini¢ki je na farmama u oboljelih jedinki primije¢eno otezano kretanje, otecenost glave,
povremeni problemi s disanjem i proljevom. Patoanatomskom pretragom leSina uocene su
kroni¢na purulentna pneumonija uz kazeoznu upalu zracnih vre€ica, perikarditis, peritonitis,
perihepatitis, hepatomegalija, splenomegalija, tendosinovitis, salpingitis i enteritis. Neke od
uoCenih patoloSkih promjena prikazane su na Slici 2. Obrisci su uzeti s organa koji su bili
patoloski promijenjeni ili predstavljaju predilekcijska mjesta za infekciju E. coli kao Sto su jetra,
slezena, pluca, crijeva i jajnik. Uocene makroskopske promjene u veéine leSina upucivale su na
koliseptikemiju $to je i potvrdeno izdvajanjem E. coli u ¢istoj kulturi iz pretrazivanih organa, a

potvrdeno i MALDI- TOF metodom pretrage i API testom.

Slika 2. Promjene uoene patomorfoloskom pretragom. A) Fibrinozni perihepatitis. B)

Fibrinozni poliserozitis, egg peritonitis.

Na temelju rezultata PCR-a, sojevi su svrstani u filogenetske skupine i podskupine (Tablica 4.).
Od ukupno 48 pretrazih sojeva E. coli, veéina ih pripada B2 filogenetskoj skupini (52,08%), a
dokazana je i prisutnost drugih skupina- B1 (22,92%), D (16,67%) i A (8,33%). Odredena je i
ucestalost filogenetskih podskupina pri ¢emu je najzastupljenija bila B23 podskupina (47,92%).



Tablica 4. Prikaz filogenetskih skupina izdvojenih sojeva E. coli.

Filogenetska

Filogenetska

Oznaka farme | Dob peradi Organ ] )

skupina podskupina

1 43 tjedna jetra D D2

crijevo Bl Bl

folikul B2 B2;

slezena B2 B2,

jetra B2 B2;

pluca B2 B23

55 tjedana folikul D D2

jetra Bl Bl

crijevo Bl Bl

pluca D D2

folikul B2 B2;

jetra Bl Bl

pluca B2 B2;

slezena B2 B2,

slezena B2 B2,

jetra B2 B2,

folikuli B2 B2;

pluca B2 B2;

jetra B2 B2,

jetra A Al

slezena B2 B2,

tibiotarzalni zglob Bl Bl

folikuli A A,

pluca B2 B2;

tibiotarzalni zglob B2 B2;

jetra Bl Bl

slezena A Al

pluca B2 B2;

folikuli B2 B2,




55 tjedana zraéne vrecice A Al

gusteraca D D2

zracne vrecice Bl Bl

2 15 tjedana jetra B2 B2;
crijevo D D2

crijevo D D2

3 59 tjedana jetra B2 B2;
folikul B1 B1

slezena Bl Bl

79 tjedana jajnik Bl Bl

jajnik Bl Bl

jajnik B2 B2;

jajnik B2 B2;

75 tjedana jajnik B2 B2;

jajnik D D2

jajnik B2 B2,

jetra B2 B2,

74 tjedna zracne vrecice B2 B2;

gornji di$ni prohodi D D2

U Tablici 5. prikazana je usporedba zastupljenosti filogenetskih skupina i podskupine B2; na

Farmi 1, 2 i 3. Na Farmi 1 bili su primijeceni tezi klinicki simptomi, te su prilikom

patomorfoloske pretrage uocene izrazenije patoloske promjene.
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Tablica 5. Usporedni prikaz ucestalosti filogenetskih skupina i podskupine B23 na Farmama 1, 2

i 3.
Farma 1 Farma 2 Farma 3
(n=32) (n=3) (n=13)
B2 17 1 7
Bl - 4
D 2 2
A - -
B2; 16 1 6

U Tablici 6. prikazana je ucestalost filogenetskih skupina i B23 podskupine po organima iz kojih

su uzeti obrisci, pri ¢emu se moze vidjeti da su najzastupljenija skupina B2 najcescée izolirana iz

jetre, slezene, folikula i pluca.

Tablica 6. Prikaz ucestalosti filogenetskih skupina i B2; podskupine po organima iz kojih su

uzeti obrisci.

o9)
N

o9)
-

o]
N
w

Jetra

Crijevo

Folikul

Slezena

Pluca

Tibiotarzalni zglob

Zracne vrecice

Gusteraca

Gornji dis$ni prohodi

ol O | | O B W O o

O O | | O | P N W

| R O] O k| O | N | O

o O | O | | O O | >
o O k| R, g M N O ;o

U Tablici 7. prikazana je ucestalost nekih od gena virulencije koji se smatraju vaznima za

patogenost APEC u pojedinih filogenetskih skupina. Moze se uociti vrlo visoka ucestalost

razli¢itih gena virulencije kod filogenetske skupine B1 i B2, a relativno mala u skupine A.
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Tablica 7. Prikaz ucestalosti pojedinih gena virulencije (%).

Gen Zajednigki Filogenetska skupina Fpi(l)c()j%ekrl:%tisnkaa

virulencije l(ﬁgg; B2 B1 D A B2,
(n=25) (n=11) (n=8) (n=4) (n=23)

papC 85,4 76 100 100 75 73,9
tsh 22,9 28 0 50 0 26,1
chuA 68,8 100 0 100 0 100
irp2 4,2 8 0 0 0 8,7
iucD 14,6 16 0 25 25 13,4
iutA 93,8 100 90,9 100 50 100
SitA 62,5 56 81,8 87,5 0 52,2
ibeA 43,8 48 36,4 50 50 43,5
ompT 39,6 36 54,5 50 0 39,1
cvilcva 27,1 16 63,6 25 0 17,4
astA 31,3 24 45,5 37,5 25 17,4
hlyF 52,1 44 63,6 75 25 47,8
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U Tablici 8. prikazana je ucestalost pojedinih gena virulencije s obzirom na farmu podrijetla i

namjenu zivotinje. Rezultati pokazuju vecu zastupljenost papC, chuA, iutA i sitA gena u teskih i

lakih linija na svim farmama, s iznimkom irp2, astA i hlyF gena koji su zastupljeniji kod

nesilica.

Tablica 8. Prikaz ucestalosti pojedinih gena virulencije na pojedinim farmama.

Farma 1 Farma 2 Farma 3
Geni teska linija | teSkalinija | laka linija
(n=32) (n=3) (n=13)
papC 26 3 12
tsh 8 1 2
chuA 21 3 9
irp2 1 3 9
iucD 3 1 3
IutA 29 3 13
SitA 20 1 9
ibeA 13 2 6
ompT 10 3 6
cvi/ cva 8 0 5
astA 5 2 8
hlyF 14 3 8
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6. RASPRAVA

Pti¢ji patogeni sojevi E. coli uzrokuju razlicite lokalizirane i sistemske infekcije, a bolest
najcesce zapocinje infekcijom diSnog sustava koja se razvije u sistemsku infekciju i dovodi do
uginuéa. Kod nesilica samo nesenje predstavlja izraziti stres, a hormonalni status (visoke razine
estrogena) pridonose prijeméivosti na infekciju s E. coli koja vrlo ¢esto nastupa ascendentno
putem jajovoda (ANON., 2014.) Ovakav status zivotinja u proizvodnji olakSava simultano
zarazavanje razli¢itim sojevima. Podjela sojeva E. coli u filogenetske skupine omogucava
razvrstavanje u komenzale ili razlicite patotipove (CORDONI i sur., 2016.). Takvu metodu
podjele, koja se temelji na dokazu gena chuA, yjaA i ulomka DNK TspE4.C2, opisali su

CLERMONT i sur. (2000.). Ona je koristena u ovom istrazivanju i pokazala se vrlo korisnom.

Unato¢ izrazitoj raznovrsnosti APEC izolata, istrazivanja su pokazala sli¢nosti izmedu NMEC,
SePEC, UPEC i APEC sojeva u pripadnosti serogrupama, filogenetskim grupama i
posjedovanju faktora virulencije, $to ukazuje na moguénost postojanja zoonotskog potencijala
APEC sojeva (EWERS i sur., 2007.; MELLATA i sur., 2013.; GUABIRABA i sur., 2015.).
Nasuprot tome, CORDONI i sur. (2016.) smatraju tu teoriju neto¢nom jer nisu pronasli nijedan
soj podrijetlom i1z domacih Zzivotinja koji bi pripadao skupini B23; koju ¢ine samo sojevi
humanog podrijetla. Istog su misljenja CARLOS i sur. (2010.) i STOPPE i sur. (2014.) koji
zakljuCuje da su sojevi te skupine posljedica kontaminacije vode fekalijama ljudskog podrijetla,
za razliku od B1 sojeva koji su prisutni zbog fekalne kontaminacije podrijetlom od domacih
zivotinja. Nasuprot tome, DERAKHSHANDE i sur. (2013.) komparativnom analizom izolata E.
coli iz fecesa izolirali su B2; skupinu u prezivaca, pasa i ljudi, ali ne i peradi. Istrazivanje
provedeno na APEC sojevima izdvojenim u Njemackoj, Italiji 1 Velikoj Britaniji dokazalo je da
su u navedenim zemljama najcesce prisutne filogenetske skupine B2 (56,1% u Velikoj Britaniji i
35,3% u Njemackoj) i Al (53,3% u Italiji) (CORDONI i sur., 2016.). PIRES-DOS-SANTOS i
sur. (2013.) istrazivali su genetsku raznolikost APEC sojeva izdvojenih iz roditeljskih jata teskih
linijja u Danskoj, te takoder navode nalaz filogrupa B2 (u 52.9% slucajeva), D (22.1%), te A
(19.1%) i B1 (5.9%). Rezultati iz Tablice 6. pokazuju da je najzastupljenija filogenetska skupina
(B2) najcesce izolirana iz jetre, folikula, slezene 1 pluca, gdje su obicno 1 najizrazenije patoloske
promjene. U ovom smo istrazivanju, zbog velike zastupljenosti B2 filogenetske skupine,
provjerili 1 kojim podskupinama pripadaju APEC sojevi koje smo izdvojili. Metoda utvrdivanja
podskupina se zasniva na dokazu sva tri gena koja se koriste i za odredivanje filogenetskih
skupina (chuA, yjaA, TspE4.C2). Na temelju dokaza navedenih gena, utvrdili smo da je

prevalencija B2; skupine ¢ak 47,92% od ukupno pretrazenih sojeva, odnosno da 23 od 25
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izolata iz skupine B pripada spomenutoj podskupini. U dosadasnjim istrazivanjima nijedan
APEC soj nije svrstan u B23 skupinu za koju se smatra da joj pripadaju samo humani sojevi.
Takav rezultat ima veliku vaznost jer ukazuje na veliku genetsku srodnost izoliranih sojeva
razli¢itih zivotinjskih vrsta 1 ljudi, a uz to je dodatni pokazatelj zoonotskog potencijala pticjih
patogenih sojeva. SINGER (2015.) u svom radu napominje da pronalazak slicnosti gena
virulencije u EXPEC sojevima kod ljudi i Zivotinja nije nuzno dokaz zoonotskog potencijala.
Postojanje takvih sli¢nosti je ocekivano s obzirom na njihovu vaznost u omogucavanju
prezivljavanja bakterija u ekstraintestinalnim uvjetima. Unato¢ tome, potvrduje da postoji
moguénost prijenosa EXxPEC sojeva na ljude kao rezultat neadekvatnog postupanja sa

Zivotinjama, odnosno manipulacijom leSinama i mesom koje se koristi za prehranu ljudi.

Prevalencija gena virulencije koje smo odredivali, a koji se smatraju vaznima za patogenost
APEC sojeva, djelomi¢no se slaze s rezultatima sli¢nih istrazivanja drugih autora. U Tablici 7.
prikazana je njihova ucestalost u zajednickom uzorku i pojedinim filogenetskim skupinama.
Moze se uocCiti veca ucestalost razlicitih gena virulencije kod filogenetske skupine B1 i B2, a
relativno mala u skupine A za koju se smatra da joj pripadaju samo komenzalni sojevi E. coli.
Geni papC i tsh su adhezini potrebni za prianjanje bakterija na epitelne stanice domacina, ChuA,
irp2, uicD, iutA imaju ulogu u vezanju zeljeza u organizmu uz SitA koji je vazan za njegov i
manganov transport. Gen ibeA je odgovoran za invazivnost bakterije, dok ompT i cvi/cva imaju
zaStitnu ulogu. Vazni su jo§ i toksin astA, te hemolizin hlyF. U Tablici 7. prikazana je
usporedba ucestalosti spomenutih gena virulencije u teskih i lakih linija s obje farme. Rezultati
su pokazali vecu zastupljenost papC, chuA, iutA i sitA gena u teskih linija i nesilica s obje farme,
za razliku od irp2, astA i hlyF gena koji su zastupljeniji samo kod nesilica s Farme 2.
MITCHELL 1 sur. (2015.) su u svom istrazivanju usporedivali tvorbu biofilma crijevnih i
izvancrijevnih sojeva. Biofilm §titi bakterije od obrambenih mehanizama domacina, antibiotika 1
nekih dezinficijensa, te im omogucava stjecanje novog genetskog materijala u blizini drugih
patogena da bi postali §to virulentniji i rezistentniji. Primijetili su da je biofilm crijevnih sojeva
E. coli bio gus¢i §to omogucava bolje prezivljavanje i zaStitu na povrsini jaja. MijeSanjem
crijevnih 1 izvancrijevnih sojeva dolazi do medusobne izmjene genetskog materijala i prilagodbe
komenzalnih sojeva koji onda postaju sposobni za infekciju. EWERS i sur. (2009.) su istrazivali
da li sojevi izdvojeni iz fecesa klinicki zdrave peradi predstavljaju rezervoar izvancrijevnih
infekcija i zakljuc€ili da zdrava perad moze sluziti kao genska zaliha (eng. gene pool) za EXPEC
sojeve. Jedan od mogucih nacina Sirenja zaraze je i u klaonici putem trupova kontaminiranih
fecesom i sadrzajem crijeva (JOHNSON i sur., 2009.). Isto tako domestifikacija zivotinja imala
je neposredan utjecaj na mikrofloru Zivotinja putem pasminske selekcije, prilagodbe hranidbe i
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zoohigijenskih uvjeta u uzgoju, te izloZenosti razli¢itim antibioticima. Ucestala upotreba
antimikrobnih preparata u intenzivnom uzgoju u peradarskoj industriji dovela je do toga da
konzumacijom mesa dolazi do razvoja sve vece antimikrobne rezistencije jer perad ima ulogu
rezervoara EXPEC- a (MANGES i sur., 2007.; MANGES i JOHNSON, 2012.). SKURNIK i sur.
(2006.) su istrazivanjem antropogenog utjecaja na pojavu antimikrobne rezistencije dosli do
zakljucka da su izolati podrijetlom od domacih zivotinja rezistentniji na antibiotike od izolata
divljih Zivotinja. U mikroflori domacih zivotinja veca je ucestalost A i B1 filogenetskih skupina
koji predstavljaju komenzalne sojeve, za razliku od divljih zivotinja kod kojih su zastupljeniji
B2 i D skupine (ESCOBAR- PARAMO i sur., 2006.).

Upravo zbog pojave mijeSanja sojeva izmedu razli¢itih zivotinjskih vrsta i ljudi, te komenzalnih
sojeva iz okoliSa, vazno je pristupiti takvom opcezdravstvenom i gospodarskom problemu na
prikladan nacin. Iz dosadasnjih istrazivanja poznato je da se sve ¢eS¢e komenzalni sojevi (B1, A
skupine) izdvajaju kao uzrocnici bolesti, Sto znaci da na problem treba gledati i s ekoloske
strane, a ne samo ekonomske i zdravstvene. Iz tog razloga mnogi autori predlazu tzv. "One
Health" pristup. OneciS¢enjem okoliSa, kontaminira se voda i hrana domacih zivotinja, preko

kojih se u konacnici indirektno djeluje na zdravlje ljudi.

Rezultati upuéuju na veliku raznolikost filogenetskih skupina E. coli u istim jatima peradi §to
otezava mogucnost imunoprofilakse. Na prve dvije farme ukljucene u epizootiolosko
istrazivanje koriSteno je Zivo 1 inaktivirano komercijalno cjepivo koji su dostupni na trzistu, ali
bez pozitivnog ishoda. Zbog toga se kao trenutacno najbolje rjeSenje preporuca koriStenje
inakvitiranih autogenih cjepiva pripremljenih od "stajskih sojeva” E. coli. Adekvatnim
cijepljenjem peradi mogla bi se smanjiti pojavnost bolesti primarno u peradi, a time i pritisak na
ljudsku populaciju kod koje su sve ¢esée infekcije urinarnog trakta uzrokovane EXPEC sojevima
genetski vrlo srodnim pti¢jim patogenim sojevima E. coli. Preventivnim cijepljenjem smanjuje
se potreba za antimikrobnom terapijom zarazenih jata. Na taj nafin bi smanjena upotreba
antibiotika imala pozitivan utjecaj i na zdravlje ljudi, te smanjila stvaranje antimikrobne
rezistencije koja predstavlja sve vec¢i problem. Iz tog razloga je bitno kontinuirano provoditi
epizootioloska istrazivanja kako bi se pratila i kontrolirala pojavnost i Sirenje potencijalno

opasnih sojeva za samu perad ali i ljudsku populaciju.
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7. ZAKLJUCCI

¢ Rezultati pokazuju veliku raznolikost filogenetskih skupina E. coli.

e Utvrdene su razlike u ucestalosti odredenih gena virulencije izmedu pojedinih sojeva
E. coli.

e Koristena metoda odredivanja filogenetskih skupina lan¢anom reakcijom polimerazom
na temelju dokaza gena chuA, yjaA i ulomka DNK TspE4.C2 je vrlo efikasna.

e Raznolikost utvrdenih filogenetskih skupina E. coli oteZava imunoprofilaksu na farmama
peradi i opravdava primjenu autogenih cjepiva.

e Utvrdivanje prosirenosti pojedinih sojeva epizootioloskim istrazivanjem moze pomoc¢i u
provodenju adekvatnih preventivnih mjera.

e Rezultati potvrduju moguénost postojanja zoonotskog potencijala APEC sojeva.
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9. SAZETAK

MOLEKULSKA KARAKTERIZACIJA APEC SOJEVA E.COLI IZDVOJENIH NA
FARMAMA PERADI U REPUBLICI HRVATSKOJ

Kolibaciloza uzrokovana APEC (Avian Pathogenic Escherichia coli) sojevima stvara velike
gospodarske gubitke u intenzivnoj peradarskoj proizvodnji. Cesto nastaje kao sekundarna
infekcija zbog imunosupresije uzrokovane drugim bolestima. Osim toga, neadekvatni
zoohigijenski uvjeti 1 drugi stresni ¢imbenici kao $to je nesivost mogu utjecati na pojavu bolesti.
S obzirom na velike Stete koje uzrokuje i postojanje zoonotskog potencijala, utvrdivanje
prosirenosti APEC sojeva i njihova tipizacija, moze pomoci u provodenju nuznih profilakti¢kih
mjera kao $to je cijepljenje. U ovom istrazivanju izdvojeni su sojevi E. coli iz lesina dostavljenih
na patomorfolosku pretragu s farmi peradi koje imaju probleme s kolibacilozom. 1z bakterijskih
kultura je izdvojena ukupna DNK i odredena pripadnost filogenetskim skupinama (A, B1, B2,
D) dokazivanjem gena chuA, yjaA i ulomka DNK Tspe4.C2 primjenom PCR reakcije. Utvrdeno
je i postojanje pojedinih gena virulencije koji mogu biti pokazatelj patogenosti sojeva. Rezultati
ovog istrazivanja pokazali su da postoji velika raznovrsnost filogenetskih skupina E. coli §to
otezava provodenje imunoprofilakse, te su utvrdene razlike u prevalenciji odredenih gena

virulencija izmedu pojedinih sojeva.

Kljuéne rijeci: E. coli, APEC, filogenetska raznolikost, lan¢ana reakcija polimerazom
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10. SUMMARY

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF APEC STRAINS ISOLATED FROM
POULTRY FARMS IN CROATIA

APEC strains can cause serious loses in poultry production. It often begins as a secondary
infection caused by imunosupression. Moreover, inadequate zoohygienic conditions and stress,
as laying period, can cause problems. Because of great loses and possible zoonotic potential of
APEC, molecular characterization and determination of phylogenetic diversity is very important
for it can help in conducting profilactic measures. During this epizootiological survey, E. coli
strains were isolated and afterwards molecular characterization was done. Some of the most
frequent virulence genes which can be indicators of strain pathogenicity were determined.
Results showed contamination with different E. coli phylogroups according to phylogenetic
group markers (chuA, yjaA, Tspe4.C2), with predominant finding of B2 phylogroup. In addition,
some differences in frequency of certain virulence genes between isolated strains were

determined, which also affects efficiency of immunoprophylactic measures.

Key words: E. coli, APEC, phylogenetic diversity, PCR
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