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Popis kratica

APEC — (avian pathogenic Escherichia coli)

BHI - (brain heart infusion)

CFU - (colony forming units)

Ct - (cycle treshold)

DEC — (diarrheagenic Escherichia coli)

DNK - (deoksiribonukleinska kiselina)

EnPEC — (endometrial pathogenic Escherichia coli)
EXPEC - (extraintestinal pathogenic Escherichia coli)

McF - (McFarland)

MPEC — (mammary pathogenic Escherichia coli)

MRNK - (glasnic¢ka ribonukleinska Kiselina)

NMEC - (newborn meningitis-associated Escherichia coli)
PCR - (Ian¢ana reakcija polimerazom)

gPCR - (lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu)
SePEC — (sepsis-associated pathogenic Escherichia coli)
SPF - (specific pathogen free)

UPEC — (uropathogenic Escherichia coli)

WGS - (whole genome sequencing)
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Tablica 5. Prikaz uginu¢a komercijalnih zametaka, sojevi 344 1 347.

Tablica 6. Prikaz uginu¢a SPF zametaka, sojevi 344 i 347.

Slika 1. Ct vrijednosti nakon inokulacije sojeva 46 i 333 pojedinacno ili u kombinaciji (+) in
vitro.

Slika 2. Ct vrijednosti nakon inokulacije sojeva 344 i 347 pojedinacno ili u kombinaciji (+) in
vitro.
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zamecima.

Slika 5. Ct vrijednosti nakon inokulacije sojeva 344 i 347 pojedinacno ili u kombinaciji na
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1. UVOD

Escherichia coli (E. coli) je bakterija koja kao komenzal nastanjuje probavni trakt i povrSine
sluznica sisavaca i veéine ptica, no postoje brojni sojevi E. coli koji su primarno patogeni. Medu
njima je i pti¢ja patogena E. coli (APEC) koja u peradi uzrokuje kolibacilozu. Kao jedna od
naj¢es¢ih baterijskih bolesti u uzgoju peradi, kolibaciloza ima veliki ekonomski znacaj na
svjetskoj razini zbog brojnih gubitaka tijekom uzgoja te prilikom obrade mesa (NOLAN i sur.,
2020.). Gubitci tijekom uzgoja ukljucuju uginuca zametaka i jednodnevnih pili¢a (¢ak do 50
%), uginuca pilenki i nesilica, prestanak nesenja te troSkove cijepljenja i lijeCenja (BIDIN,
2008.; GUABIRABA i SCHOULER, 2015.; LANDMAN i VAN ECK, 2015.). Odredeni pti¢ji
patogeni sojevi imaju mnogo zajednickih karakteristika s izvancrijevnim patogenim sojevima
E. coli u ljudi koji uzrokuju infekcije mokraénog sustava, septikemiju i meningitis
novorodencadi, pa se iz tog razloga smatra da APEC sojevi imaju zoonotski potencijal
(GUABIRABA i SCHOULER, 2015.; SINGER, 2015.). APEC sojevi posjeduju plazmide koji
mogu nositi gene za rezistenciju na antibiotike i dezinficijense, a oni se konjugacijom mogu

prenijeti na izvancrijevne patogene sojeve koji uzrokuju bolesti u ljudi (NOLAN i sur., 2020).

Pojavi kolibaciloze pogoduju prethodne infekcije drugim uzroCnicima, te stres i loSi
zoohigijenski uvjeti (NOLAN i sur., 2020.). Do infekcije u peradi dolazi nakon oStecenja koze
ili sluznice, te inhalacijom praSine oneciS¢ene izmetom (BIDIN, 2008.), a moguca je i
ascendentna infekcija reproduktivnog trakta preko kloake (TRAMPEL i sur., 2007; PIRES-
DOS-SANTOS i sur., 2012.) kao i zaraza tijekom embrionalnog razvoja nakon kontaminacije
rasplodnih jaja (BIDIN, 2008.). Kolibaciloza se javlja u obliku septikemije ili lokalizirane
bolesti kao infekcija reproduktivnog trakta, omfalitis, upala Zumanj¢ane vre¢ce (GUABIRABA
i SCHOULER, 2015.), zatim koligranulomatoza, upala zra¢nih vrecica, sindrom ote¢ene glave,
koliformni celulitits, peritonitis, osteomijelitis/sinovitis, panoftalmitis i enteritis (NOLAN i
sur., 2020.). Profilaksa kolibaciloze temelji se na strogoj kontroli roditeljskih jata, provodenju
biosigurnosnih i zoohigijenskih mjera, te cijepljenju. Komercijalno dostupna cjepiva cesto nisu
ucinkovita zbog heterogenosti terenskih sojeva u odnosu na cijepni. U¢inkovitija je primjena
autogenih cjepiva koja se posebno pripremaju za individualne uzgoje odnosno jata
(GUABIRABA i SCHOULER, 2015.; LANDMAN i VAN ECK, 2017.). Usprkos raznolikosti
sojeva, pojedina istrazivanja su dokazala klonalnost malog broja sojeva na odredenom
geografskom podru¢ju ili na razini jata (RONCO i sur., 2017.; TRAMPEL i sur., 2007.;

EWERS i sur., 2004.). Na tim saznanjima temelji se i ovo istrazivanje simultanog uzgoja sojeva
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E. coli razli¢ite virulencije i razli¢itih filogenetskih grupa. Cilj je zabiljeziti njihovo umnazanje
i interakciju kako bi dokazali klonalnu selekciju. Pretpostavka je da ¢e se virulentniji sojevi
zbog posjedovanja odredenih gena virulencije, prilikom zajedni¢kog nasadivanja in vitro ili in

ViVO s manje virulentnim sojevima, bolje umnazati i moguce potiskivati drugi soj.



2. PREGLED REZULTATA DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2.1. Podjela sojevaE. coli
Patogeni sojevi E. coli podijeljeni su u dvije glavne skupine: crijevni (eng. diarrheagenic E.
coli, DEC) i izvancrijevni (eng. extraintestinal pathogenic E. coli, EXPEC). Skupina EXPEC
sadrzi Sest patotipova u koje spadaju: uropatogena E. coli (eng. uropathogenic E. coli, UPEC),
E. coli koja uzrokuje meningitis novorodencadi (eng. newborn meningitis-associated E. coli,
NMEQ), pticja patogena E. coli (eng. avian pathogenic E. coli, APEC), E. coli koja uzrokuje
sepsu (eng. sepsis-associated pathogenic E. coli, SePEC), E. coli patogena za mlije¢nu zlijezdu
(eng. mammary pathogenic E. coli, MPEC) i E. coli patogena za endometrij (eng. endometrial
pathogenic E. coli, EnPEC) (KUNERT FILHO i sur., 2015). S obzirom na genetsku sli¢nost
izvancrijevnih sojeva, mnoga istrazivanja su usmjerena na utvrdivanje gena virulencije koji

definiraju patotipove, stoga se 1 klasifikacija vrlo ¢esto mijenja.

APEC patotip trenutno sadrzi 8 filogrupa- A, B1, B2, C, D, E, F i1 G, te pet ,,cryptic clade*
skupina koje se fenotipski ne razlikuju od ostalih filogrupa. Identifikacija osnovne Cetiri
filogrupe (A, B1, B2, F) vrsi se pomoc¢u quadruplex PCR reakcije, a temelji se na prisutnosti
cetirl gena virulencije u raznim kombinacijama, dok se identifikacija ostalih filogrupa vrsi
pomocu dodatnih setova specificnih PCR pocetnica (CLERMONT i sur., 2013., 2019.). Ciljani
geni u PCR reakciji su arpA, chuA, yjaA i TspE4.C2. Filotipizacija se moze provoditi i in silico
na temelju sekvence ¢itavog genoma (eng. whole genome sequencing, WGS), pri ¢emu se prati
prisutnost odredenih gena virulencije. Izvancrijevni patogeni sojevi E. coli najéesce spadaju u

filogrupe B2, F, D i G (CLERMONT i sur., 2013., 2019.).

2.2.  Cimbenici virulencije
Cimbenici virulencije su odredene fenotipske ili genotipske Karakteristike povezane s
virulencijom (DHO-MOULIN i FAIRBROTHER, 1999.). Tu spadaju sposobnost adhezije,
invazivnost, sustav za vezanje i transport zeljeza, prezivljavanje u serumu, antifagocitna
aktivnost te prisutnost temperaturno osjetljivog hemaglutinina (Tsh). Fimbrije olakSavaju
adheziju na stanice domacina, a tu spadaju F1, P, AC/1 i Stg fimbrije te tip IV pili. F1 fimbrije
prisutne su u gotovo svih patogenih, ali ¢esto i u komenzalnih sojeva, stoga je njihova uloga u
virulenciji upitna (DZIVA i STEVENS, 2008.). Do ekspresije F1 fimbrija dolazi u disnim

organima (dusnik, pluca, zracne vrecice), a u ostalim organima i krvi ta ekspresija izostaje. P



fimbrije nisu zasluzne za pocetne stadije infekcije jer u dusniku ne dolazi do njihove ekspresije
odnosno ona je izraZzena tek u plu¢ima, zraCnim vre¢icama i unutarnjim organima, pa se smatra
da imaju ulogu u patogenosti tijekom kasnijih stadija infekcije (DHO-MOULIN i
FAIRBROTHER, 1999.). Fimbrije AC/1, Stg i tip IV pili imaju ulogu u adheziji APEC sojeva
na stanice, a njihova uloga u patogenezi jos se istrazuje (DZIVA i STEVENS, 2008.). Curli su
tanke nitaste uvijene tvorevine na povrSini bakterije koje posreduju u vezanju bakterija na
izvanstani¢ni matriks i proteine seruma. Njihova uloga u patogenosti E. coli jos nije razjasnjena,
a prisutni su u veéine patogenih i komenzalnih sojeva. (DHO-MOULIN i FAIRBROTHER,
1999.). Sustav za vezanje i transport zeljeza smatra se klju¢nim za virulenciju (DZIVA i
STEVENS, 2008.). Taj sustav omogucuje prezivljavanje bakterija u fizioloskim tekuc¢inama
domacina gdje je koncentracija slobodnog zeljeza nedostatna za njihov opstanak i
razmnozavanje. Definirani su brojni geni unutar sustava za iskoristavanje zeljeza medu kojima
je i chuA koji kodira protein za iskoriStavanje i transport hema (LI i sur., 2005.). Kapsula
imunogen §to pridonosi obrani od imunoloskog odgovora domacina tijekom infekcije. Tsh je
gen koji odreduje svojstvo hemaglutinacije osjetljive na temperaturu (iznad 42 °C
hemaglutinacija je inhibirana), a ¢eS¢e ga nalazimo u patogenih E. coli sojeva nego u
komenzalnih (DHO-MOULIN i FAIRBROTHER, 1999.). Vazan je u pocetnim stadijima
infekcije i pri kolonizaciji zra¢nih vre¢ica (DOZOIS i sur., 2020.). Na povrsini bakterija
nalazimo tvorbe kao Sto su kapsula, lipopolisaharidi i vanjski proteini,koji uz ColV plazmid
doprinose otpornosti APEC sojeva na baktericidni u¢inak seruma. Svojstvo otpornosti na
baktericidni u¢inak seruma Cesto se javlja u patogenih sojeva te kod slu€ajeva kolispetikemije.
U istrazivanju Dho Moulin i Fairbrother (1999.), toksini nisu detektirani u vecoj koli¢ini u
slu¢ajevima septikemije, iako se smatraju znacajnima pri pojavi sindroma oteCene glave
uzrokovanog APEC sojevima. Nasuprot tome, novija istrazivanja su pokazala visok udio
toksina u sojevima izdvojenim iz kokosi oboljelih od koliseptikemije i salpingitis-peritonitis
sindroma (LOZICA i sur., 2021.). Razli¢ite kombinacije ¢imbenika virulencije ¢esto se koriste
u identifikaciji APEC sojeva. Ne postoji jedinstvena kombinacija gena virulencije za sve APEC
sojeve (DZIVA i STEVENS, 2008.), a pojedini patogeni sojevi imaju iste kombinacije gena
virulencije kao i komenzalni sojevi §to ukazuje na to da geni virulencije nisu jedina odrednica

patogenosti (KEMMET i sur., 2013.).



2.3. Bakteriocini
Mnogi APEC sojevi imaju sposobnost sinteze bakteriocina- kolicina i mikrocina, s
citotoksi¢nim u¢inkom prema srodnim vrstama (CAMERON i sur., 2019; KATHAYAT i sur.,
2021.), odnosno prema drugim E. coli sojevima (NAKAZATO i sur., 2009.). Kako bi se
za$titile od letalnog ucinka vlastitih bakteriocina bakterije sintetiziraju 1 specifiéne imuno-
proteine. Pojedini E. coli sojevi sintetiziraju samo te proteine kako bi izbjegli citotoksican
ucinak kompetitivnih sojeva (PAQUETTE i sur., 2018.). Svojstvo sinteze bakteriocina koristi
se 1 u istraZivanjima za proizvodnju probiotika kao metode borbe protiv patogenih sojeva, pa je
tako zabiljezen pozitivan ucinak genetski modificirane E. coli s genom za sintezu kolicina za
obranu domacina od odredenih APEC sojeva (KUZNETSOVA i sur., 2020.). Na temelju ovih
saznanja mozemo pretpostaviti da sposobnost sinteze kolicina i mikrocina ima ulogu u

klonalnoj selekciji APEC sojeva.

2.4. Klonalnost sojeva na farmama
Znacajna karakteristika APEC sojeva je njihova velika heterogenost (PAUDEL i sur., 2016).
Unato¢ velikoj genetskoj raznolikosti sojeva pojedina istrazivanja dokazuju kako brojni sojevi
odredenog geografskog podrué¢ja pripadaju jednoj skupini ili manjem broju skupina (eng.
cluster), a zajednic¢ka im je i jedinstvena kombinacija gena virulencije (RONCO i sur., 2017.)
Dokazana je i klonalnost manjeg broja sojeva na razini jata, tj. objekta na istoj farmi
(TRAMPEL i sur., 2007.). lako je dokazana visoka prevalencija pojedinih APEC sojeva na
farmama, jos nije razjasnjena interakcija razli¢itih APEC sojeva i mehanizam koji dovodi do
prevladavanja jednog soja nad drugim, no postoje brojna istrazivanja o medudjelovanju

razlicitih vrsta bakterija.

2.5. Interakcija vrsta
Razli¢ite vrste bakterija mogu utjecati jedna na drugu kada se nadu zajedno u okolisu, odnosno
domacinu. Tako su Keogh i sur. (2016.) dokazali da Enterococcus faecalis olaksava tvorbu
biofilma i prezivljavanje E. coli na na¢in da prenosi L- ornitin, odnosno pomaze u prikupljanju
zeljeza kada su zajedno uzgajani u uvjetima S manjkom Zeljeza. Osim direktnog
medudjelovanja bakterija, vazan je i u¢inak na domacina putem kojeg jedna vrsta moze utjecati

na umnazanje druge. Primjer je imunosupresivni u¢inak Enterococcus faecalis blokadom NF-



kb signalizacije pri infekciji mokraénog mjehura misa uz prisutnost komenzalnog soja E. coli
Sto pomaze umazanju E. coli (TIEN i sur., 2017.). U peradi s kolibacilozom se takoder ¢esto
izdvajaju i Enterococcus spp. Walker i sur. su dokazali u¢inak E. faecalis na lak§e umnazanje
APEC sojeva u uvjetima siromasnim Zeljezom odnosno na povecanje APEC virulencije pri
simultanoj infekciji kokosjih zametaka. E. faecalis je pozitivno utjecao i na rast APEC sojeva
koji nisu sadrzavali niti jedan od 5, za to istrazivanje koriStenih, gena virulencije, stoga bi
simultano umnazanje moglo biti objasnjenje mnogim slucajevima kolibaciloze uzrokovane
sojevima E. coli u kojih nisu dokazani poznati ¢imbenici virulencije (WALKER i sur., 2020.).
Vidimo da postoje brojni mehanizmi kojima razli¢ite vrste bakterija utjeu jedna na drugu pri
infekciji domacina stoga mozemo pretpostaviti da postoje i mehanizmi medudjelovanja

razli¢itih sojeva E. coli koji bi mogli dovesti do prevladavanja nekih sojeva.

2.6. Metode detekcije i kvantifikacije

Metoda serotipizacije u svrhu detekcije patogenih sojeva E.coli danas se smatra nepouzdanom,
stoga se sve vise paznje posvecuje drugim metodama medu kojima je i detekcija ¢imbenika
virulencije pomoc¢u PCR-a. lako se isti geni virulencije mogu naci u sojeva razlicite patogenosti,
uoceno je da neki geni u odredenim kombinacijama mogu upucivati na virulenciju soja, pa su
tako razvijene metode detekcije i kvantifikacije APEC sojeva pomo¢u PCR-a u stvarnom
vremenu (eng. Real-Time PCR ili quantitative PCR, gPCR) (SCHOULER i sur., 2012.; Ikuta i
sur., 2014.). Cesto se koriste qPCR metode u svrhu detekcije i kvantifikacije E. coli u hrani i
vodi, razlikovanja patotipova E. coli koji uzrokuju bolesti u ljudi te detekcije E. coli u domacih
zivotinja (VERSTRAETE, 2014.; MULLER i sur., 2006.; BARBAU-PIEDNOIR i sur., 2018.;
WALKER i sur., 2017.; LOPES i sur., 2018.).

Na temelju gena virulencije, prema istrazivanjima Clermonta i suradnika (CLERMONT i sur.,
2000.; 2013.; 2015.; 2019.), napravljen je protokol za kvantifikaciju ciljanih sojeva u svrhu

dokaza selekcije za potrebe ovog istrazivanja.

Slijede¢i korak u istrazivanju virulencije APEC sojeva, mogla bi biti analiza
metatranskriptoma. Metatranskriptom se temelji na ocitanju ukupnih mMRNK kopija gena u
trenutku uzorkovanja, Sto omoguéuje pracenje ckspresije gena u odredenim uvjetima.
Subashchandrabose i sur. (2014.) koristili su ovu metodu za detekciju specifiéne ekspresije
odredenih gena uropatogene E. coli pri infekciji mokra¢nog sustava u ljudi, te su pronasli

nekoliko novih gena do ¢ije ekspresije dolazi za vrijeme infekcije.



3. MATERIJALI I METODE

3.1. Sojevi E. coli koristeni u istrazivanju
U istrazivanju smo Koristili ¢iste kulture sojeva E. coli iz zbirke Zavoda za bolesti peradi s
klinikom Veterinarskog fakulteta. Sojevi su prethodno dobiveni izolacijom iz razli¢itih organa
lesina kokosi roditeljskih jata teSke linije dostavljenih na patomorfolosku pretragu, a do
izvodenja pokusa Cuvani su u Brain Heart Infusion (BHI) bujonu (Oxoid, Ujedinjeno
Kraljevstvo) s dodatkom 50% glicerola na temperaturi od -20°C. Koristili smo sojeve s
oznakama 46, 333, 344, 347 (Tablica 1.). Sojevi su nasadeni na Brilliant Green agar (Oxoid,
Ujedinjeno Kraljevstvo) i Columbia agar (Oxoid, Ujedinjeno Kraljevstvo) s dodatkom 5%

ov¢je krvi (Biognost, Hrvatska), a zatim inkubirani preko no¢i pri temperaturi od 37°C.

Tablica 1. Prikaz filogenetskih skupina i gena virulencije kod sojeva koristenih u

istrazivanju.
Sojevi
Oznaka 46 333 344 347
Filogenetska skupina A F A B2
Adnezini i 2/9 6/9 5/9 6/9
invazini
. Zastitni faktori 2/6 5/6 3/6 6/6
Geni
ulencit Vezanje i
viruiencie transport 1/10 9/10 6/10 9/10
zeljeza
Toksini 1/5 4/5 1/5 415
Ukupno 6/30 24130 15/30 25/30




3.2. Invitro uzgoj E. coli u BHI mediju
Nakon inkubacije bakterija na krutim hranjivim podlogama, pripremili smo suspenzije bakterija
za inokulaciju u BHI bujon. Za mjerenje gustoée suspenzija koriSten je denzitometar
(bioM¢érieux, Francuska). Suspenzije bakterija napravljene su u gusto¢i od 0,1 McF, te je po 0,5
ml suspenzije svakog soja zasebno (46, 344, 333, 347), te dvije kombinacije sojeva ( 46+333 i
344+347), inokulirano u 48 ml BHI bujona. Sve suspenzije su radene u triplikatu. Potom je
izmjerena gustoca i uzet je uzorak od 2 ml neposredno nakon inokulacije, te nakon 3, 6, 12 1 24
sati. Uzeti uzorci su centrifugirani 5 minuta na 8 000 okretaja u mikrocentrifugi Z 233 M-2
(Hermle, Njemacka), nakon ¢ega je uklonjen supernatant, a peleta je zamrznuta na -20°C do

izdvajanja DNK.

3.3. Invivo uzgoj E. coli u kokosjim zametcima
Za provodenje pokusa koristeno je 35 komercijalnih kokos$jih zametaka teske linje i 35 SPF
(eng. specific pathogen-free) kokosjih zametaka lake linije dobi 9 dana. Jaja su prethodno
lampirana kako bi potvrdili vitalnost zametaka. Za inokulaciju smo koristili sojeve 46, 333,
344, 347 te kombinacije 46+333 i 344+347. Svaka skupina sastojala se od pet zametka i svaki
pokus je imao jednu skupinu kao negativnu kontrolu koja nije inokulirana. Napravljena je
suspenzija pojedinih sojeva u fizioloskoj otopini u koncentraciji 5000 CFU/ml. U alantoisnu
Supljinu svakog zametka inokulirano je 0,1 ml suspenzije. Nakon inokulacije, zametci su
inkubirani pri 37°C tijekom 72 sata pri ¢emu je pri 3, 6, 24, 48 i 72 sata od inokulacije uzeto
100 pl alantoisne tekucine od 4 zametka iz svake skupine u svrhu kvantifikacije pojedinih
sojeva primjenom gPCR reakcije. Uzorci su takoder centrifugirani 5 minuta na 8000 okretaja u
mikrocentrifugi Z 233 M-2 (Hermle, Njemacka), supernatant je uklonjen, a peleta je zamrznuta
na -20 °C do izdvajanja DNK. Prije svakog uzorkovanja provedeno je lampiranje s ciljem

pracenja uginuca zametaka.

3.4. lzdvajanje DNK
DNK iz peleta je izdvojena metodom kuhanja u 0,1 ml vode slobodne od nukleaza (Promega,
SAD) tijekom 20 minuta na 98 °C. Uzorci su zatim centrifugirani 5 minuta na 1000 rpm u
mikrocentrifugi Z 233 M-2 (Hermle, Njemacka), nakon ¢ega je supernatant s DNK prebacen u

nove tubice i spremljen na -20 °C do daljnje analize.



3.5. gPCR
qPCR raden je u duplikatu za svaki uzorak, koriStenjem specifi¢nih pocetnica (Tablica 2) za
svaki soj, 1 GoTaq® qPCR Master Mix (Promega, SAD) kita s BRYT Green interkaliraju¢om
bojom za dokaz umnaZzanja specifi¢nih odsjeCaka, prema uputama proizvodaca. Reakcija je
izvedena u 8 pl smjese uz 2 pl DNK, u ukupnom volumenu od 10 pl. Kao negativna kontrola
koriStena je voda slobodna od nukleaza. qPCR reakcije izvedene su prema protokolu Clermont
i sur. (2013.) za quadruplex: aktivacija na 94 °C 5 min, potom 40 ciklusa: taljenje na 94 °C 30
sek, vezanje na 55 °C 30 sek, elongacija na 60 °C 30 sek uz ocitavanje fluorescencije za

interkaliraju¢u boju u reakcijskoj smjesi.

Tablica 2. Sekvence pocetnica koriStenih u qPCR reakeciji

PCR
Pocetnica Gen Sekvenca produkt Referenca

(pb)

AceK.f 5-AACGCTATTCGCCAGCTTGC-3’ Clermont i sur., 2013.
arpA 400

ArpAl.r 5'-TCTCCCCATACCGTACGCTA-3' Clermont i sur., 2004.

chuA.1b 5'-ATGGTACCGGACGAACCAAC-3’ Clermont i sur., 2013.
chuA 288

chuA.2 5-TGCCGCCAGTACCAAAGACA-3' Clermont i sur., 2000.

3.6. StatistiCka analiza
Normalnost raspodjele dobivenih rezultata testirana je Kolmogorov-Smirnov testom, a
znacajnost razlika medu skupinama testirana je ANOVA LSD testom te Kruskal-Wallis testom
primjenom racunalnog programa Statistica 13.5.0.17. (TIBCO Software Inc., Tulsa, SAD).




4. REZULTATI

4.1. In vitro pokus

Rezultati pokazuju da su Ct vrijednosti bile nize kod soja 333 (filogrupa F) u odnosu na soj 46
(filogrupa A) prilikom samostalne inkubacije sojeva u BHI bujonu, osim u uzorcima od 6. sata
(Slika 1), a narocito 12. 1 24. sata, no bez statisticke znacajnosti. Prilikom zajednicke inkubacije

navedenih sojeva gotovo da nema razlika medu njima do kraja inkubacije.

Kod individualne inkubacije sojeva 344 i 347 utvrdene su neznatno nize Ct vrijednosti za soj
347 (filogrupa B2) u odnosu na soj 344 (filogrupa A) osim za 6. sat inkubacije (Slika 2).
Prilikom zajednicke inkubacije sojeva 344 1 347, soj 344 pokazivao je tijekom Citavog pokusa

neznatno nize Ct vrijednosti osim na pocetku inkubacije (0. sat).
4.2. In vivo pokus

U pokusu s komercijalnim zametcima Ct vrijednosti soja 333 u odnosu na soj 46 su pri
individualnoj inokulaciji neznatno niZze gotovo tijekom C¢itavog pokusa. No, prilikom
zajednicke inokulacije u komercijalne zametke do 6. sata nema znacajnih razlika, ali od 24. sata
sojevi u kombiniranom uzorku se vise ne umnazaju proporcionalno, u korist soja 333 (Slika 3),
koji ima znacéajno nize Ct vrijednosti, tj. postize znacajno vise koncentracije navedenog soja u
odnosu na soj 46. Kod SPF zametaka Ct vrijednosti soja 46 u kombiniranom uzorku nize su u
prvih 6 sati od inokulacije u usporedbi sa sojem 333. Nakon 24 sata vidljiv je obrat umnazanja,
odnosno soj 333 se umnaza znatno brze od soja 46 (Slika 4), da bi razlika izmedu njih bila

statisticki znacajna 48 sati nakon inokulacije.

Pokus sa sojevima 344 i 347 na komercijalnim zametcima pokazuje brze umnazanje soja 344
(filogrupa A) u odnosu na soj 347 (filogrupa B2) u svim pojedina¢nim i1 kombiniranim
uzorcima, osim za 24. sat od inokulacije kada je umnaZanje pojedinacnog soja 347 brze od
pojedinacnog soja 344 i za 72. sat kada je prilikom zajednicke inokulacije brze umnazanje soja
347 (Slika 5). Na SPF zametcima brze se umnaza soj 347 kod pojedinacne inokulacije, a kod

zajednicke se prvih 6 sati brze umnaza soj 344, a nakon 24 sata soj 347 (Slika 6).

Rezultati pracenja uginu¢a zametaka nakon inokulacije pojedina¢nih ili kombinacije sojeva
prikazani su tablicama 3-6. Kod inokulacije sojeva 46 i 333 na komercijalne zametke utvrdeno
je manje uginuée zametaka kod soja 46 do 72 sata danog individualno u odnosu na soj 333 ili
kombiniranu inokulaciju (Tablica 3). Prilikom inokulacije na SPF zametke do 48 sata nisu

uocene razlike izmedu individualne i kombinirane inokulacije (Tablica 4).
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Kod inokulacije sojeva 344 i 347 nisu uocene razlike u mortalitetu izmedu sojeva, ni kod

inokulacije u komercijalne, niti u SPF zametke (Tablica 5 i 6).

Tablica 3. Prikaz uginu¢a komercijalnih zametaka, sojevi 46 i 333.

46 333 46 + 333 Negativna kontrola
<§t 24h  48h 72h [ 24h 48h 72h |24h 48h 72h |24h 48h 72h
N
1 + + + + - - - - - + + +
2. + - - - - - + - - + + +
3. + - - + - - - - - + + +
4 + + + + + + - - - + + +
5 + + + + - - + + + + + -

Tablica 4. Prikaz uginu¢a SPF zametaka, sojevi 46 i 333.
46 333 46 + 333 negativna kontrola
24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
2. + + - - + - - -
3. - - - - - - + +
4. + - + - - - + +
5. - - + - + + + +
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Tablica 5. Prikaz uginu¢a komercijalnih zametaka, sojevi 344 1 347.

344

347

344 + 347

negativna kontrola

24h 48h 72h

24h 48h 72h

24h 48h 72h

24h 48h 72h

+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + -

Tablica 6. Prikaz uginu¢a SPF zametaka, sojevi 344 i 347.

344 347 344 + 347 negativna kontrola

24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
- - + - - - + +
+ - - - + + + +
+ + - - + - + +
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Slika 1. Ct vrijednosti nakon inokulacije sojeva 46 i 333 pojedinacno ili u kombinaciji (+) in

vitro.
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Slika 2. Ct vrijednosti nakon inokulacije sojeva 344 i 347 pojedinacno ili u kombinaciji (+) in

vitro.
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Slika 3. Ct vrijednosti nakon inokulacije sojeva 46 i 333 pojedinacno ili u kombinaciji (+) na
komercijalnim zamecima. StatistiCki znacajne razlike izmedu skupina za pojedine sate
oznacene su razli¢itim velikim slovima abecede (A, B...), dok su statisticki znacajne razlike

unutar skupine izmedu pojedinih sati oznacene razli¢itim malim slovima abecede (a,b...).
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Slika 4. Ct vrijednosti nakon inokulacije sojeva 46 i 333 pojedinacno ili u kombinaciji na SPF
zamecima. Statisticki znacajne razlike izmedu skupina za pojedine sate oznacene su razli¢itim
velikim slovima abecede (A, B...), dok su statisti¢ki znacajne razlike unutar skupine izmedu

pojedinih sati ozna¢ene razli¢itim malim slovima abecede (a,b...).
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Slika 5. Ct vrijednosti nakon inokulacije sojeva 344 i 347 pojedinac¢no ili u kombinaciji na
komercijalnim zamecima. Statisticki znacajne razlike unutar skupine izmedu pojedinih sati

oznacene su razli¢itim malim slovima abecede (a,b...).
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Slika 6. Ct vrijednosti nakon inokulacije sojeva 344 i 347 pojedinacno ili u kombinaciji na SPF
zamecima. Statisticki znacajne razlike izmedu skupina za pojedine sate oznacene su razliitim
velikim slovima abecede (A, B...), dok su statisticki znacajne razlike unutar skupine izmedu

pojedinih sati oznacene razli¢itim malim slovima abecede (a,b...).

18



5. RASPRAVA

Pracenje klinicke slike i istrazivanja na farmama ukazuje na postojanje odredene klonalne
selekcije APEC sojeva s obi¢no jednim ili malim brojem dominantnih sojeva u objektu, farmi
ili nekom podrucju (EWERS i sur., 2004.; TRAMPEL i sur., 2007.; RONCO i sur., 2017.).
Osnovni obrambeni mehanizmi pileta/kokosi u¢inkovitije Stite organizam u sluc¢aju infekcije
sojevima koji posjeduju manji broj gena virulencije. S druge strane, bakterije neprestano
razvijaju nove mehanizme kojima se uspjeSno pokuSavaju izboriti s imunosnim sustavom
makroorganizma. Neki APEC sojevi imaju uéinkovitije mehanizme patogenosti od drugih, uz
to 1 manja heterogenost gena moze raditi znacajnu razliku u virulenciji sojeva (Tablica 1).
Skupine gena virulencije 1 rezistencije koji se smatraju specificnim za APEC sojeve, nalaze se
na plazmidima i drugim pokretnim genetickim elementima, Sto olakSava horizontalno i
vertikalno Sirenje unutar jata ili farme pa stoga predstavlja veliku opasnost zbog nastanka
izrazito virulentnih sojeva (JOHNSON i sur., 2006.; DE OLIVEIRA i sur., 2015.; NOLAN i
sur., 2020.). Zbog bliskog kontakta prilikom uzgoja i obrade mesnih preradevina i jaja,
povecava se zoonotski potencijal takvih sojeva prema humanoj populaciji (NOLAN 1 sur.,
2020.). Kako se sojevi mogu u vec¢oj ili manjoj mjeri izboriti s organizmom domacina za
dominaciju, isto se dogada i sa sojevima medusobno. Posjedovanje bakteriocina moze djelovati
na druge sojeve bakterija i onemoguciti ih u brzom umnaZanju, $to izravno pridonosi klonalnoj

selekciji (CAMERON i sur., 2019.).

Oba in vitro pokusa pokazuju da nema znacajnih razlika u brzini umnazanja medu sojevima,
niti u krajnjoj koncentraciji prilikom simultane inokulacije u bujon. S druge strane vidimo
statisticki znacajne razlike prilikom simultane inokulacije sojeva 46 i 333 in vivo na
komercijalnim i SPF zametcima, te slican obrazac kod simultane inokulacije na SPF zametke
sojeva 344 1 347. Ove razlike su kod sojeva 46 1 333 naglasenije kod komercijalnih zametaka.
Kako soj 46 posjeduje manji broj gena virulencije, svega 6 od 30, u odnosu na 24 kod soja 333,
za oCekivati je da ¢e virulentnost soja 46 biti slabija. To se ogleda i u manjem mortalitetu
zametaka koji je soj 46 uzrokovao na komercijalnim zametcima, 2 od 5 u odnosu na 4 od 5 kod
333 soja ili kombinacije. Na SPF zametcima je taj mortalitet bio vec¢i 1 u roku 48 sati prezivio
je samo jedan zametak prilikom inokulacije soja 46. Prema Wooley i sur. (2000.) embrionalna
smrtnost pri inokulaciji avirulentnih sojeva trebala bi biti <10 %, srednje virulentnih 10-29 % i
virulentnih >29 %. Autori takoder navode da je za pokus embrionalne smrtnosti uslijed
inokulacije sojeva E. coli potrebno minimalno 11 zametaka po svakom soju da bi dobili realnu

sliku patogenosti sojeva (WOOLEY i sur., 2000.). S obzirom na ovu konstataciju, soj 46 bi
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spadao u srednje virulentnu skupinu, dok bi ostali sojevi bili virulentni, uz potrebu da se pokus
ponovi na ve¢em broju zametaka. Rezultati ukazuju na postojanje odredene tendencije da se
sojevi 46 1 344 umnaZzaju nesto sporije i prilikom samostalne inokulacije, Sto je kod SPF
zametaka i sojeva 344 1 347 cak i statisticki znac¢ajno. Navedeni rezultati takoder idu u prilog
konstataciji da slabije virulentni sojevi zaostaju 1 bivaju potisnuti, §to virulentniji sojevi koriste

i dominiraju u organizmu.

Rezultati inokulacije zametaka ukazuju i na vjerojatnost postojanja odredenog utjecaja
obrambenog mehanizma kod zametaka koji sudjeluje u obrani od sojeva, pogotovo slabo
virulentnih, te onemogucava naglo umnazanje. To je pogotovo naglaseno kod komercijalnih
zametaka i slabo virulentnog soja 46, $to je i za ocekivati buduéi navedeni zametci vjerojatno
imaju i dio vertikalno prenesene materalne imunosti koja ima ovakvu ulogu, dok je kod SPF
zametka ta obrana vjerojatno slabija, §to se ogleda i u veCem mortalitetu zametaka u odnosu na
komercijalne. Stoga znacajnu razliku prilikom kvantifikacije soja 46 1 333 u zajednickoj
inokulaciji na zametke, 1 kod komercijalnih i kod SPF zametaka, potencijalno mozemo temeljiti
na sinergistiCkom ucinku obrane domacina i samog konkurentnog soja 333 koji posjeduje
znacajno veci broj gena virulencije kao 1 bakteriocina kojima moguée moze usporiti umnazanje
slabije virulentnog soja. Upravo navedeni ucinak dovodi do klonalne selekcije i dominacije
jednog ili manjeg broja virulentnih sojeva, $to je gotovo redovita situacija na komercijalnim
farmama konzumnih nesilica i roditeljskih jata (GOTTSTEIN i sur., neobjavljeno). Kod
inokulacije u BHI bujon koji je obogaen hranjivim tvarima, zbog nepostojanja deficita
hranjivih tvari i obrambenih mehanizama domacina kao §to je to u in vivo uvjetima, klonalna
selekcija vjerojatno nije naglaSena. Dodatna istrazivanja na ve¢em broju zametaka uz pracenje
ekspresije zastitnih gena domacina i gena virulencije inokuliranih sojeva moguce ¢e dati bolji

uvid u mehanizme klonalne selekcije in vivo.
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. ZAKLJUCAK

Sojevi koristeni u ovom istrazivanju ne pokazuju znacajne razlike u in vitro pokusu.
Postoji znacajna razlika u umnazanju i potiskivanju slabije virulentnog soja 46 in vivo
kada se dva soja E. coli nadu zajedno u zametku

Moguce postoji sinergija izmedu zastitnih mehanizama zametka 1 gena virulencije

patogenijeg soja u potiskivanju slabije virulentnog soja
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8. SAZETAK

Kvantifikacija sojeva bakterije Escherichia coli uzgojenih simultano in vitro ili in vivo

postupkom gqPCR-a s ciljem dokaza klonalne selekcije
Marija Fajdeti¢

Kolibacilozu u uzgojima peradi na manjem geografskom podrucju ili na razini jata najcesce
uzrokuje jedan ili nekoliko sojeva bakterije Escherichia coli koji pokazuju karakteristike
klonalnosti. Cilj istrazivanja bio je utvrditi da li se pojedini soj bakterije E. coli bolje i brze
umnaza u in Vivo i in vitro uvjetima prilikom simultanog umnazanja s drugim sojem zbog
posjedovanja odredenih gena virulencije, te da li potiskuje drugi soj. Za umnaZanje sojeva
koristili smo Brain Heart Infusion bujon, te komercijalne i SPF kokosje zametke, nakon ¢ega
su pojedini sojevi kvantificirani gPCR-om. Koristili smo Cetiri razlicita soja E. coli. In vitro
pokus raden je s uzorcima u triplikatu za svaki soj i kombinaciju, a u in vivo pokusu za svaki
soj 1 kombinaciju koristeno je po pet komercijalnih i po pet SPF koko§jih zametaka. Praceno je
I ugibanje zametaka. In vitro pokus pokazao je da nema znacajne razlike u simultanom
umnazanju dvaju razli¢itih sojeva u bujonu. S druge strane, prilikom simultanog umnazanja
dvaju sojeva u koko§jim zametcima, soj koji je imao viSe gena virulencije se brze i bolje

umnazao, te moguce potisnuo umnazanje drugog soja, Sto potvrduje nasu hipotezu.

Temeljem dobivenih rezultata, moguce je da na sporije individualno umnaZanje slabije
patogenih sojeva u zametcima, pogotovo komercijalnim, potencijalno sinergisticki djeluje 1
imunost domacina, posebice vertikalno prenesena materalna imunost, Sto treba naknadno

utvrditi.

Kljuéne rijeci: Escherichia coli, APEC, klonalnost, geni virulencije, g°PCR
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9. SUMMARY

Quantification of Escherichia coli strains cultivated simultaneously in vitro or in vivo

using gPCR method with aim to prove the clonal selection

Marija Fajdeti¢

Colibacillosis in poultry production, in a smaller geographical area or at the flock level, is most
often caused by one or few strains of Escherichia coli that show clonality. Our goal was to
determine whether a single strain of E. coli multiplies better and faster in in vivo and in vitro
conditions after simultaneous inoculation with another strain due to the possession of certain
virulence genes, and whether it suppresses another strain. Strains were inoculated in the Brain
Heart Infusion broth, as well as in commercial and SPF chicken embryos. Afterwards,
multiplication was quantified by gPCR. We used four different strains of E. coli. An in vitro
experiment was performed in triplicate samples for each strain and combination of strains. Five
commercial and five SPF chicken embryos per strain and combination were used for the in vivo
experiment. Embryonic lethality was also monitored. An in vitro experiment showed no
significant difference in the simultaneous multiplication of two different strains when
propagated in the broth. On the other hand, during the simultaneous multiplication of two strains
in the chicken embryos, the strain that had more virulence genes multiplied faster and better

than the other strain, and possibly suppressed its multiplication, which confirms our hypothesis.

Based on the results, we assume that slower individual multiplication of the less pathogenic
strains in the embryos, especially in commercial ones, is probably synergistically influenced
by immune mechanisms, especially vertically transmitted maternal immunity, what will be

further investigated.

Key words: Escherichia coli, APEC, clonality, virulence genes, qPCR
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