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Bakterijska vrsta Coxiella (C.) burnetii je vrlo infektivna bakterija i obvezatni unutarstanični parazit. U ljudi i životinja uzrokuje Q-groznicu koja je raširena po cijelom svijetu. U ovom radu su po prvi put genotipizirani sojevi vrste C. burnetii u Republici Hrvatskoj (RH) metodom MLVA (engl. MultiLocusVNTRAnalysis, VariableNumberofTandemRepeats) koja se u svijetu tek uvodi kao metoda za genotipizaciju C. burnetii. Metoda je primijenjena na 49 uzoraka podrijetlom od domaćih životinja, 32 uzoraka je u potpunosti tipizirano, a njih 31 svrstano je u jedan od 13 dobivenih genotipova. Dva genotipa srodnija su s genotipovima u svijetu nego s hrvatskim genotipovima, a karakteristični su za kontinentalni dio Hrvatske. Ostali genotipovi srodniji su međusobno nego sa stranim genotipovima, a karakteristični su za obalnu Hrvatsku. Metoda MLVA uvedena je kao rutinski dijagnostički postupak čime je omogućeno utvrđivanje izvora i puteva širenja infekcije što će pridonijeti kontroli i suzbijanju bolesti u domaćih životinja koje su ujedno primarni izvor zaraze za ljude.
UVOD
Coxiella burnetii je iznimno infektivna bakterija koja u ljudi i životinja izaziva Q-groznicu. Ljudi i životinje se najčešće zaraze udisanjem aerosola i prašine zaražene bakterijom. C. burnetii izlučuje se u mlijeku, vaginalnom iscjetku, fecesu, a pogotovo u posteljici zaražene životinje te samom fetusu (Maurin i Raoult, 1999; Arricau-Bouvery i Rodolakis, 2005). Posteljica zaraženih životinja može sadžavati i do 109 bakterija po gramu (Arricau-Bouvery i Rodolakis, 2005.).
U Republici Hrvatskoj (RH) godišnje je prijavljeno 20-70 slučajeva Q-groznice u razdoblju od 2000.-2012., s vrhuncem od 206 slučajeva u 2003. te 104 slučaja u 2004. godini. (Hrvatski zavod za javno zdravstvo, 2012).
Ovim istraživanjem smo identificirali u Hrvatskoj prisutne genotipove sojeva C. burnetii izdvojenih iz terenskih uzoraka ljudi i domaćih životinja te usporedili iste s dostupnim genotipovima iz raznih dijelova svijeta. Informacije dobivene ovim istraživanjem mogle bi u budućnosti predvidjeti pojavu zaraza te pojasniti kako se Hrvatski sojevi odnose prema stranim sojevima. Također, nadamo se na taj način doprinijeti i razvoju MLVA tehnike kao standardne metode genotipizacije ove bakterije.
MATERIJALI I METODE
U razdoblju od 2004. - 2012. izdvojili smo DNA iz 3261 uzorka različitih tkiva ljudi i životinja koristeći DNeasy Blood and Tissue (Qiagen) i QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen). Svi uzorci provjereni su na prisutnost DNA C. burnetii konvencionalnim PCR-om (Willems i sur., 1994.) (Tablica 1.).
Tablica 1. Podrijetlo i broj uzoraka tkiva provjeravanih na prisutnost DNA C. burnetii
	Domaćin
	Broj uzoraka

	
	Provjereno
	Pozitivno (%)*

	ljudi
	192
	6 (3.1)

	goveda
	1604
	44 (2.7)

	koze
	739
	218 (29.5)

	ovce
	681
	48 (7.1)

	konji
	45
	19 (42.2)

	Ukupno
	3261
	335 (10.3)


*Konvencionalnim PCR-om (Willems i sur., 1994.).

Uzorci DNA koji su bili pozitivni, 82 je genotipizirano korištenjem MLVA. Tehnika obuhvaća 17 različitih lokusa opisanih od strane Arricau-Bouvery i sur. (2006.).
Veličina fragmenata DNA određena je kapilarnom elektroforezom pomoću uređaja QIAxcel ili klasičnom gel-elektroforezom.(Qiagen). Na osnovu velične DNA fragmenata određen je broj ponavljanja za svaki lokus.

Rezultate tipiziranja, u obliku 17-članog koda, analizirali smo UPGMA algoritmom u Bionumerics 7.1 software-u (Applied Maths, Belgium). Izračunali smo i Hunter-Gaston indeks razmolikosti (HGDI) radi procjenjivanja diskriminacijskih mogućnosti metode MLVA (Hunter i Gaston, 1988).
REZULTATI
Izolirali smo DNA iz 3261 uzorka tkiva ljudi i životinja te smo u njih 335 (10.3%) uspjeli identificirati DNA C. burnetii pomoću konvencionalnog PCR-a (Willems i sur., 1994.). Od tih 335 uzoraka, 82 smo izabrali za genotipizaciju. Od izabranih uzoraka, samo 32 uzorka smo uspjeli genotipizirati na najmanje 16 lokusa. Od toga, 26 uzoraka smo uspjeli tipizirati na svih 17 lokusa. Šest uzoraka nismo uspjeli genotipizirati na lokusu ms23. Odredili smo 13 različitih genotipova. Distribucija inih u Hrvatskoj prikazana je na Slici 1.
Procijenili smo mogućnost diskriminacije svih lokusa u eksperimantalnim uvjetima računajući HGDI kako su opisali Arricau-Bouvery i sur. (2006.).
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Slika 1. Distribucija identificiranih genotipova Coxiella burnetii u Republici Hrvatskoj
ZAKLJUČAK
Jednostavnost i brzina kojom Coxiella burnetii širi zarazu među ljudima i životinjama čini brzu, jasnu i jednoznačnu genotipizaciju vitalnu za monitoring i kontrolu bolesti i uzročnika. Identificirali smo 13 novih genotipova (CbCRO01 – CbCRO13), sugerirajući da je globalna raznolikost C. burnetii vrlo podcijenjena.

Genotip CbCRO01 izdvojen je iz najstarijeg uzorka u ožujku 2004. Od svih 13 identificiranih genotipova, CbCRO01 je nasličniji CbCRO02. Ova dva genotipa se od ostalih razlikuju u 10 od 11 lokusa, ukazujući na nesrodnost s ostalim hrvatskim genotipovima. Nalaze se samo u kontinentalnom području RH, posebice u Osječko-baranjskoj, Koprivničko-križevačkoj, Vukovarsko-srijemskoj i Bjelovarsko-biologorskoj županiji.

Genotipovi CbCRO04, CbCRO08, CbCRO09, CbCRO10 and CbCRO12 razlikuju se samo na lokusu ms26. Svih pet genotipova pojavljuje se isključivo u priobalnom dijelu RH, osim CbCRO12, koji se pojavljuje i u kontinentalnom dijelu (Karlovačka županija).

Postoji mogućnost da jedan genotip, CbCRO09, prelazi s ovaca na goveda. Identificirali smo ga 2000. na farmi koza u Splitko-dalmatinskoj županiji te opet 2013. na farmi goveda u Bjelovarsko-biologorskoj županiji. Pretpostavljamo da su životinje nezakonito prevezene s jedne farme na drugu te da je uzročnik prešao s koza na goveda.

Genotipovi CbCRO04, CbCRO08, CbCRO09, CbCRO10 i CbCRO12 razlikuju se na 1 ili 2 lokusa od genotipova CbCRO07, CbCRO03, CbCRO05 i CbCRO11 dok se od CbCRO06 i CbCRO13 razlikuju na tri lokusa. Tih 11 genotipova pojavljuju se u priobalnom dijelu RH, osim CbCRO05, koji je prisutan u kontinentalnom području (Zagrebačka županija).
U Šibensko-kninskoj županiji identificirali smo najviše različitih C. burnetii genotipova: CbCRO03, CbCRO04, CbCRO09, CbCRO10 i CbCRO11, dok smo u drugim županijama identificirali najviše tri različita genotipa. Vrijednosti indeksa raznolikosti (HGDI) izračunali smo za svih 17 lokusa te je vrijednost vrlo visoka: 0.923.
Uspoređujući hrvatske genotipove s dostupnim genotipovima iz svih krajeva svijeta primijetili smo unikatnost hrvatskih sojeva. Genotipovi CbCRO02 i CbCRO01 najsrodniji su stranim genotipovima. Oni nisu srodni niti jednom drugom hrvatskom genotipu te se zadržavaju isključivo u kontinentalnom dijelu Hrvatske. Svi drugi identificirani genotipovi srodniji su međusobno nego sa stranim genotipovima. Pretpostavljamo da su tih 11 genotipova endemični za Hrvatsku.

Daljnja istraživanja su nužna kako bi utvrdili moguću prisutnost hrvatskih genotipova u drugim zemljama za koje sada ne raspolažemo s podacima. Svakako bi trebalo doraditi trenutačno korištenu MLVA shemu za tipizaciju Coxiella burnetii kako bi se povećala robustnost iste za različite vrste i kvalitetu uzoraka.
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