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Uvod

Fenotipske metode temelje se na
odredivanju  fenotipskih  svojstava.
Metode za razlikovanje bakterijskih

sojeva ispod razine vrste ili podvrste
opcenito su poznate kao genotipizacija
bakterija.  Ekspresija gena unutar
istoga bakterijskog soja moze varirati,
ovisno, npr. o dostupnosti hranjivih
tvari u podlogama za rast te stoga
zbog razli¢itih uvjeta fenotip nede biti
isti. Suprotno tome, genotipizacija se
temelji na puno stabilnijem markeru -
DNK te utvrduje genotip neovisno o
genskoj ekspresiji. Metode genotipizacije
mjere kromosomske razlike u relativno
stabilnim  genomskim  strukturama.
Razvojem novih metoda subtipizacije
bakterijskih sojeva koje se temelje na
molekularnim tehnikama mogude je
rijeSiti dio nedostataka fenotipskih i
metoda zaserotipizaciju. Gel elektroforeza
u pulsiraju¢em polju (engl. Pulsed Field
Gel Electrophoresis; PEGE) vazna je metoda
genotipizacije koja se nalazi u uporabi od

80-tih godina proslog stoljeca do danas.
Nove metode genotipizacije bakterijskih
sojeva temelje se na molekularnim
tehnikama odredivanja nukleotidnih
sliedova specificnih  genskih lokusa.
Metoda koja je zadnjih godina dobila
na izrazitoj vaZnosti u istrazivanjima
Campylobacter (C.) vrsta jest MLST (engl.
MultiLocus Sequence Typing), tj. tipizacija
odredivanjem sljedova nukleotida na
vise genskih lokusa, koja omogucuje
istraZivanja izvora i rezervoara uzroc¢nika
bolesti, njihovih odnosa te molekularne
epidemiologije kampilobakterioze.

Tipizacija odredivanjem
sljedova nukleotida na vise

genskih lokusa

Razvojem  molekularnih  metoda
genotipizacije uvidjelo se da su bakterije
roda  Campylobacter ~genomski vrlo
raznovrsne Sto se ocituje i u brzoj
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genomskoj prilagodbi tijekom infekcije ili
kolonizacije.

Zbog spomenute genomske
promjenjivosti kampilobakteri pokazuju
odlike slabo klonalne populacije pa
je moguce razlikovati linije (engl.
lineages) srodnih bakterijskih izolata
(Wassenaar i sur., 1998.). Odredivanje
redoslijeda nukleotidnih sljedova
unutar DNK naziva se sekvenciranje.
Dingle i sur. (2001.) opisali su metodu
genotipizaciju Campylobacter jejuni na
osnovi sekvenciranja sedam gena (aspA,
glnA, gltA, glyA, pgm, tkt, i uncA) i dali joj
kraticu MLST (engl. MultiLocus Sequence
Typing).

1,641,481 bp

Slika 1. Kromosomske lokacije sedam genskih
lokusa koji se koriste pri sekvenciranju
Campylobacter jejuni i Campylobacter coli pomocu
MLST metode (Dingle i sur., 2001.).

Metoda genotipizacije se temelji na
razlikama nukleotidnih sljedova (se-
kvenci) sedam konstitutivno eksprimi-
ranih gena (engl. housekeeping genes) koji
kodiraju enzime odgovorne za razlicite
vidove intermedijarnog metabolizma
bakterije. Ovisno o ispitivanom genskom
lokusu pocetnice umnazaju genski pro-
dukt veli¢ine od 450 do 550 parova baza.
Svakom prepoznatom alelu u pubMLST
C. jejuni/C. coli bazi podataka dodjeljuje
se alelni broj te na osnovu kombinacije

sedam alelnih brojeva, baza prepoznaje
jedan tip nukleotidnog slijeda, koji se
oznacava kao ST (engl. sequence type)
odredenog broja, primjerice ST 45. Ispiti-
vanje 194 izolata MLST metodom poka-
zalo je da je Campylobacter jejuni genetski
razlicit i da ima znacajke slabo klonalne
populacije (Dingle i sur., 2001.). Smatra
se da se populacijska struktura slabo
klonalnih bakterija sastoji od klonalnih
kompleksa (engl. clonal complex; CC) ili
linija, unutar kojih su smjesteni bakte-
rijski izolati koji potje¢u od zajednickog
ishodisnog pretka (Holmes i sur., 1999.).
Klonalni kompleksi predstavljaju grupu
od dva ili viSe nezavisnih izolata koji di-
jele jednake alele na pet ili viSe genskih
lokusa. Klonalni se kompleksi (CC), tj.
linije, oznacavaju prema broju ST za koji
se smatra da je ishodisni genotip kom-
pleksa te nose oznaku - ST broj CC; pri-
mjerice ST 45 CC (Dingle i sur., 2001.).
Klonalni kompleksi mogu se oznacavati
i tako da nakon oznake CC slijedi broj
ishodi$nog genotipa, npr. CC 45 te ce
se radi boljeg razlikovanja izmedu ST i
CC ovaj nacin oznacavanja primjenjiva-
ti u daljnjem tekstu. Klasifikacija ST u
klonalne komplekse omogucéila je jedno-
stavnije usporedivanje izolata u razlici-
tim dijelovima svijeta (Manning i sur.,
2003., Sails i sur., 2003., Dingle i sur.,
2005.). Tipovi sekvenci (ST) smjestaju se
u odgovarajudi klonalni kompleks anali-
tickim programom naziva BURST (engl.
Based Upon Related Sequence Types) (Feil
i sur., 2004., Spratt i sur., 2004.). BURST
analiza najprije odreduje grupe pove-
zanih genotipova u populaciji, pred-
stavljenih u pubMLST bazi podataka te
pokusava prepoznati utemeljiteljski ge-
notip, tj. ST, svake grupe. Algoritam po-
tom predvida potomke utemeljiteljskog
genotipa, prikazujudi rezultat u obliku
radijalnog dijagrama s predvidenim ute-
meljiteljem u srediStu kruga. Definicija
grupe polazi od pretpostavke da je svaki
ST podudaran s drugim ST u grupi u od-
nosu pet ili viSe lokusa.
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Povecano prepoznavanje i zanimanje
za  Campylobacter coli kao vaznog
uzroc¢nika bolesti koje se prenose hranom
dovelo je do prosirenja MLST sheme i
omogucilo genotipizaciju te bakterije i
daljnje epidemioloske studije. Metoda
koristi jednake ciljne alele, odnosno
genske lokuse, opisane u MLST protokolu
za C. jejuni, ali su razvijeni posebni
parovi pocetnica koji se koriste prilikom
umnazanja i sekvenciranja. Proucavajuci
izolate unutar spomenute baze uocava
se da C. coli pokazuje manju varijabilnost
od izolata C. jejuni (Dingle i sur., 2005.).
Miller i sur. (2005.) razvili su prosirenu
shemu za sekvenciranje koja obuhvaca
tri kampilobakter vrste od klinickog
znacenja (C. coli, C. lari i C. upsaliensis),
kao i Cetvrtu vrstu — C. helveticus, uz
koristenje novih lokusa adk i pgi, koji
mijenjaju lokuse aspA i gltA za C. lari, i
gltA i pgm za C. upsaliensis, dok za C. coli
i C. helveticus obuhvacaju jednaki set od
sedam genskih lokusa opisanih i u MLST
metodi za C. jejuni prema Dingle i sur. iz
2001. godine. Korczak i sur. (2009.) razvili
su optimiziranu shemu za sekvenciranje
C. jejuniiC. coli, uz prosireno odredivanje
flaA i flaB gena koriStenjem optimiziranih
pocetnica za sekvenciranje te uz
implementaciju internetski temeljene
platforme za analizu podataka: IDNS™
- Integrated Database Network System
(SmartGene, Svicarska). Campylobacter
MLST baza podataka koristi dvije
povezane baze podataka odrzavane
putem softvera naziva - BIGSdb
(engl. Bacterial Isolate Genome Sequence
Database): prva je baza podataka za
utvrdivanje profila sekvenci koja sadrzi
podatke o dobivenim alelnim sljedovima
i MLST profilima, a druga baza analizira
i pohranjuje epidemioloske podatke o
prijavljenim izolatima (Jolley i Maiden,
2010.). Baza podataka je organizirana u
dvije baze: 1. pubMLST C. jejuni/coli i 2.
pubMLST NON- jejuni/coli, a koje koriste
navedeni sofver i navedene podatke.
Baza pubMLST NON- jejuni/coli trenutno

sadrzi podatke o alelnim sljedovima i
MLST profilima bakterijskih vrsta: C.
concisus/curvus, C. fetus, C. helveticus,
C. hyointestinalis, C. insulaenigrae, C.
lanienae, C. lari, C. sputorum i C. upsaliensis
(http://pubmlst.org/campylobacter/).
Jolley i sur. (2012.) godine opisuju novu
metodu genotipizacije: rMLST (engl.
ribosomal MLST), a 2013. godine Maiden
i sur. metodu cgMLST (engl. core genome
MLST). Metoda rMLST koristi podatke
sekvenciranja podrijetlom od 53 gena
koji kodiraju bakterijske ribosomske
proteinske  podjedinice, a cgMLST
metoda 1 343 genska lokusa. Trenutno
predlozena C. jejuni/C. coli cgMLST
v.1.0 shema za analizu humanih izolata
pokazuje visoku razlucivost i mogucnost
koriStenja tijekom pracenja bolesti i u
svrhu istrazivanja izbijanja bolesti (Cody
i sur. 2017). U pubMLST C. jejuni/coli
bazi podataka opisano je (pregledom
podataka u svibnju 2017. godine) vise
od 8800 MLST i vise od 15000 cgMLST
profila te viSe od 790000 sekvenci.

Izolati C. jejuni koji pripadaju u CC 21
i CC 45 Cesto su izdvojeni u slucajevima
pojave kampilobakterioze u ljudi, a
potvrdeni su i u izolatima podrijetlom od
kokosi, stoke, divljih Zivotinja i vodenih
sustava. Pojedini genotipovi izolata do
sada su dokazani samo u nekih vrsta
zivotinja te nisu do sada zabiljezeni
kao izolati ljudskog podrijetla (Dingle
i sur.,, 2002., Ragimbeau i sur., 2008.).
Istrazivanja  populacijske  strukture
pokazuje da je populacija C. jejuni
slabo klonalna te se sastoji od velikih
klonalnih kompleksa, koji ukljucuju
izolate podrijetlom iz razli¢itih izvora,
ili se mozda radi o izolatu izdvojenog iz
jednog specifi¢nog izvora, poput izolata
podrijetlom iz pjescanih plaza koji nije
zabiljezen u drugim izvorima (Dingle
i sur., 2001.). IstraZivanja Manning i
sur. (2003.) pokazalo je preklapanja
izmedu klonalnih kompleksa ljudskih
i zivotinjskih izolata (CC 45, CC 21, CC
61, CC 48), ali i da je ST 403 CC utvrden
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samo u govedih i svinjskih izolata, dok su
CC 61 i CC 42 bili zastupljeni u velikom
broju govedih i ov¢jih izolata, a CC 45 u
izolatima podrijetlom iz peradi. Utvrdeni
klonalni kompleksi u izmetu divljih
ptica u studiji Hughes i sur. (2009.) na
podrudju Sjeverne Engleske bili su: CC
48, CC 45, CC 353, CC42,CC 179, CC177
i CC 1275. Na podrudju Novog Zelanda
istrazivani su uzorci izmeta divljih
ptica uzorkovani s djedjih igralista te je
usporedbom ST i CC izolata utvrdeno da
postoji povezanost izmedu Campylobacter
ST i prve introdukcije pti¢jih vrsta,
posebno ¢vorka, iz Velike Britanije u
Novi Zeland prije 140 godina, jer se
daljnom genetskom analizom izolata
iz ovih geografski udaljenih podrudja
pokazalo da sadasnji genotipovi potjecu
od istog pretka (French i sur., 2009.).
Proucavanje prisutnosti kampilobaktera
u vodenim sustavima Novog Zelanda i
rezultati primjene MLST metode upucuju
na zakljucak kako su vjerojatno rijeke
zagadene izmetom divljih ptica, no i
na postojanje specificnih izolata, jer je
novoutvrdeni CC 2381 zabiljeZen samo
u rijekama Novog Zelanda (Carter i sur.,
2009.). U istrazivanju provedenom na
farmi u Skotskoj uzorci podrijetlom od
puzeva golaca, muha i izmeta preZivaca s
lokalne farme bili su pozitivni na C. jejuni
i C. coli, a isti ST prepoznati su medu
izolatima podrijetlom iz muha i izmeta,
dok su ST izolirani iz puZeva golaca bili
jedinstveni i prvi puta opisani (Sproston
i sur.,, 2010.). Mikuli¢ i sur. (2016.) po
prvi puta opisuju ST i CC C. jejuni i C.
coli na podrudju Republike Hrvatske, a
podrijetlom iz svjezeg pile¢eg mesa.

Gel elektroforeza u
pulsiraju¢em polju

Gel elektroforeza u pulsirajuéem
polju metoda je relativno sli¢na postupku
standardne elektroforeze u gelu, osim
$to se napon periodi¢no mijenja izmedu
tri smjera: jedan prolazi centralnom osi

gela, i dva prolaze kutom od 120° sa
svake strane. Vrijeme pulsiranja jednako
je za svaki od smjerova, Sto rezultira
da DNK migrira naprijed u obliku
mreze. Sam postupak traje dulje od
uobicajene gel elektroforeze obzirom na
veli¢inu odsjecka i ¢injenicu da DNK ne
napreduje pravocrtno unutar gela. Ova
se metoda koristi da bismo razdvojili
DNK u elementarne dijelove uporabom
izmjenic¢nih elektri¢nih polja i pomaknuli
DNK kroz tanki agarozni gel. Uzorak
DNK odsjecka u gelu nakon izlaganja
elektri¢noj struji jedinstven je za svaki
bakterijskisojipodtip (tzv.” otisak prsta”).
Metodu su opisali Schwartz i Cantor
(1984.) godine od kada se neprestano
usavrsava. PulseNet International je
internetska baza koja sadrzi podatke
o izolatima laboratorija diljem svijeta.
Svojim standardiziranim protokolima,
uklju¢ujudéi PFGE protokole za C. jejuni i
druge patogene, omogucuje usporedivost
rezultata genotipizacije izolata razlicitih
laboratorija. Nedostatci metode su:
vremenska dugotrajnost, visoka razina
tehnickog umijeca, povremeno oteZzana
interpretacija dobivenih obrazaca te
naposljetku ¢injenica da odredene sojeve
nije moguce tipizirati PEGE metodom.

Ostale metode genotipizacije

Metoda analize duljine polimorfizma
restrikcijskih odsjecaka (engl. Restriction
Fragment Length Polymorphism; RFLP) koja
koristi restrikcijske endonukleaze koje
cijepaju DNK gena za flagelin (fla) — tzv.
fla-RFLP. Genski lokus bakterije C. jejuni
za flagelin sadrzi dva gena (flaA i flaB)
te oba posjeduju ocuvane i varijabilne
regije, pogodne za genotipizaciju, Sto
je omogudilo razvoj vise protokola koji
se temelje na genotipizaciji flagelina
(Wassenaar i Newell, 2000.).

Da bi se ustvrdile razlike medu
sojevima u istrazivanjima se koristi
i RAPD (engl. Random Amplified
Polymorphic DNA) metoda tipizacije (Agik
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i Cetinkaya 2006., Tang i sur., 2016.). Kao
markeri pritom se koriste DNK odsjecci
dobiveni PCR amplifikacijom nasumic¢nih
segmenata genomske DNK koriStenjem
pocetnice nasumicnog slijeda nukleotida.

Ribotipizacija je metoda genotipizacije
DNK u kojoj se restrikcijskim enzimima
cijepaju cijeli ili dijelovi genskih lokusa
koji kodiraju za 16S ili 23S rRNK.
Postoji vise mogudih nacina izvodenja
ove metode, a najceSca je elektroforeza
u agaroznom gelu enzimski cijepane
genomske DNK nakon dcega slijedi
Southern blot hibridizacija s probom
specificnom za rRNK gen (Wassenaar i
Newell, 2000.).

Sekvenciranje cijelog genoma
(engl. Whole Genome Sequcing; WGS) je
laboratorijski postupak koji odreduje
redoslijed nukleotidnih ~ sljedova u
genomu organizma (primjerice bakterije)
u jednom procesu te je stoga metoda
genotipizacije koja omogucuje najbolje
razlikovanje. Cjelokupni genom bakterije
C. jejuni NCTC 11168 sekvenciran je 2000.
godine, ima kromosom od 1 641 481
parova baza (30,6% G+C), sto je relativno
malo u odnosu na druge bakterije, a
predvidalo se da kodira za 1 654 proteina
i 54 stabilne RNK vrste, s prosjecnom
duzinom gena od 948 parova baza te je
s 94,3% genoma koji kodira za proteine
jedan od najgusc¢ih sekvenciranih genoma.
(Parkhill i sur., 2000.). Gundogdu i sur.
(2007.) napravili su ponovnu reanotaciju
i ponovnu analizu C. jejuni NCTC 11168.
Reanotacija je smanjila broj kodiraju¢ih
sekvenci na 1 643. Metoda sekvenciranja
cijelog genoma revolucionarni je alat u
mikrobiologiji koji postupno zamjenjuje
ostale  metode  genotipizacije. U
kombinaciji s epidemioloskim metodama
WGS je u mogucénosti identificirati kako
izvore, tako i putove prijenosa tijekom
istraga izbijanja bolesti. Medutim, analiza
podataka i njihova medulaboratorijska
usporedba ostaju trenutno izazov za
vedinu javnozdravstvenih laboratorija
(Llarena i Rossi, 2016.).

Sazetak
Razlicite metode genotipizacije omogucuju
razlikovanje  bakterijskih  sojeva  ispod

razine vrste ili podvrste. Gel elektroforeza
u pulsirajuéem polju (PFGE) neprestano se
usavrSava od 1980-tih godina i do danas
je upotrebljavaju mnogi javnozdravstveni
laboratoriji. Od ostalih metoda koriste
se: metoda analize duljine polimorfizma
restrikcijskih  odsjecaka (RFLP), metoda
nasumi¢no umnozenih poliformnih odsjecaka
(RAPD) i metoda ribotipizacije. Odredivanje
redoslijeda nukleotidnih sljedova unutar
DNK naziva se sekvenciranje. Na osnovi
sekvenciranja bazira se rad novih metoda
tipizacije odredivanjem sljedova nukleotida
na viSe genskih lokusa poput MLST, rMLST
i cgMLST. One istrazuju odnose izmedu
bakterija roda Campylobacter, posebice C. jejuni
i C. coli. Korisne su u istrazivanju mogucih
izvora i rezervoara uzroc¢nika bolesti, njihovih
odnosa te molekularne epidemiologije bolesti.
Metoda sekvenciranja cijelog genoma (WGS)
u mikrobiologiji revolucionarna je metoda
za koju se smatra da ¢e postupno zamijeniti
ostale metode genotipizacije.

Kljuéne rijeci:  Campylobacter  spp.,
razlikovanje sojeva, tipizacija sekvenciranjem,
PFGE
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Distinction of bacterial strains below the
species or subspecies level is made possible
by diverse genotyping methods. Many
public health laboratories use pulsed field
gel electrophoresis (PFGE), which has been
constantly improving since the 1980s. Other
methods used include restriction fragment
length  polymorphism (RFLP), random
amplified polymorphic DNA (RAPD) method
and ribotyping. The process of determining
the order of nucleotides within DNA is called
sequencing. Newly evolved methods based on
multilocus sequence typing are MLST, rMLST

and cgMLST. These examine the relationships
between bacteria of the genue Campylobacter,
especially C. jejuni and C. coli. They are
useful in investigating possible sources and
reservoirs of disease, their connection and
the molecular epidemiology of diseases. A
new revolutionary method in microbiology
is whole genome sequencing (WGS), and it
is believed that this method will gradually
replace other genotyping methods.

Key words: Campylobacter spp., strain
differentiation, sequence typing, PFGE
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