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KOPSAVILKUMS

Yersinia enterocolitica ir ievérojams partikas patogéns ar liclu genétisko daudzveidibu.
Virulences génu noteikSana celmiem no daudzveidigiem avotiem var palidzét izvertét
jersiniozes riskus sabiedribas veselibai. Darba mérkis bija raksturot no augu valsts izcelsmes
produktiem iegiito Y. enterocolitica izolatu virulences potencialu un genétisko daudzveidibu,
veicot pilna genoma sekvenéSanu. Darba ieklauti 66 celmi no svaigiem darzeniem un salatiem.
Iegiitas sekvences konstatgja ail (4,6%), inv (95,4%) un ystB (98,5%) virulences génu klatbitni.
Visi izpétitie Y. enterocolitica izolati pieder pie nosaciti nepatogéna biotipa 1A. lzmantojot

cgMLST, noteikts, ka izolati nav genétiski saistiti sava starpa.

Atslegvardi: Yersinia enterocolitica, virulences potencials, partikas drosiba, augu valsts

izcelsmes partika, pilna genoma sekven&$ana, cCgMLST.



SUMMARY

Title: Genetic diversity and virulence potential of Yersinia enterocolitica isolated from
plant-based foods

Yersinia enterocolitica is a considerable food pathogen with great genetic diversity.
Determination of virulence genes for strains from various sources may help evaluate the risk of
yersiniosis for public health. The aim of the study was to describe virulence potential and
genetic diversity of isolates from plant-based foods by performing whole genome sequencing.
66 strains from fresh vegetables and salads are included in the study. ail (4,6%), inv (95,4%)
un ystB (98,5%) virulence genes were found in obtained sequences. All studied Y.
enterocolitica strains belong to relatively non-pathogenic biotype 1A. Using cgMLST it was

determined that isolates are not genetically connected with each other.

Key words: Yersinia enterocolitica, virulence potential, food safety, plant-based foods,

whole genome sequencing, cgMLST.



DARBA IZMANTOTIE SAISINAJUMI

PBS — phosphate-buffered saline - fosfata sals buferskidums

Tris - tris-hidroksilmetil aminometans

EFSA — European Food Safety authority - Eiropas partikas nekaitiguma iestade

ECDC - European Center of Disease prevention and Control - Eiropas Slimibu profilakses un
kontroles centrs

SPKC — Slimibu profilakses un kontroles centrs

ES — Eiropas Savieniba

dH20 — destiléts tdens

PCR — polymerase chain reaction — polimerazes k&des reakcija

bp — bazu pari

ISO — International Organization for Standartization - Starptautiska Standartizacijas
organizacija

dsDNA — double-stranded DNA — divpavediena DNS

RPM - revolucions per minute - apgriezieni mintité

T3SS — tresa tipa sekrécijas sistéma

LPS — lipopolisaharids

MLST - multilocus sequence typing — multilokusu sekvencu tipéSana

cgMLST — core genome multilocus sequence typing — kodola genoma multilokusu sekvencu
tipeSana

MST — minimum spanning tree — minimalo attalumu dendrogramma
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IEVADS

Augu izcelsmes produkti ir viena no svarigakam veseliga uztura sastavdalam. Visa
pasaulg, tai skaita Eiropas Savieniba, pieaug pieprasijums pec svaigiem darzeniem, augliem un
salatiem. Lidz ar to pieaug ari zoonotisko infekciju skaits, kas tiek saistits ar §o produktu grupu
(Machado-Moreira et al., 2019). Eiropas partikas nekaitiguma iestades 2014. gada atskaite
uzsver, ka Sobrid nav atrasts pietickami efektivs risinagjums, kas garantétu augu izcelsmes
produktu mikrobiologisko nekaitigumu (EFSA, 2014).

Jersinioze ir tresa visbiezak konstatéta zoonoze Eiropas Savieniba (EFSA & ECDC,
2021). Tas galvenais izraisitajs - bakterija Yersinia enterocolitica - ir plasi sastopama dazadas
vid@s, un tiek biezi izoléta no partikas produktiem. Atskiriba no citiem enteropatogéniem, Y.
enterocolitica spgj izdzivot zemakas temperatiiras un nezaudé vairoS$anas sp&ju pat sasaldéta
partika, kas biitiski palielina infic€Sanas riskus termiski neapstradato partikas produktu
lictoSanas gadijuma (Bottone, 2015).

Kaut gan Y. enterocolitica infekcijas tiek tradicionali asociétas ar galas produktiem (it
ipasi - cikgalu), pedgjo sesu gadu laika vismaz tris jersiniozes uzliesmojumi Eiropas Savieniba
bija saistiti tieSi ar augu izcelsmes partikas produktu lietosanu (EFSA & ECDC, 2021).
Neskatoties uz acimredzamiem riskiem sabiedribas veselibai, pétijumu par Yersinia
sastopamibu $aja produktu grupa ir loti maz. Lidz $im bridim nav pieejami dati par augu valsts
produktos sastopamajam Y. enterocolitica Latvija.

Eiropas Savieniba nav izstradata vienota jersiniozes monitoringa programma. Paraugu
nemsana tiek veikta attiecigi epidemiologiskai situacijai konkréta valsti, lidz ar to pieejami dati
par Y. enterocolitica izplatibu un infekcijam ir haotiski un griiti salidzinami (EFSA & ECDC,
2021). Y. enterocolitica ir augsti heterogéna suga, tapéc izolatu patogenitates noteikSanai ir
nepiecieSami papildus izmekl&jumi. Sistematiskie partikas diagnostiskie pétijumi ar jaunako
metozu pielietojumu ir svarigs un nepiecieSams solis uz jersiniozes gadijumu samazinaSanu
Eiropas Savieniba. Viena no efektivakam pieejam ir virulences génu klatbatnes parbaude ar
dazadam molekularas biologijas metodém (Petsios et al., 2016).

Darba meérkis: raksturot no augu valsts izcelsmes produktiem iegiitiem Yersinia
enterocolitica izolatu virulences potencialu un gengtisko daudzveidibu.

Darba uzdevumi:

1. Veikt pilna genoma sekvenéSanu no augu valsts izcelsmes produktiem ieghtiem Y.
enterocolitica izolatiem un parliecinaties par sekvencu kvalitati, ka arT apstiprinat to
taksonomisko piederibu.

2. Novertét izolatu virulences potencialu, nosakot tiem dazadu virulences génu klatbitni.
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3. Noskaidrot izolatu savstarp&jo lidzibu, izmantojot cgMLST pieeju.
4. Salidzinat izolatu genétisko profilu ar citiem Latvija iegiitiem partikas celmiem, ka art ar
citiem Y. enterocolitica izolatiem no dazadiem avotiem.
Darbs ir izstradats Partikas drosibas, dzivnieku veselibas un vides zinatniskaja instituta

”BIOR” laika posma no 2022. gada marta Iidz 2022. gada maijam.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Y. enterocolitica raksturojums

Yersinia enterocolitica ir 1-3 um liela Gram-negativa, fakultativi anaeroba nijinveida
bakteriju suga no Yersiniaceae dzimtas. Ta ir motila pie temperatiiras 25 °C ar peritriham
flagellam, zaud€ motilitati pie normalas cilvéka kermena temperattiras (Bottone et al., 2015).
Y. enterocolitica ir psihrotrofa un, at$kiriba no citiem enteropatogénajiem Enterobacteriaceae
parstavjiem, var izdzivot pie zemam temperatiram, tai skaitd saldétos partikas produktos
(Bottone, 2015).

Atkariba no biokimiskam pazimém Y. enterocolitica tiek klasificéta sesos biotipos (1A,
neka 70 O serogrupas (Bancerz-Kisiel et al., 2015). Pieci no biotipiem — 1B, 2-5 - tiek uzskatiti
par patogénajiem, turklat, 1B tiek uzskatits par augsti patogéno. Visbiezak sastopamie
jersiniozes izraisoSie celmi ir 2/0:9, 4/0:3, 2/0:5,27, 3/0:3, un 1B/0:8 (Fredriksson-Ahomaa
& Korkeala, 2003). Eiropas Savieniba jersiniozi cilvékiem parsvara izraisa 4/0:3 un 2/0:9
bioserotipi (EFSA & ECDC, 2021; Skorek et al., 2013).

Biotips 1 A tiek uzskatits par nepatogéno. Tam ir novérojams vairaku nozimigu virulences
geénu trikums — hromosomalu ail, ystA un myfA, ka ari 70-kb plazmidas pYV (Tennant et al.,
2003) (informacijas par virulences géniem ir apkopota nodala 1.4). Vairaki moderni pétijumi
apstrid $adu uzskatu. Piemin gan 1A biotipa celmu enteropatogenitati, gan to sp&ju izraisit
jersiniozes kliniskus simptomus. Daziem 1A biotipa parstavjiem atklaj ail, yst un myf virulences
géniem homologas sekvences, kas turklat apstiprina ta potencialu patogenitati (Batzilla et al.,
2011; Bhagat & Virdi, 2007; Platt-Samoraj et al., 2017). Jaunakie Y. enterocolitica p&tijumi
akcent€ nepiecieSamibu parskatit tradicionalas kliniskas diagnostikas metodes, kas balstas uz
mikrobiologiskam metodém un biokimiskam reakcijam, uzsverot, ka tas nenorada uz konkréta
celma patogenitati (Peruzy et al., 2020; Petsios et al., 2016). Miisdienu molekularas biologijas
metodes (tadas ka polimerazes k&des reakcija) lauj noteikt konkréto virulences génu klatbatni
un izdarit precizaku secinagjumu par izolata virulences potencialu (Fredriksson-Ahomaa &

Korkeala, 2003; Peruzy et al., 2019).
1.2. Y. enterocolitica izplatiba

Y. enterocolitica ir plasi izplatita visa pasaulg, it Tpasi auksta un mérena klimata regionos.
Baktérija ir atrodama dazada vide. Ta tiek izoléta no dzivniekiem: gan savvalas, gan

majdzivniekiem (Bottone, 2015). Cikas tiek uzskatitas par galveno Y. enterocolitica
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rezervuaru. Visbiezak bakteriju izdodas izolét no dzivnieku limfaudiem un fekaliju paraugiem.
Liellopiem Y. enterocolitica tiek atklata retak (Lucero Estrada et al., 2012; Peruzy et al., 2020).

Visbiezakais Y. enterocolitica inficéSanas avots ir kontaminéti partikas produkti. Eiropas
Savieniba, tai skaita Latvija, nav noteikts obligats partikas monitorings uz Y. enterocolitica, un
tas tiek veikts atbilstosi epidemiologiskajai situacijai katra valsti. Eiropas partikas nekaitiguma
iestades atskaitgs ir icklauti dati no 15 Eiropas Savienibas valstim, dati par Latviju nav pieejami
(EFSA & ECDC, 2021).

Galvenais partikas Y. enterocolitica inficé$anas avots ir cikgala. ES baktérijas klatbtitne
tiek konstatéta videji 8,3% svaigas galas paraugos (EFSA & ECDC, 2021), tacu Latvija Sis
raditajs ir vairak neka divreiz augstaks — 19% (Terentjeva et al., 2021). Y. enterocolitica tiek
atklata arT liellopu un jéru gala (Jaballah et al., 2022). Pastav zinojumi par nepasteriz&tu vai
nepareizi pasterizétu govju pienu ka vienu no inficéSanas avotiem (Bonardi et al., 2018).

Augu izcelsmes produktos Y. enterocolitica ir sastopama daudz retak — Eiropas Savieniba

raditajs ir 5,8% (visi izol&ti celmi pieder pie 1A biotipa), Dienvidkoreja — 2,7% (Lee et al.,
2004), Griekija — 7,7% (Xanthopoulos et al., 2010). Ir svarigi pieminét, ka Y. enterocolitica
detektésana Sajos rakstos tika veikta ar dazadam mikrobiologijas un molekularas biologijas
metodém, kas var nopietni ietekm@t rezultatu ticamibu (tupmak aprakstits nodala 1.3)
(Fredriksson-Ahomaa & Korkeala, 2003).

1.3. Y. enterocolitica detektésanas metodes

Moderna kliniska praksé Y. enterocolitica diagnostikai visbiezak pielieto bakterijas tieSu
izolesanu no fekaliju paraugiem. Standarts protokols ietver CIN (cefsulodin-irgazan-
novobiocins) barotnes izmanto$anu ar ieprieks€ju bagatinasanu pusskidraja barotné. Salidzinot
ar citam enterobaktérijam, Yersinia gints parstavji aug lénak un zemakajas temperatiiras
(optimala augs8anas temperatura 28 °C, nevis 37 °C ka citam enterobaktérijam) (Savin et al.,
2012).

Tiesa Y. enterocolitica izoléSana no partikas produktiem parasti nedod vélamo rezultatu
bakteriju zemaka daudzuma dél. Analizgjot partiku, visbiezak izmanto aukstas bagatinasanas
metodi: kultiras audzé 4 °C 14-21 dienas uz dazadam neselektivam barotném (visplasak
pielieto PBS un TSB (tryptone soya agar — triptona sojas agars) barotnes). Péc veiksmigas
izolacijas koloniju taksonomisko piederibu pie konkrétas sugas nosaka ar biokimiskajiem
testiem. Yersinia bakterijas ir katalazes pozitivas, oksidazes negativas un fermenté glikozi.
Gints parstavjus var atSkirt péc saharozes, L-ramnozes un melibiozes fermentacijas: Y.

enterocolitica ir saharozi ferment&josa, bet ne ramnozi un melibiozi. Veicot testus, ir svarigi
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ievérot temperatiiru, pie kuras bakterijas biokimiska aktivitate ir vislielaka (Bottone et al.,
2015). Testesana plasi pielieto komerciali pieejamas biokimisko reakciju panelu sisteémas - API
20E un 50CH (bioMérieux) (Laporte et al., 2015).

Y. enterocolitica ir augsti heterogéna suga ar vairakiem biotipiem. To noteikSana ir
butiska konkréta celma patogenitaté un tiek ieteikta vairakos Y. enterocolitica diagnostikas
protokolos. Biotipu noteikSana tick panakta ar papildus biokimiskajam analizém. Tie ietver
lipazes testu, eskulina hidrolizi, skabes produc@sanu no salicina, ksilozes un trehalozes testus,
indola producéSanas testu, nitratu redukcijas testu un pirazinamidazes testu (Petsios et al.,
2016). Serotipu noteikSana ar koloniju seroaglutinaciju neatrada tik plaSu pielietojumu
diagnostika, jo serotips ne vienmér atspogulo konkréta celma patogenitati (Fredriksson-
Ahomaa & Korkeala, 2003).

Vairakas publikacijas uzsver mikrobiologisko Y. enterocolitica metozu nopietnus
trakumus. Visam diagnostikas procediram ir nepiecieSams ilgs laiks — [idz 7 dienam un pat
vairak, ja runa ir par partikas paraugiem. Veiksmigai Y. enterocolitica izolésanai var but
nepiecieSami vairaki bagatinasanas posmi, kas pagarina diagnostikas laiku un palielina
izmaksas (Fredriksson-Ahomaa & Korkeala, 2003; Petsios et al., 2016). Nelielas baktgriju
koncentracijas dé| partikas un vides paraugos ir iesp&jami viltus negativi rezultati, kas ir
konstatéjami, salidzinot analizu rezultatus ar jutigako molekularas biologijas metozu
rezultatiem. Pirazinamidazes tests, kas tiek plasi pielietots patogéno biotipu noteikSanai,
salidzinot ar PCR virulences génu noteikSanu, dod gan viltus negativus, gan viltus pozitivus
rezultatus (Thoerner et al., 2003). Sis fakts apstiprina vairakos rakstos izteikto pienémumu, ka
biotips ne vienmér apstiprina celma patogenitati (Batzilla et al., 2011; Kraushaar et al., 2011,
Tennant et al., 2003). Daudzveidigas metozu nepilnibas noved pie viltus rezultatiem un nelauj
izvertet Y. enterocolitica prevalenci partikas produktos (Petsios et al., 2016).

Molekularas biologijas metodes ir atrs, €rti pielietojams un jutigs Y. enterocolitica
noteikSanas veids, ko plasi pielieto gan kliniskaja diagnostika, gan partikas, vides un dzivnieku
skrininga (Fredriksson-Ahomaa & Korkeala, 2003). Polimerazes kédes reakcijas (PCR) ir
visizplatitaka molekularas biologijas metode baktérijas noteik$anai. Ta ir versta uz dazadu
virulences génu klatbiitnes noteikSanu izolatos (hromosomalo génu ail, inv un yst, plazmidas
génu VirF un yadA) (Petsios et al., 2016). Ir izstradati vairaki standartiz&ti protokoli Yersinia
baktériju noteikSanai partika, izmantojot PCR (ISO, 2015; Rusak et al., 2018). Metodes
stenosanai ir nepieciesama kultliru izolé$ana ar bagatinasanas posmu, lai novérstu reakcijas
inhibésanu. Kontaminacija var paradities manualos PCR posmos, kas var novest pie viltus
pozitiviem rezultatiem. Nepietieckama praimeru selektivitate ar1 var novest pie viltus pozitiviem

rezultatiem, it pasi, ja tiek piclictotas zemas piesaistiSanas temperattras. Analizes no partikas
10



paraugiem var izradities viltus negativi inhib&joso vielu klatbtitnes dél paraugos vai barotnés.
Ne visas kliniskajas laboratorijas pieejamas PCR nepiecieSamas iekartas, un to iegade un
personala apmaciba ir saistitas ar ievérojamam izmaksam (Fredriksson-Ahomaa & Korkeala,
2003).

Sekvengsanas tehnologiju attistiba lauj izmantot $o metodi ka riku epidemiologiskos
izmekl&jumos un monitoringa. Pilna genoma sekven&sana sniedz visaptverosu informaciju par
bakterijas virulences potencialu, nosakot virulences ge€nus. Izmantojot datu apstrades
programmas, var noteikt arT dazadu izolatu radniecibu un atrast saistibas vairakiem saslimSanas
gadijumiem. Sekven&$anas izmanto$anas diagnostikas procediras galvenais trukums ir

ievérojamas izmaksas un apmacita personala nepiecieSamiba (Hall et al., 2015).
1.4. Y. enterocolitica galvenie virulences faktori un to kod€josie géni

Y. enterocolitica patogenitati ietekmé vairaki virulences géni, kas ir lokalizéti gan
hromosomali, gan plazmida (pYV — plasmid for Yersinia virulence). Tajos iekodg&tie proteini
lauj baktérijai iekltt saimniekorganisma, nomakt ta imtno atbildi un izdzivot nelabveligos
apstaklos (Galindo et al., 2011).

Dazadi vides faktori - temperattra, osmolaritate, kalcija un dzelzs jonu koncentracija —
var aktivét vai inhibét virulences génu transkripciju (Horne & Priif3, 2006; Sabina et al., 2011).
Tie geni, kas ir nepiecieSami bakterijas icklt$anai saimniekstina (piem&ram, InvA), tiek
visaktivak ekspreséti pie 30 °C, savukart plazmidas géni — pie 37 °C (Horne & Priif3, 2006).

Virulences génu ekspresiju ietekmé vairaki regulatori, no kuriem svarigakais ir virF, kas
kodg Yersinia virulences regulona transkripcijas aktivatoru VirF. Tas ir nepiecieSams yop un
yadA génu transkripcijai (de Rouvroit et al., 1992). Hromosomalo génu regulators ir ymoA
(Yersinia-modulating protein — Yersinia-modul&joss proteins), kas kodé proteinu YmoA. Tas
inhibé vairaku hromosomalo génu transkripciju (tostarp inv un ystA) (Platt-Samoraj et al.,
2017).

Dazi no hromosomaliem Y. enterocolitica virulences géniem ir:

- ail (attachment and invasion locus — piesaistes un invazijas lokuss). Ail veicina piesaisti
un uzbrukumu saimniek$tinam. Proteins pieskir baktérijai seruma rezistenci,
piesaistoties pie C4bp komplimenta komponenta un noblok&jot komplimenta
alternativo aktivacijas mehanismu (Felek & Krukonis, 2009). ail plasi izmanto ka Y.
enterocolitica patogenitates markieri molekularas biologijas analizés (1ISO, 2015), kaut
ar1 pastav vairaki zinojumi par 1 A biotipa celmiem, kas satur So génu vai tam homologas

sekvences (Kraushaar et al., 2011).
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- invA (invazins). Primarais internalizacijas faktors invazins InvA ir bitisks baktérijas
parvietoSanai uz M $iinam un Peijera platniSu kolonizacijai (Schmid et al., 2004).
Proteins piesaistas pie integriniem, kas veicina aktina citoskeleta remodeléSanu un,
tadejadi, noved pie baktérijas noklui$anas epitélija $unas. Sis mehanisms atlauj
transportét Yop proteinus saimnieks$iinu citosola (Mikula et al., 2013). Nefunkcionals
inv variants ir sastopams ari 1A biotipam (Pierson & Falkow, 1990). Gens tiek
ekspreséts pie vides temperatiram, tacu O:3 serotipam — ar1 pie augstakam, kas palielina
ta patogenitati (Uliczka et al., 2011).

- myfA (mucoid Yersinia factor — mukoids Yersinia faktors). Mukoids Yersiniae faktors
MyfA nodrosina bakterijas adh&ziju pie enterocitiem. Ir svarigs infekcijas sakuma
(Rastawicki & Gierczynski, 2009).

- hreP (host-responsive element — saimniek-reaggjoss elements). Proteaze HreP ir viens
no pédgjiem atklatiem Y. enterocolitica hromosomalajiem virulences faktoriem. Ir
svarigs veiksmiga uzbrukuma saimniek$iinam nodroSinasana. Netiek ekspreséts
laboratorijas apstaklos, tapéc maz izpétits (Heusipp et al., 2001).

- yst (Yersinia-stable toxin — Yersinia-stabils toksins). YstIA proteins (kode géna variants
yStA) izraisa jersiniozes kliniskos simptomus, t.sk. diareju. 1A biotipam atklaj ystB géna
variantu, retak — ystC. YstIB enterotoksinam ari piemit biologiska aktivitate
(Ramamurthy et al., 1997). Visi kliniskie Y. enterocolitica izolati spgj sintezét Ystl
enterotoksinu, tatu dazi avoti noliedz ta lomu simptomu izraisiSana, noradot, ka tas tiek
sintez&ts tikai pie 30 °C (Bancerz-Kisiel et al., 2018). Citi p&tijumi apgalvo, ka sintéze
ir iesp&jama pie 37 °C un paaugstinata pH (7.5) (Singh & Virdi, 2004).

Visi Y. enterocolitica biotipi spgj inficét zarnu glotadu, bet tikai pY'V plazmidas klatbiitne
lauj tiem parvietoties no Peijera platniteém uz iek$&jiem organiem, Kur tie var vairoties un izraisit
saslim$anu (Bancerz-Kisiel et al., 2018). Neskatoties uz plazmidas svarigumu baktérijas
patogénaja potenciala, virulences novertésana, pamatojoties tikai uz plazmidas génu klatbatni,
var biit nepreciza un novest pie viltus rezultatiem. pY'V plazmida nav stabila un var tikt zaudéta,
kultiiras 1lgstosi glabajot, transport€jot vai paklaujot augstam temperatiram (>37 °C)
(Gierczyiiski, 2000, cit. pec Bancerz-Kisiel et al., 2018; Thoerner et al., 2003). Svarigakie pYV
plazmidas géni ir:

- yadA (adhezins A). Proteins YadA ir triméro autotransportieru adhezinu grupas
parstavis. Tas veido ledeném lidzigas struktiiras (lollypop-like) uz $tnas virsmas,
kas palidz baktérijai piestiprinaties pie cilvéka epitelijsinam (HEp-2). Saista
kolagénu I, II, IV un lamininu (Miihlenkamp et al., 2015). Ir nozimigs hronisko

infekciju veidosanai (Galindo et al., 2011).
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- yop virulons. Kodg vairakus Yop proteinus, ar kuru palidzibu bakterija var izdzivot
un vairoties limfaudos, ka ari nomakt lokalo imtinatbildi. yop virulons sastav no 4
dalam: III tipa sekrécijas sistéma T3SS (zinama ka Ysc-Yops), translokatoriem
(YopB, YopD), kontrolelementa YopN un efektoriem Yop proteiniem (YopE,
YopH, YopM, YopO, YopP, YopT) (Cornelis, 2002). Dazi no tiem izveido poras
eikariotisko mérkStinu membranas, caur kuriem efektorproteini tiek transporteti
citosola (Denecker et al., 2002). Yop proteinu transportam ir nepiecieSams ciess
kontakts starp bakt€rijas §tinu un mérkStinu — to nodroSina YadA un InvA, kas
piesaistas B1 integriniem (Galindo et al., 2011).

Y. enterocolitica ipasi patogéns biotips 1B, bez augstak piemingtajiem virulences géniem,
satur hromosomalu augstas patogenitates salinu (chromosomal high pathogenicity island -
HPI). Saja salina ietilpst asn, irp génu klasteris un fyuA, kas ickode Ybt faktora sintézi
(Schubert et al., 2004). Ta klatbutne atvieglo dzelzs uznemsanu un metabolismu, kas, savukart,
lauj bakterijai izdzivot un vairoties dzelzs trikuma apstaklos (Sabina et al., 2011). HPI ir
sastopams ne tikai Y. enterocolitica, bet arT citiem patogéniem Yersinia gints parstavjiem (Y.
pestis un Y. pseudotuberculosis), ka arT citam enterobakterijam — enteropatogénajiem
Escherichia coli un Salmonella enterica (Bancerz-Kisiel et al., 2018).

Informacija par $aja nodala aprakstitiem Y. enterocolitica virulences géniem ir apkopota
1. tabula.

13



1. tabula
Galvenie Yersinia enterocolitica virulences géni.
Table 1

The main virulence genes in Yersinia enterocolitica.

Géna Géna Géna ekspresijas Géena galvena  Raksturigs  Atsauce
nosaukums lokalizacijas produkts funkcija biotipiem  Reference
Name of vieta Gene’s expression Gene’smain  Typical for
gene Gene’s product function bitypes
location
ail hromosoma  Ail proteins piesaiste un 1B, 2-5, 1A Kraushaar
uzbrukums etal.,
2011
invA hromosoma invazins InvA piesaiste un 1B, 2-5, 1A Pierson &
uzbrukums (neaktivs) Falkow,
1990
myfA hromosoma mukoids Yersiniae  piesaiste un 1B, 2-5, 1A Bonardi et
faktors MyfA uzbrukums al., 2018
hreP hromosoma  proteaze HreP piesaiste un 1B, 2-5, 1A Bhagat &
uzbrukums Virdi,
2007
ystA hromosoma  YstIA enterotoksins  simptomu 1B, 2-5 Bancerz-
izraisiSana Kisiel et
al., 2018
ystB hromosoma  YstIB enterotoksins  simptomu 1A, reti - Zheng et
izraisisana citos al., 2008
biotipos
ystC hromosoma  YstIC enterotoksins  Simptomu reti — 1A Bancerz-
izraisiSana Kisiel et
al., 2018
ymoA hromosoma  Yersinia-modul&joss citu génu 1B, 2-5, 1A Tennant et
proteins ekspresijas (deaktive al., 2003
regulacija invA)
yadA plazmida  adhezins A piesaiste un 1B, 2-5 Galindo et
uzbrukums al., 2011
virkF plazmida  Yersinia virulences  citu génu 1B, 2-5 Galindo et
regulona ekspresijas al., 2011
transkripcijas regulacija
aktivators VirF
yop plazmida  Yop proteini imiinatbildes 1B, 2-5 Galindo et
virulons nomakS$ana al., 2011

1.5. Jersinioze

Jersinioze ir akita infekcijas slimiba, kuras galvenie izraisitaji ir Y. enterocolitica un Y.

pseudotuberculosis. Jaunakie pétijumi uzsver citu Yersinia gints sugu potencialo patogenitati,
tacu S$T pienémuma apstiprinasanai ir nepiecieSsami plasaki petfjumi (Imori et al., 2017; Yeung,

2021). No slimibas galvenokart cie§ bérni 1idz 10 gadu vecumam. Galvenie inficésanas c€loni
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ir piesarnotu partikas produktu un tdens lietoSana uztura, ka arT kontakts ar slimiem
dzivniekiem vai cilvékiem (Galindo et al., 2011). Literatiira miné&tie infic€$anas avoti ir

uzskaititi 1. attéla.

Yersinia enterocolitica
inficésanas avoti

Raksturigie Neraksturigie
mﬁcééal‘las avoti inficé$anas avoti
Neattirits tidens Kontaminéta
(kontaminéts ar partika

dzivnieku fécém) | ‘ |

Kontaminéta termiski
neapstradata/nepareizi
apstradata partika

Partika saskarsmé ar
baktérijas parneséju

Inficetie Tiesi no No inficéta cilvéka
dzivnieki vides (baktérijas parnesgja/asins
donora)

1. attels. Yersinia enterocolitica inficéSanas avotu shéma (Sabina et al., 2011).
Figure 1. Mode of transmission of Yersinia enterocolitica (Sabina et al., 2011).

Jersinioze ir globali novérota slimiba, tacu visvairak ta ir izplatita ziemelu puslodg. Ta ir
treSa visbiezak konstatéta bakteriala partikas izcelsmes zoonoze Eiropas Savieniba — 1.77
saslimSanas gadijumi uz 100.000 iedzivotaju. Vislielakie saslimstibas raditaji ir novéroti
Somija, Lietuva un Cehija. Visvairak slimiba skar bérnus lidz 4 gadiem — 7.2 uz 100.000
iedzivotaju zéniem un 5.9 uz 100.000 iedzivotaju meiteném (ECDC, 2021). P&c Slimibu
profilakses un kontroles centra datiem, 2020. gada Latvija ar jersiniozi saslima 88 cilveki (4.6
gadijumi uz 100.000 iedzivotaju), no kuriem 61 ir bérni lidz 14 gadu vecuma. Visi konstatétie
gadijumi ir laboratoriski apstiprinati ka Y. enterocolitica infekcijas (SPKC, 2021). Ir svarigi
pieminét, ka dati par saslimSanas gadijumu skaitu var but neprecizi. Akitas jersiniozes
simptomi ir Iidzigi citiem enterobakterialo slimibu simptomiem, parasti arst€Sana ir
simptomatiska un nepieprasa konkréta slimibas izraisitaja noteikSanu. Francija veikts petijums
norada, ka saslimuSo oficialais skaits var biit vismaz 30 reizu mazaks neka faktiskais un
sasniedz 30 uz 100.000 iedzivotaju (van Cauteren et al., 2017).

Vidgjais jersiniozes inkubacijas periods ir 1-11 dienas (Bottone, 2015). Infekcija sakas ar
bakterijas ieklusanu tievaja zarna un tas adh&ziju pie epitélija Stinam, kas turpinas ar intestinalas
barjeras skérsosanu caur M §tinam. Y. enterocolitica var veiksmigi vairoties Peijera platnités un
pariet uz citiem limfaudiem — mezenteriskajiem limfmezgliem (Grutzkau et al., 1990). Y.

enterocolitica patogenézes modelis ir apskatams 2. attéla. Smagakas infekcijas gadijumos
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bakt€rija var izplatities no tievas zarnas turpmak uz aknam un liesu, form&jot monoklonalus

mikroabscesus (Triilzsch et al., 2007).

I Zarnu lamens I

Q Zemglotadas makrofagi & Mionas
.t;’g Dendritsunas @ Mikrokolonijas

Enferm Infecc Microbiol Clin. 2012;30:24-32

2. attels. Y. enterocolitica patogengzes modelis (Fabrega & Vila, 2012). Bultinas norada limfas
plismas virzienu. (1) Baktgrijas $tinas $kérso intestinalo barjeru. (2) Zemglotadas makrofagi
fagocité patogénu un ienak limfvados, sasniedzot mezenterisko limfmezglu (MLN). (3) Citadi,
baktérija var nonakt Peijera platnités (PP) caur M $inam. (4) Nonakot PP, baktérijas veido
mikrokolonijas un uzsak replikaciju. (5) MLN baktgrijas veido mikrokolonijas un veiksmigi
vairojas.

Figure 2. Y. enterocolitica pathogenesis model (Fabrega & Vila, 2012). Arrows show the
direction of lymph flow. (1) Bacterial cells cross the intestinal barrier. (2) Submucosa
macrophages phagocyte the pathogen and enter lymph vessels, reaching the mesenteric lymph
node (MLN). (3) Alternatively, bacteria can enter Peyer’s patches (PP) through M cells. (4)
Once in PP, bacteria form microcolonies and start replicating. (5) In MLN bacteria forms
microcolonies and successfully replicate.

Visbiezak Y. enterocolitica infekcija izpauzas ka akdits gastroenterits (vemsana, diareja,
paaugstinata temperatiira) un mezenteriskais limfadenits. Smagaki jersiniozes simptomi ietver
pseidoapendikularo sindromu, mikotiskas aneirismas un, retak, sepsi (Triilzsch et al., 2007).
Viens no jersiniozes epidémiju konstatéSanas faktoriem ir strauj$ apendektomiju biezuma
pieaugums bérniem kliidainas apendicita diagnozes dél (ECDC, 2021).

Jersiniozes komplikacijas un hroniskas formas ietver reaktivu artritu, erythema nodosum,

uvettu un miokarditu. Slimiba tiek veiksmigi arstéta ar antibiotikam, tacu, neskatoties uz to,
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iminkompromitéto pacientu mirstiba sasniedz 50% bakterijas sist€émiskas izplatibas del

(Fredriksson-Ahomaa et al., 2006).
1.6. Y. enterocolitica augu valsts produktos

Y. enterocolitica tiek tradicionali asocicta ar galu ka galveno infic€Sanas avotu, tacu
vairakas valstis novero jersiniozes uzliesmojumus, kas ir saistiti tiesi ar augu valsts produktiem,
it ipasi ar t.s. ready-to-eat (gatavi lietoSanai) darzeniem un salatiem.

P&édgjo 10 gadu laika Eiropa vismaz ¢etri uzliesmojumi tika izraisiti darzenu, sulu un citu
augu valsts produktu lietosanas d€l. Tris no tiem ir saistiti ar lictoSanai gataviem iepakotiem
salatiem. Vairumtirdzniecibas iestadém Eiropa ir noteiktas svaigo lietoSanai gatavu darzenu un
salatu regularas parbaudes uz Escherichia, Listeria un Salmonella, ta¢u Yersinia neietilpst
neviena obligata testéSanas protokola (EFSA & ECDC, 2021; MacDonald et al., 2011).

P&dgja literatiira piemin&ta Y. enterocolitica (konkréti — 4/0:3 bioserotipa) epidémija, kas
ir saistita ar augu valsts produktiem, bija konstatéta 2019. gada pavasari Zviedrija un Danija.
Sakotngji par uzliesmojumiem tika pazinots neatkarigi, bet p&c bakterialo sekvencu
salidzinasanas tie tika Klasificéti ka viens starptautiskais uzliesmojums, kas bija saistits ar
svaigiem mazgatiem spinatiem no Italijas. Kopgjais saslimSanas gadijumu skaits sasniedza 87,
ar vislielako ipatsvaru 15-39 gadu vecuma grupa (Karlsson et al., 2021).

Partika var tikt kontamin&ta ar Y. enterocolitica vairakas audz€Sanas un razo$anas

stadijas, kas ir paradits 2. att€la.

Kiitsmésli
Augsne —— 1 AudzéSana «——
Seklas

Irigacija
— Pesticidu uzklasana ——— Raias novak3ana — Inficéti darbinieki
Darbariku mazgasana

Kontaminéts tidens -

Mazgasana
Sagrie$ana un nomizosana
Transportésana
Skerskontaminacija

Apstrade «——

Cilveku feces vai vemekli

Skerskontaminacija

: _ —» Patérésana ——— > Inficéti cilveki
virtuve

3. attels. Partikas bakterialas kontaminacijas celi dazadas razoSanas stadijas (Machado-Moreira
et al., 2019). Ar treknrakstu izceltas partikas razoSanas stadijas, sarkanas bultinas norada
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partikas kontaminacijas celus, melnas bultinas — idens kontaminacijas un cilvéku inficgéSanas
celus.

Figure 3. Microbial contamination of food during different manufacturing processes
(Machado-Moreira et al., 2019). Manufacturing steps are shown in bold, red arrows point to
ways of food contamination, black arrows — ways of water contamination and human infection.

Lauksaimnieciba galvenie kontaminacijas riski nak no kiitsmésliem, kurus biezi izmanto
ka 1&tu un efektivu méslojumu (Julien-Javaux et al., 2019). Udens, kuru pielieto augu irigacijai
un citiem mérkiem, var saturét patogénos mikroorganismus un netiek papildus attirits pirms
izmantoSanas (Alegbeleye et al., 2018).

Darbs ar mikrobiologiski piesarnotu augsni vai tideni var novest pie bakteriju nokliisanas
uz darbinieku rokam, kuri var izplatit tas uz vairakam produktu partijam. Instrumenti un
virsmas, kuras tiek izmantotas partikas apstradei ir vél viens potencials kontaminacijas avots,
kas var novest pie vairaku partiju piesarnosanas (Machado-Moreira et al., 2019). Darbinieki var
inficéties no kontaminétas darba vides un klit par baktériju izplatitaju (Julien-Javaux et al.,
2019).

Svaigo augu valsts produktu mazgasana ne vienmer ir efektiva pret mikrobiologisko
piesarnojumu — baktgrijas var palikt piesaistitas pie augu virsmas vai nonakt augu dalas, kur tas
ir griti nonemamas. Galvena literatira piedavata bakteriju eliminacijas un pavairoSanas
apstadinaSanas metode ir zemu uzglabasanas un apstrades temperatiiru saglabaSana
(Alegbeleye et al., 2018; Machado-Moreira et al., 2019), tacu pastav dati par Y. enterocolitica
dzivotspgjas saglabasanos ledusskapi turétos vai saldétos partikas produktos (Bottone, 2015).
Citi veidi Y. enterocolitica elimingsanai ietver apstradi ar etikskabi vai ozonu, ta¢u neviena no

§tTm metodém Sobrid netiek pielietota razosana (Selma et al., 2006; Sengun & Karapinar, 2005).
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Darba izmantotie materiali, reagenti un iekartas

Reagenti un skidumi:
Natrija hipohlorita Skidums, kas satur 1% aktiva hlora (ROTH, Vacija),
destiléts tidens,
nukleazes nesatuross tidens (Thermo Fisher Scientific, ASV),
96% etanols (Iecavas spirta riipnica, Latvija),
1 M NaOH (Sigma-Aldrich, ASV).
Buferi:
PBS buferis (tableti (Thermo Fisher Scientific, ASV) izskaida 100 ml dH20. 10 mM fosfata,
150 mM NaCl, pH 7.3 Iidz 7.5),
Tris-HCI 10 mM ar 0.05% Tween-20 (pH 8.0) (Thermo Fisher Scientific, ASV),
Tween-20 (Sigma-Aldrich, ASV).
Barotnes:
Blood agar, Sterile defibrinated sheep blood (Oxoid, Apvienota Karaliste).
Reagentu komplekti:
2. tabula
Darba izmantoti reagentu komplekti.
Table 2
Reagent Kits used in the study.

Kita pilnais nosaukums Razotajs, valsts Artikula Nr.
Kit’s full name Manufacturer, country Nr. of article
Qubit dsDNS high sensitivity Thermo Fisher Scientific, Q32851
assay kit ASV

QIlAXxcel DNA High QIAGEN, Vacija 929002
Resolution Kit

ID Gene™ Mag Fast ID-Vet, Francija MAGFAST?384
Extraction Kit

[llumina DNA Prep Kit [llumina, ASV 20018705
Nextera™ DNA CD Indexes IHlumina, ASV 20018708
(96 Indexes, 96 Samples)

PhiX Control Kit v3 [llumina, ASV FC-110-3001
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Materiali:

3. tabula

Darba izmantoti materiali.

Table 3

Consumables used in the study.

Materialu nosaukums
Name of consumable

Razotajs, valsts
Manufacturer, country

Modelis/artikula Nr.
Model/ Nr. of article

Automatiska pipete 0,5-10 pl BrandTech Scientific, ASV 7047 70

Automatiska pipete 20-200 pl BrandTech Scientific, ASV 7047 74

Automatiska pipete 100-1000 pl BrandTech Scientific, ASV 7047 80

Automatisko pipesu uzgali ar filtru, 10 ul  StarLab, ASV S1111-3810

Automatisko pipesu uzgali ar filtru, 200 StarLab, ASV S1111-0810

ul

Automatisko pipesu uzgali ar filtru, 1000 StarLab, ASV S1111-6810

ul

Vienreizlietojamas bakteriologiskas SARSTEDT, Vacija 86.1562.050

cilpas, 10 pl

Centrifugas mikrostobrini, 2 ml SARSTEDT, Vacija 72.695.500

PCR stobrini, 0,2 ml SARSTEDT, Vacija 72.991.02

PCR 96 bedrisu plates, 0,2 ml Thermo Fisher Scientific, AB-0600
ASV

Stobri, 50 ml SARSTEDT, Vacija 62.547.254

Pléves PCR plasu aizlimésanai SARSTEDT, Vacija 95.1994

DNS izdalisanas robota 96 bedriSu Thermo Fisher Scientific, A43075

plates, 1000 pl ASV

DNS izdalisanas robota 96 bedrisu Thermo Fisher Scientific, A43074

uzgalu kemmites ASV

Qubit mikrostobrini, 0,5 ml Thermo Fisher Scientific, Q32856
ASV

Magnéts Thermo Fisher Scientific, AM10027

ASV
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Iekartas:

4. tabula

Darba izmantotas iekartas.
Table 4

Equipment used in the study.

Iekartas nosaukums Razotajs, valsts Modelis
Name of equipment Manufacturer, country Model
Laminars Clean Air, Niderlande EN 12469
UV bokss Biosan, Latvija UVC/T
Vortekss Biosan, Latvija MIKRO - SPIN
Centrifuga/vortekss Biosan, Latvija FVL-2400N
Centrifuga Hermle, Vacija Z 216 MK
DzeséSanas - sildisanas Biosan, Latvija CH-100
termostats

Kratitajs-termostats Biosan, Latvija TS-100
Fluorometrs Thermo Fisher Scientific, Qubit 3.0

ASV

DNS izdaliSanas robots

Thermo Fisher Scientific,
ASV

KingFisher™ Flex 96 Deep-
Well Magnetic Particle
Processor

PCR amplifikators

Applied Biosystems, ASV

GeneAmp PCR System 9700

Kapilaras elektroforézes
iekarta

QIAGEN, Vacija

QIAXxcel Advanced System

Ledusskapis Snaige Soft line 1380370/2
Saldétava Arctico, Danija ULUF 450
Sekvenators [llumina, ASV MiSeq System

2.2. Darba metodes

Darbs ar Y. enterocolitica tiek veikts otrajam biodrosibas Iimenim atbilstosi aprikota

laboratorija, ievérojot visus noteikumus péc ISO/IEC 17025:2017. Darbs molekularas
diagnostikas laboratorija tiek organizéts vairakas zonas: baktériju kultiru pienemsanas un
pirmé&jas apstrades zona, nukleinskabju izdaliSanas zona, PCR reakcijas maisijumu
sagatavoSanas zona, amplifikacijas zona, elektroforézes un sekven€Sanas zona. Visas darba

telpas ir iekartotas tada veida, lai izolatus tajos biitu nepiecieSams ienest tikai vienu reizi.
2.2.1. Paraugu ievaksana

Darba izmantoti 66 Y. enterocolitica izolati tika ievakti 2017.-2021. gados no 11
mazumtirdzniecibas vietam Partikas un veterinara dienesta valsts uzraudzibas programmas
ietvaros, diagnostikas noliikos un projekta Nr. 1zp-2020/2-0418 “Yersinia spp. epidemiologija

un genétiskais raksturojums partikas razo$ana” ietvaros. Paraugi ir panemti no svaigiem
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darzeniem un salatiem. Informacija par izolatu avotiem ir apkopota 5. tabula, pilna informacija
par katru ir pieejama 1. pielikuma.

5. tabula

Izolatu avotu apkopojums.

Table 5

Summary of isolation sources.

Izolatu avotu grupa Izolata avots Paraugu skaits
Isolates group of sources Isolate’s source Number of samples
Darzeni bietes nemazgatas
burkani nemazgati
burkani mazgati
burkani mazgati, tiriti
kartupeli tiriti
kartupeli griezti
stpoli tiriti
Salati salati nemazgati
salati mazgati
salatu maistjumi

(@)

~

(AJOOI—‘OOI:I—‘Nl—‘O'Il—‘

Baktgrijas ir kultivétas aerobajos apstaklos 37 °C uz asins agara 48 stundas. P&c kultiiru
iegliSanas tas uzglaba -80 °C institlita “BIOR” Mikroorganismu kultiiru kolekcija un atdzivina
péc nepiecieSamibas. Kultliru sugas apstiprinasanai izmantoja MALDI-TOF masspektrometru
un Bruker-BDAL (MBT Compass Library, 7311 ierakstu) biblioteku.

2.2.2. DNS izdaliSana

DNS ekstrakcija no baktériju kultiram tika veikta ar ID Gene™ Mag Fast ekstrakcijas
reagentu komplektu un DNS izdaliSanas robotu KingFisher™ Flex 96 Deep-Well Magnetic
Particle Processor atbilstosi razotaja protokolam.

Bakteriju kultaru ar 10 pl bakteriologisko cilpu ienes un iz§kidina DNS izdalisanas robota
96 bedrisu platé ar 100 pl PBS bufera, pievieno 20 pl lizozima $kiduma un inkubg kratitaja-
termostata uz 500 RPM 37 °C 1-2 stundas. Pievieno 20 ul proteinazes un inkubg atkartoti 56 °C
1-2 stundas. Liz€Sanas beigas $kidrumam ir jabit caurspidigam. Platé pievieno 125 pl LYS-
FAST bufera un ieprieks kopa sajauktus 300 pl BB-FAST skidumu un 10 pl magnétiskas
lodites, lai sagatavotu paraugu plati DNS izdaliSanai.

Sagatavo piecas DNS izdalisanas robota plates un ievieto tas robota secigi:

1. Plate ar robota uzgalu kemmiti;
2. Eltcijas plate (80 ul elacijas buferis);
3. 3. mazgasanas plate (300 pl 80% etanola);

4. 2. mazgasanas plate (300 pul Wash 2 bufera);
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5. 1. mazgaSanas plate (300 ul Wash 1 bufera);
6. Paraugu plate.

Robota iestada un palaiz programmu “IDGeneMAGFAST_96”. P&c programmas
izpildes izmet plates ar reagentiem. Eltcijas plati uzglaba ledusskapi 4 °C lidz turpmakai

apstradei.
2.2.3. DNS koncentracijas nomériSana

Péc DNS ekstrakcijas ir nepiecieSams parliecinaties, ka koncentracija ir pietiekama
turpmako darbibu veikSanai. To noméra ar Qubit 3.0 fluorometru, izmantojot Qubit dsDNS high
sensitivity assay reagentu komplektu, kas lauj detektét DNS koncentraciju sakot no 0,1 ng/pl.

Uz katru DNS paraugu un diviem standartiem sagatavo darba skidumu (Working
solution), sajaucot dsDNA HS reagentu un dsDNA HS buferi attieciba 1:200. Qubit stobrina
sajauc 196 pul darba $kiduma un 4 pl DNS $kiduma. Stobrinus nomarké ar paraugu numuriem
uz vaciniem. Mark&umu novietoSana uz stobrina malas var novest pie nepareiziem
nolasijumiem. Standarta Skidumus aparata kalibracijai pagatavo, samaisot 190 ul darba
skiduma ar 10 pl dsDNA HS Standard #1 skiduma vai dsDNA HS Standard #2 skiduma.

P&c iekartas ieslégSanas veic kalibraciju. Aparata secigi ievieto stobrinus ar standarta
Skidumiem, aizver iekartas vacinu un nospiez Read standart. P&c kalibracijas uz iekartas ekrana
paradas kalibracijas grafiks.

Uz iekartas ekrana izvélas Run sample, izvélas DNS tilpumu un gala koncentracijas
mérvienibas (ng/ul). Stobrinu ievieto iekarta, aizver vacinu un nospiez Read tube, samaina uz
nakamo un atkarto darbibas, lidz visu paraugu koncentracijas ir noméritas. DNS ar

koncentraciju zemaku par 5 ng/ul izdala atkartoti.
2.2.4. Sekvenésana

SekvenéSanai izmantoja lllumina MiSeq aparatu, kas nodrosina 2x300 vai 2x250 bp garus

nolastjumus. Turpmakas nodalas apraksta visus biblioteku sagatavosanas posmus pirms tas.
2.2.4.1. Biblioteku konstruésana

SekvenéSanas biblioteku konstruésanai un sagatavosanai tika pielietots Illumina DNA
Prep reagentu komplekts. Visas darbibas ir veiktas saskana ar razotaja protokolu.
Pirmais solis biblioteku sagatavosana ir DNS tagmentacija, kuras laika DNS tiek

fragment&ta un iezZiméta ar adapteru sekvencém (tagged):
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9.

10.

PCR platé pievieno 30 ul DNS skiduma. Ja gala tilpums ir mazaks par 30 pl, pievieno
attiecigo daudzumu nukleazu briva tdens, lai tilpums sasniegtu 30 pl.
Labi savortekse loditém piesaistitas transposomas (bead-linked transposomes, BLT).
Stobra samaisa 11 ul BLT un 11 ul TB1 (tagmentation buffer 1, tagmentacijas buferis 1)
attiecigi paraugu skaitam, savorteksé un pievieno 20 ul katram. 10 reizes samaisa ar pipeti.
AizITmég plati ar plévi un ievieto amplifikatora uz 55 °C 15 min.

P&c tagmentacijas veic attirisanu:
Tagmentétai DNS pievieno 10 ul TSB (tagmentation stop buffer, tagmentaciju apstadinoss
buferis), 1éni samaisa ar pipeti 10 reizes.
AizITmég plati ar plévi un ievieto amplifikatora uz 37 °C 15 min.
Novieto plati uz magnéta un sagaida, kamér Skidums klos dzidrs. Savac un izmet
supernatantu ar pipeti.
Nonem no magnéta un pievieno 100 ul TWB (tagmentation washing buffer, tagmentacijas
mazgasanas buferis). levieto kratitaja uz 1 minati 1600 RPM.
Novieto plati uz magnéta un atkarto ieprieks$€jas darbibas 2 reizes.
AizITmg plati ar plévi un novieto plati uz magnéta un sagaida, kamer skidums klts dzidrs.

Ka nakamo soli veic tagmentétas DNS amplifikaciju ar PCR palidzibu. PCR laika pie

DNS piesaistas indeksi, kas lauj velak atpazit katru izolatu, ka arT sekvences, kas ir

nepiecieSamas sekvencu klasteru izveidoSana:

11.

12.

13.

14.

15.

Stobra samaisa 22 pl EPM (enhanced PCR mix, uzlabots PCR maisijums) un 22 pl nukleazu
briva tidens attiecigi paraugu skaitam. Savorteks€ un nocentrifugé uz mazas centrifugas.
No plates ar paraugiem savac un izmet supernatantu.

Nonem plati no magnéta un katram paraugam pievieno 40 ul EPM un tdens maisijuma.
Aizlime plati ar plévi un ievieto kratitaja uz 1 minditi 1600 RPM. Nocentrifuge plati uz 280
RPM 3 sekundes.

Katram paraugam pievieno 10 pl indeksu adapteru. Aizlimé plati ar plévi un ievieto kratitaja
uz 1 mintati 1600 RPM, nocentrifugé uz 280 RPM 30 sekundes.

Ievieto plati ar paraugiem PCR amplifikatora ar sekojosiem uzstadijumiem (sk. 6. tabulu):
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6. tabula

PCR programma tagment&tas DNS amplifikacijai.
Table 6

PCR programme for amplification of tagmented DNA.

Temperatiira, °C Cikla ilgums Ciklu skaits
Temperature, °C Lenght of cycle Number of cycles
68 3 min 1
98 3 min 1

98 45s

62 30s 12
68 2 min

68 1 min 1
10 11dz iznemsanai

P&c amplifikacijas nepieciesamibas gadijuma paraugus var uzglabat ledusskapi (no 2 lidz

8 °C) Iidz 3 dienam.

16.

17.
18.

19.
20.

21.

22.

23.
24,

25.

Veic sagatavoto biblioteku attiriSanu ar magnétiskam loditém:
Plati ar paraugiem nocentrifugé uz 280 RPM 30 sekundes, novieto plati uz magnéta un
sagaida, kamér skidums kliis dzidrs. 45 pl supernatanta parliek jaunaja PCR plate.
Savorteks€ un apmaisa SPB (sample purification beads, paraugu attirisanas lodites).
Paraugiem pievieno 49 ul nukleazu briva Gdens un 45 ul SPB, samaisa ar pipeti. Aizlimé
plati ar plévi un inkubg istabas temperatiird 5 minites.
Novieto plati uz magnéta un sagaida, kamér skidums klts dzidrs.
Savorteksé SPB, pievieno 11,5 ul jaunaja PCR platé un parliek 135 ul supernatanta no
ieprieksgjas plates. Samaisa ar pipeti. Inkubé istabas temperattira 5 mintes.
Novieto plati uz magnéta un sagaida, kamér Skidums klos dzidrs. Savac un izmet
supernatantu ar pipeti.
Pievieno 200 pul svaiga 80% etanola un inkubg istabas temperatiira 30 sekundes. Savac un
izmet supernatantu ar pipeti, nepieskaroties loditem.
Atkarto mazgasSanu ar etanolu un atstaj plati zaveties istabas temperatiira 5 miniites.
Nonem no magnéta un pievieno 32 pl RSB (resuspension buffer, resuspensijas buferis),
samaisa ar pipeti. Inkubg istabas temperatura 2 minttes.
Novieto plati uz magnéta un sagaida, kamér skidums klts dzidrs. Parvieto 30 pl
supernatanta jaunaja PCR plat€ ta, lai nepieskartos loditem.

NepiecieSamibas gadijuma Sagatavotas biblioteékas var uzglabat saldétava (no -25 lidz -15

°C) lidz 30 dienam.
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2.2.4.2. Bibliotéku kvalitates parbaude

Pirms sekven&Sanas ir nepiecieSams parliecinaties par sagatavoto biblioteku kvalitati, ka
arl iegiit nepiecieamos datus biblioteku koncentraciju normaliz&$anai. Sim nolikam veic
koncentracijas mérijjumus ar Qubit (aprakstits nodala 2.2.3), sagatavo$anai mé&rijumiem
izmanto 2 ul DNS un 198 pl darba skiduma; fragmentu garuma mérijumus Vveic ar kapilaras
elektroforezes aparatu.

Kapilaras elektroforézes aparata ievieto un pieslédz High Resolution ggla kartridzu.
Reagentu platé izvieto 0,2 ml stobrinu rindu ar 15 bp — 3 kbp korekcijas markieri, katram
stobrinam pievienojot 15 pl mineralellas, lai markieri neiztvaikotu mérijumu laika. Attiecigajos
laucinos platé ielej mazgasanas buferi un DNS separacijas buferi, kurus parklaj ar attiecigi
diviem un Cetriem mililitriem mineralellas. Pielieto divus markieru veidus — izmera markieri
(Size Marker) un korekcijas markieri (Alignment Marker). Izm&ra markieri (Saja p&tijuma 50
bp — 1,5 kbp) izmanto aparata mérijjumu salidzinasanai ar noteikto DNS fragmentu garumu.
Korekcijas markieris ir nepiecieSams fragmentu kustiguma korekcijai, ka arT mérijjumu
robezvertibu noteikSanai. P&c reagentu plates sagatavoSanas aparata iestiprina plati ar
paraugiem. Gadijuma, ja kada no plates iedobém ir tuksa, ta tiek piepildita ar DNS dildcijas
buferi, lai noveérstu aparata kartridza kapilaru bojasanu. Mérijjumiem izmanto 11 pl parauga.
Plati ievieto aparata un ieslédz programmu “NGS quality control QS”. Programma norada, cik
rindas ir aizpilditas ar stobriniem un palaiz m&rjjumu (Start). Péc elektroforézes beigam
programma ir apskatams attéls ar paraugu DNS un markieriem (elektroferogramma), kas
izteikti attiecigajos bazu paros. Noraksta protokola paraugu DNS fragmentu garumu bazu

paros.
2.2.4.3. Biblioteku normalizé$sana un apvieno$ana

Biblioteku normalizéSanas posms ir nepiecieSams, lai novestu visas sekven&Sana
izmantotas bibliotekas 11dz vienadai koncentracijai (4 nM). Izmantojot ieprieks iegiitos datus
par biblioteku DNS koncentraciju un fragmentu garumu, izrékina attiecigo bibliotéku tilpumu

un RSB tilpumu, kas ir nepieciesams bibliotéku atSkaidisanai.
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DNS _ GT x 660 * FG x GK
T PKx10%6
4. attels. Formula DNS parauga tilpuma (DNS;) biblioteku normalizé$anai. GT — bibliotekas

gala tilpums (20 ul), FG — DNS fragmenta garums (bp), GK — bibliotékas gala koncentracija (4
nM), PK — parauga koncentracija (ng/ul).

Figure 4. Formula of DNA sample volume for normalization of libraries. GT — final volume of
library (20 ul), FG — length of DNA fragment (bp), GK — final concentration of library (4 nM),
PK — concentration of sample (ng/ul).

Visas normalizétas DNS bibliotekas vienados tilpumos apvieno viena stobrina. Cita
stobrina samaisa 800 pl nukleazu briva tidens un 200 pul 1M NaOH, lai pagatavotu 0,2 M NaOH
Skidumu. Jauna stobrina pievieno 5 pl apvienoto biblioteku un 5 ul NaOH $kiduma, savortekse.
Inkubgé 5 miniites istabas temperatiira. Pievieno 990 ul HT1 un savorteksé. Lidz nakamo posmu
veikSanai denaturéto DNS biblioteku tur uz ledus.

Sagatavo, denatur€ un atSkaida PhiX kontroli. Ta ir nepiecieSsama sekvenésanas kvalitates
kontroles veik$anai. Stobrina samaisa 2 pl PhiX biblioteku un 3 pl Tris-Cl. Pievieno NaOH
Skidumu, savorteksé un nocentrifugé uz mazas centrifugas. Inkubé istabas temperatiira 5
minites. Pievieno 990 pul HT1. Denaturétu PhiX var glabat saldétava lidz 3 nedélam.

Jauna stobrina pievieno 600 pl sagatavotas un apvienotas DNS bibliotékas. Ar pipeti
iznem 6 pl no bibliotekas un pievieno 6 pl PhiX. Inkubé termostata 2 minites 98 °C un 5

minttes 4 °C. Sagatavoto biblioteku ievieto kartridza Load Sample rezervuara.
2.24.4. Sekvenatora uzstadiSana

Pirms sekven&sanas uzsaksanas parliecinas, ka iekarta ir gatava darbam. NepiecieSamibas
gadijuma palaiz Maintenance Wash. Atskaida Tween-20 lidz 0,5%, piepilda visas mazgasanas
plates rezervuarus un ievieto iekarta kopa ar 350 ml atSkaidita Tween-20 mazgasanas pudelg.
Iekarta palaiz Maintenance Wash programmu. Kopa veic 3 mazgaSanas.

Iekartas ekrana izveélas Sequence pogu, lai saktu sekvenéSanu. AugsSupielad€ protokolu
(Sample Sheet), kur ir noraditi paraugu nosaukumi un izkartojums platé (nepiecieSams talakai
indeksu atpazisanai). Nomazga plasmas $tnu ¢ipu (flow cell) ar destilétu ideni un nosusina ar
papira dvieli. lekarta ieliek plismas $tnu, kartridzu ar DNS bibliotekam un PR2 pudeli.

Parliecinas, ka atkritumu pudele ir tuksa. Nospiez Start Run pogu.
2.2.5. Datu apstrade

Sekvencu apstrade un virulences génu klatbiitnes noteiks$ana ir veikta Galaxy platforma
(Afgan et al., 2018). Trimmomatic v0.38 (Bolger et al., 2014) un fastp v0.19.5 (S. Chen et al.,
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2018) programmas pielieto, lai izgrieztu adapteru sekvences un zemas kvalitates nolasijumus
(kvalitates vertejums zem 20). Datu kvalitates novertésanai izmanto FastQC v0.11.8 (Andrews,
n.d.) un MultiQC v1.9 programmu rezultatu vizualizacijai (Ewels et al., 2016). FastQC
programma lauj izvertét sekvencu kvalitati, balstoties uz vairakiem parametriem. SPAdes
v3.12.0 asamblé&sanas programmu pielieto sekven¢u de novo asamblésanai (Bankevich et al.,
2012).

Asambléto sekvencu kvalitati apskata ar Quast v5.0.2 (Mikheenko et al., 2018). Analizé
pieveérs uzmanibu genoma izméram (Y. enterocolitica tam ir jabut 3.7 Mbp — 5.5 Mbp), kontigu
skaitam, %GC (Y. enterocolitica ir ap 47%) un N50 parametram, kas raksturo sekvences
nepartrauktibu (50% no sekvences satura ir kontigos, kuru garums ir mazaks par vai vienads ar
N50) (>15kb). Nekvalitativas sekvences netiek ieklautas turpmakajas darbibas. Bakteriju
taksonomisko piederibu apstiprina ar Kraken2 v2.1.1 programmu, salidzinot pret MiniKraken2
v2 datubazi (Wood & Salzberg, 2014). Visus kontaminétus izolatus un izolatus, kuriem mazak
par 60% kontigu tika identificéti ka Y. enterocolitica, izslédza no turpmakajam darbibam.

Virulences génu klatbiitnes noteiksanai pielieto ABRicate v1.0.1 programmu (Seemann,
2016) un virulences faktoru datu bazi VFDB (versija no 19.04.2020, 2597 ierakstu) (B. Liu et
al., 2019). Geéna klatbiitni konstatgja, ja vismaz 70% no ta garuma ar vismaz 70% identitati
sakrita ar nukleotidiem kontigos. ystA un ystB génu gadijuma vismaz 80% sakritibas. staramp
v0.7.1 (Bharat et al., 2022) izmanto plazmidu klatblitnes konstat€Sanai, salidzinot pret
PlasmidFinder datubazi (versija no 29.11.2021) (Camacho et al., 2009; Carattoli et al., 2014),
ka arT antibiotiku rezistences génu noteiksanai, salidzinot pret ResFinder datubazi (versija no
04.02.2022) (Bortolaia et al., 2020; Camacho et al., 2009).

Lai izpétitu izolatu daudzveidibu, neapstradatas sekvences augSupieladéja Enterobase,
kur veica multi-lokusu sekvenc¢u tipgsanu (MLST) un kodola genoma multi-lokusu sekvencu
tipéSana (cgMLST) (Zhou et al., 2020). HierCC v1 metodi izmanto, lai noskaidrotu izolatu
radniecibu (Zhou et al., 2021). Genétisko distanci, balstoties uz cgMLST profiliem izrékina ar
MSTree v2 (J. Liu et al., 2020) algoritmu uz vizualizg ar GrapeTree (Zhou et al., 2018).
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3. REZULTATI UN DISKUSIJA

3.1. Sekvené¢u kvalitates un taksonomiskas piederibas novertéjums

Pirms asamblésanas ar FastQC palidzibu tika parbaudita iegiito sekvencu kvalitate.
Programma apskata vairakus raditajus, no kuriem svarigakie ir sekvences kvalitate p&c bazeém,
sekvences kvalitates vértibu sadalijums, GC ipatsvars, N daudzums, sekvencu atkartojumu
limenis un adapteru sekvencu klatbaitne. 5. attéls parada kvalitativas sekvences raditaju
pieméru.
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5. attels. Kvalitativas sekvences FastQC analizes piemérs. (A) Kvalitates vertibas visas

nolasijumu pozicijas (B) GC ipatsvara sadalfjums sekvencé. (C) Sekvences kvalitates vértibu
sadalfjums starp visam bazém nolasijumos. (D) Sekvencu atkartojumi.

Figure 5. An example of good quality sequences’s FastQC analysis. (A) Per base quality score.
(B) Per sequence GC content. (C) Per sequence quality score. (D) Duplicate sequences.

Uz 5. attéla A dalas y-ass parada kvalitates vertibas. Jo lielaks ir raditajs — jo labaks ir
bazes signals. Grafika fons sadala to loti labos nolasijumos (zala krasa), pietickami labos
(oranza) un sliktos (sarkana). lllumina platformas sekvencés var biezi novérot kvalitates
kritumu, tuvojoties nolasijjumu beigam. B dala attelo GC daudzumu (sarkans grafiks) un
salidzina to ar teorétisko sadalijumu (zils grafiks). C dala norada, cik daudz bazes ir nolasitas
ar katru kvalitates veértibu, kas ir dota uz x ass. D dala atspogulo sekvences dalas un to
atkartoSanas ltmeni. Zems atkartoSanas Itmenis liecina par labu sekvencu parklajumu, bet

augsts — par konkretu dalu paramplifikaciju PCR laika.
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Adapteru sekvences nebija detektétas, tas tika veiksmigi izgrieztas ieprieks. N daudzums
(bazu skaits, kuras nevar konkréti noteikt) visam sekvencém ir zem 1%.

7. tabula parada asambléto sekvencu kvalitates raditajus. Visiem izolatiem izdevas iegiit
kvalitativas pilna genoma sekvences. Visas darba iegutas sekvences ir pieejama ENA
(European Nucleotide Archive) datubazg ar piekluves numuru PRJEB52846 .

7. tabula.
Asambléto sekvencu kvalitates dati.
Table 7.

Quality data of assembled sequences.

Kvalitates raditajs Vidgjais Minimums Maksimums
Quality parameter Average Minimal Maximal
Genoma garums, Mbp 4,72 4,43 5,52
Kontigu skaits 115 32 897
N50, kbp 201,4 19,9 345,3

Pec Kraken?2 visi izolati, iznemot vienu, pieder pie Y. enterocolitica sugas, ieskaitot divus
paraugus, kas péc MALDI-TOF tika identificeti ka Y. canariae. Viens celms (Nr. 62, salatu
maisijums) tika apstiprinats ka Y. massiliensis. Ta ir cita Yersinia suga, kas tiek visbiezak
izol&ta no saldtidens paraugiem (Thomas et al., 2022). Visticamak, baktérija nokluva uz salatu
virsmu caur kontaming&to tideni irigacijas vai mazgaSanas laika. Y. massiliensis nav uzskatita
par patogéno sugu, un tai nav tradicionalu Yersinia virulences génu (Souza & Falcdo, 2012).

Tika nolemts paturét So izolatu turpmakajas analizgs, lai apskatitu ta virulences potencialu.
3.2. Y. enterocolitica virulences génu identificéSana

Y. enterocolitica ir augsti heterogéna suga, un izolatu virulences génu klatbiitnes
noteikSana ir svarigs soliS patogenitates izveértéSana. 66 darba izmantotiem izolatiem tika
noteikti 74 dazadi virulences géni, kas ir atbildigi par piesaisti un uzbrukumu saimniek$tinam,
motilitati un hemotaksi, sekréciju un O antigénu sintézi. Pilno informaciju par katra izolata
atrastajiem virulences géniem ir apkopota 2. pielikuma. Zemak ir aprakstiti nozimigakie atrastie
géni un to grupas.

No visiem klasiskajiem Y. enterocolitica virulences markieriem, kas ir aprakstiti 1.4
nodala, pétijuma gaita tika konstateti tikai tris — ail, inv un ystB. P&c Garzetti et al., 2014, ystB
ir biotipa 1A markieris, savukart ystA un ail — citu Y. enterocolitica biotipu (1B un 2-5). Tas
lauj izdarit pienémumu, ka visi no atrastajiem izolatiem pieder pie 1A biotipa, kas tiek uzskatits
par nosaciti nepatogéno un kuram triikst vairaki nozimigi virulences géni (Tennant et al., 2003).
Turklat, nevienam no celmiem netika konstatets neviens plazmidas virulences géns, ka ar1 pasas

pYV plazmidas klatbttne.
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4,6% (Nr. 33, 42, 49) no izolatiem tika konstatéta ail géna klatbuitne. 1zolati nak attiecigi
no tiritiem burkaniem, nezinama avota un kartupelu daivam. Visu paraugu geografiska izcelsme
ir Latvija. Péc Verbikova et al., 2018, ail prevalence svaigajos darzenos Eiropas Savieniba ir
nedaudz augstaka - 6,7%. Sis géns tiek uzskatits par vienu no galvenajiem patogéno Yersinia
markieriem — to visbiezak izmanto standartiz&tajos protokolos patogéno Yersinia noteik$anai
(ISO, 2015). Vairaki miisdienu pétijumi norada, ka ail ir konstatéts arT nosaciti nepatogénajam
1A biotipam, tacu tikai §T géna klatbiitne nevar viennozimigi apstiprinat celma bistamibu
sabiedribas veselibai (Kraushaar et al., 2011; Sihvonen et al., 2011). Sis pienémums sakrit ar
citu petijumu datiem, kur no augu valsts produktiem tiek izoléti tikai 1A biotipa celmi (Lee et
al., 2004; Verbikova et al., 2018). Dazos pétijumos ir noradits, ka, visticamak, 1A biotipam ir
alternativi virulences mehanismi, kas veicina uzbrukumu saimniek$iinam (apskatits velak
nodala) (Batzilla et al., 2011; McNally et al., 2007). So uzskatu apstiprina ari 1A biotipa
kliniskie izolati no pacientiem ar diareju, kuriem ail génu atklaj tikai retos gadijumos (Campioni
& Falcdo, 2014).

Lielakai dalai izolatu tika konstatéti vél divi klasiskie hromosomalie virulences markieri
—inv (95,4%) un ystB (98,5%). inv ir svarigs bakt€rijas parvietoSanai no M $iinam, un, kopa ar
ail, var veicinat veiksmigu baktérijas parvieto$anos uz zarnu limenu. 1A biotipa izolatiem §is
géns nav aktivs (Pierson & Falkow, 1990). Svarigi piebilst, ka Pirsona un Falkova pétijuma tika
ieklauti tikai Cetri izolati, kas, nemot véra nepatogéno izolatu lielo genétisko daudzveidibu
(Batzilla et al., 2011), nevar viennozimigi apstiprinat inv ekspresiju 1A biotipa izolatiem.

ystB ir enterotiksinu YstIB KkodgjoSais gens, kas var izraisit jersiniozes kliniskos
simptomus. Tas ir visbiezak sastopams 1A biotipam. Ir pieradita YstIB letalitate peléem (Bhagat
& Virdi, 2011), tacu minimala efektiva deva tam ir 19,5 reizu lielaka neka YstIA. Y.
enterocolitica kultaras producé enterotoksinu pie 37 °C un pH 7.5, kas ir tuvu vides apstakliem
tievaja zarna (Singh & Virdi, 2004). Kliniskajiem izolatiem no pacientiem ar diareju konstaté
ystB géna klatbiitni (Campioni & Falcao, 2014; Platt-Samoraj et al., 2017; Singh & Virdi,
2004b). Visi Sie fakti norada uz izolatu ar ystB génu potencialu sp&ju izraisit jersiniozi.

Svarigi piebilst, ka lielakai dalai kltnisko 1A biotipa izolatu, bez augstak pieming&tajiem
geéniem, tiek konstatéti arT hreP un myf, kas ir nepiecieSami baktérijas veiksmigam uzbrukumam
saimniekstnam (Bancerz-Kisiel et al., 2018), un fep-fes génu klasteris (Schubert et al., 1999),
kas atvieglo dzelzs uznemSanu (Campioni & Falcdo, 2014). Literatira nav zinojumu par
Yersinia veiksmigas infic€Sanas iesp&jamibu bez Siem konkrétiem géniem, tam ir nepieciesami
papildus pétijumi.

Y. enterocolitica ir tris galvenas T3SS sekrécijas sistémas, kas ir svarigas virulencei —

Ysp, kas ir iekodéta plazmida, Ysa hromosomali un flagelara sekrécijas sisteéma (Kim et al.,
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2008). Neviena izpétitaja izolata nav Ysp un Ysa kod&joso génu, tacu visos ir atrasti géni no
flagelaras sekrécijas sist€émas. Dala no tiem ir fIgA, flgB, flgC, flgD, flgE, flgF, flgG, flgH, figl,
flgJ, flgK, flgL, flgM, fIgN, fIhA, fIhB (98,5%), fIhC, fInD, fIhE, fliA, fliD, flig, fliF, fliG, fliH,
flil, fliJ, K, fliL, fliM, fliN, fliO, fliP, fliQ, fliR, fliS, fliT un fliZ (visiem géniem, kuriem nav
noradita prevalence — 100%). Visi no uzskaititiem géniem ir svarigi flagellu biosintéze, kas,
savukart, veicina uzbrukumu saimniekstnam. Ir pieradits, ka 1A biotipa baktérijas ar dazadam
mutacijam flagellu veidojosos génos nav spg&jigas kolonizet cilveka HEp-2 $tinu kulturas, ka art
demonstré zemaku dzivotsp&ju makrofagos — tris stundas salidzinot ar 24 stundam savvalas
tipam. Spgja izdzivot un veiksmigi vairoties makrofagos varétu bt viens no noteico$ajiem
faktoriem Y. enterocolitica infekcijas ar celmiem bez klasiskajiem virulences géniem (Pujol &
Bliska, 2005). Y. enterocolitica flagellu klatbiitne samazina iekaisuma veicinosa citokinina
TNF-a sintézes intensitati makrofagiem un palielina — pretickaisuma interleikina (IL)-10. Pie
tam, ir izteikts pieneémums, ka flagelara T3SS veicina bakterijas sp&ju kolonizet zarnu epitéliju,
kas ir svarigs solis infekcijas veidosanas (tuvak apskatits nodala 1.5) (McNally et al., 2007).
Visi no minétajiem faktiem apstiprina, ka Yersinia celmi bez klasiskajiem piesaistes un
uzbrukuma géniem var joprojam inficét cilvéka $iinas, izmantojot flagellas, kas apstiprina
uzskatu par 1A biotipa patogenitati un izskaidro klinisko izolatu bez klasiskajiem virulences
markieriem patogenitates mehanismu.

Flagellu veidojosie géni ir svarigi citu virulences génu regulacijai. flnDC ir galvenais
motilitati regul&joss operons, savukart fliA kodé ¢-28 faktoru. Turklat, ir pieradits, ka fliA
regulé inv un plazmidas virulences génu ekspresiju, kas talak apstiprina motilitates génu lomu
Yersinia virulences veidosana (Horne & Priif3, 2006; Young et al., 2000).

No augstak minétajiem motilitati nosakoSiem géniem ir divi, kas netika konstatéti visiem
izolatiem — fliB (83,1%) un fliC (53,8%). fliC géns kodé flagelinu, kas ir flagellu veidojoss
proteins (Kapatral & Minnich, 1995), savukart fliB kodé flagelina lizin-N-metilazi, kas ar ir
nepiecieSama flagellu veidoSanai. Svarigi pieminét, ka fliB tiek pastiprinati aktivéts zemakas
temperatiiras, veicinot baktérijas izdzivosanu nelabvéligajos apstaklos (Bresolin et al., 2006).
Literatiira nav pieming&tas So génu delécijas sekas.

Bez augstak piemingtajiem géniem, citi atrasti flagelaras sekrécijas sistémas géni ir cheA,
cheB, cheD, cheR, cheW, cheY un cheZ (visiem noraditiem géniem prevalence ir 100%), kas
iekodgé proteinus, atbildigus par hemotakses mehanismu. Pateicoties $ai génu grupai, baktérija
spgj atri reagét uz kimiskam izmainam vidé€ un modificét flagellu rotacijas virzienu. motA
(100%) un motB (100%), savukart, iekodé flagellarus motorproteinus (Bren & Eisenbach,
2000). Kaut gan to trikums neierobezo motilitati, tie ietekmé bakterijas sp€jas pielagoties
mainigiem vides apstakliem. Flagellu veidojosie géni ir svarigi bioplévju veidosSanai, kas lauj
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Yersinia ilgaku laiku saglabaties vides paraugos, tai skaita uz augu valsts produktu virsmas
(Kim et al., 2008).

Lipopolisaharidi ir svariga Gram-negativo bakt€riju argjas membranas sastavdala. Tie
aktive imunsistémas patogénu atpazisanas receptorus, kas uzsak iekaisuma procesu (Alexander
& Rietschel, 2001). LPS ir svarigi baktériju izdzivosanai (G. Zhang et al., 2013) un, Yersinia
gadijuma, virulencei. Y. enterocolitica LPS sastav no polisaharida — O antigéna un lipida A,
hidrofoba, pie membranas piestiprinata lipida (Raetz et al., 2007). O antigénu trikums noved
pie inv samazinatas ekspresijas, ail ekspresijas inhibésanas un flhDC operona pastiprinatas
ekspresijas (Bengoechea et al., 2004).

O antigéna klastera géni, kas tika atklati, ir ddhA (43,1%), ddhB (40,0%), wbhcA (7,7%),
whcC (7,7%), wbcD (7,7%), wbcF (7,7%), wbcG (10,8%), wbcH (10,8%), wzx (7,7%), wzy
(7,7%), fcl (12,3%), gmd (16,9%), galE (93,8%), galU (78,5%), manB (20,0%) un manC
(16,9%). Ir vérts pieminét, ka tikai gal, man un gmd géni ir atrodami visbiezak sastopamo
patogéno serotipu O:3, 0:9, O:8 un 0:5,27 génu klasteros, bet pargjie tiek asociéti ar O:8 un
0:9 serotipiem (Garzetti et al., 2014; L. Zhang et al., 1997). Cetriem izolatiem (Nr. 37, 38, 39,
41) netika konstatéts neviens no O antigéna génu klastera géniem, kas varétu liecinat par to
zemu virulences potencialu.

WhCA, kas ir atklats 7,7% sekvencgs, ir O:8 serotipa markieris. Citu serotipu genétiskie
markieri netika konstateti (Garzetti et al., 2014). O:8 celmi tiek biezi izol&ti no pacientiem ar
jersiniozi, tacu tie var piederét gan pie augsti patogéna 1B biotipa, gan pie 1A (Bottone, 1997).
Kaut gan O:8 serotipa Y. enterocolitica galvenokart atklaj Amerikas Savienotajas Valstis un
Japana, tie ir sastopami ari Eiropa, tai skaita uz darzeniem un augliem (Verbikova et al., 2018).
Ka jau minéts ieprieks, daudzi no klasiskajiem virulences géniem netika atrasti nevienam no
izolatiem, tapéc nav iemeslu pienemt, ka atrastie O:8 serotipa celmi varétu piederét pie 1B
biotipa (Garzetti et al., 2014).

Vel viens gens, kas tika atklats tikai O:8 serotipa celmiem, ir prt (7,7%). Literatiira tas
tiek pieminéts ka Y. pseudotuberculosis (cita jersiniozes izraisitaja) (Fredriksson-Ahomaa et
al., 2014) O antigéna sintézes génu klastera dala (Skurnik et al., 2000), ta¢u nav zinojumu par
So geénu Y. enterocolitica vai citam Yersinia sugam. Turpmakie pétijumi ir nepiecieSami, lai
noskaidrotu, kadu lomu tas spé&lé Y. enterocolitica virulencei.

Izpétitajos izolatos tika atklati divi géni, kas kod€ proteinus lipida A sintézei — IpxC
(100%) un IpxD (15,4%). Lipids A ir svarigs baktgrijas izdzivosanai un ta trilkums var novest
pie celma mazakai izturibai pret antibiotikam (Cole et al., 2011; Knirel et al., 2021).

VEl viena ar&jas membranas sastavdala, kas ir raksturiga visam patogénajam Yersinia —
argjas membranas proteins OmpA, kuru ickodé géns ompA (atrasts 100% izolatu). Sis géns ir
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loti konservativs un homologs ne tikai starp dazadiem Y. enterocolitica serotipiem (Gu et al.,
2012; Li et al., 2014), bet ari starp visam patogénajam Yersinia. OmpA ir imunogéns (izsauc
akttvu imiinatbildi), tap&c tiek piedavats ka vakcinas pret Yersinia mérkproteins (Y. Chen et al.,
2015). Visticamak, ompA ir saistits ar ystB ekspresiju, ta¢u konkréts mehanisms vél nav atklats
(Lietal., 2014).

Viens no pedgjiem atklatajiem Y. enterocolitica virulences mehanismiem ir citotoksitate,
kuru nodroSina YaxAB proteini. Tie veido poras mérkSinu membrana, kas noved pie
osmotiskas lizes. yaxA un yaxB génu (atklati 96,9% izolatu) trikums samazina baktérijas
virulences potencialu, ka ar1 nelau;j tai kolonizet liesu. Abu génu regul&Sanai ir nepiecieSams
transkripcijas regulators RovA, tac¢u rovA netika atklats neviena no izolatiem (Wagner et al.,
2013). RovA piedalas vairaku génu ekspresijas regulacija, tai skaita inv (Dube et al., 2003). No
ta var secinat, ka, visticamak, izp&titajos celmos ne yaxAB, ne inv nav aktivi.

Visiem izpétitajiem izolatiem tika atklats géns blaA, kas nosaka rezistenci pret
ampicilinu. Tas sakrit ar datiem no citiem no partikas iegiitiem Y. enterocolitica p&tijjumiem,
tai skaita veiktiem Latvija (Lee et al., 2004; Terentjeva et al., 2021).

P&c tradicionala uzskata Y. enterocolitica patogenitati nosaka klasiskie virulences faktori
ka ail, inv, ymoA un myfA, un to trikums norada uz celma avirulenci. Visas molekularas Y.
enterocolitica pato-serotipéSanas sistémas balstas tiesi uz So génu noteiksanu (Garzetti et al.,
2014). Neskatoties uz to, vairakiem kliniskiem izolatiem no dazadam valstim triikst So
virulences génu. Stephan et al., 2013 norada, ka nevienam no kliniskajiem 1A biotipa celmiem
nebija atrasti ail, ystA vai myfA, tacu tie tika visbiezak konstatéti pacientiem ar diareju (46%
gadijumos). Bez tam, gené&tiski radniecigi celmi bija atklati cilvékiem bez jersiniozes
simptomiem, kas norada, ka Y. enterocolitica var ilgstosi saglabat dzivotsp&ju organisma ka
oportiinists.

Kaut gan 1A biotipa izolatiem trikst nozimigu virulences génu, tie var izmantot
alternativus virulences mehanismus caur flagelaro sekrécijas sistemu. Tie sp€) veiksmigi
kolonizét zarnu epit€lija Stinas un izdzivot makrofagos, kas lauj tiem neizmantot M Stinas un
Peijera platnites ka celu iekltisanai limfaudos (McNally et al., 2007)

Gandriz visiem 1A biotipa celmiem konstaté ystB géna klatbiitni, kurs, visticamak, ir
atbildigs par jersiniozes simptomu izraisiSanu — diareju un gastroenteritu (Singh & Virdi,
2004a). Nav zinojumu, kas salidzina $1 biotipa infekcijas nopietnumu ar citiem biotipiem, tacu,
balstoties uz literatiira aprakstito pY V plazmidas lomu (it ipasi yadA) imiinatbildes nomaksana
un hronisko infekciju veidosana (Galindo et al., 2011), var&tu but, ka 1A biotipa celmi nevar

izraisit nopietnakus jersiniozes simptomus, ka ari hronisko Y. enterocolitica infekciju. St
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pienémuma parbaudei ir nepiecieSams plaSs klinisko izolatu pétijums ar dazadu infekcijas
gadijumu ieklauSanu.

1A biotipa sp&ja koloniz€t zarnu epitélijStinas un izraisit infekciju ir atkariga no
mérkorganisma imiinsistémas stavokla (Batzilla et al., 2011). Visticamak, ail géna klatbtitne
palielina ta virulences potencialu (Kraushaar et al., 2011; Platt-Samoraj et al., 2017).

Ir japiemin, ka 1A biotips ir raksturigs ar lielu genétisko daudzveidibu, tapéc dazadu
izolatu patogenitate var krasi atskirties (Batzilla et al., 2011). Lidz $im bridim veikti p&tijumi,
kas apskata So bakteriju bistamibu, balstas uz virulences génu izmekl&jumiem un genétisko
lidzibu ar patogénajiem celmiem (Bhagat & Virdi, 2007; Campioni & Falcao, 2014; Tennant et
al., 2003). Eksperimenti ar $tnu kulttiram (HEp-2 un makrofagiem) ar dazadiem izolatiem no
daudzveidigiem avotiem (kliniskie, no asimptomatiskiem pacientiem, partikas un vides) varétu
sniegt labaku prieks$statu par 1A biotipa bistamibu sabiedribas veselibai.

No izpétitas literatiras izriet, ka vissvarigakie komponenti Y. enterocolitica 1A biotipa
virulencei ir flagelara sekrécijas sistema (McNally et al., 2007) un ystB (Singh & Virdi, 20043).
Tie ir atrodami 98,5% Y. enterocolitica izolatiem. LPS sastavdalas (O antigéns un lipids A) ir
svarigas un ietekmé citu virulences génu ekspresiju, tatu nav obligatas (Bengoechea et al.,
2004). Tas nozimg, ka, neskatoties uz tradicionalu uzskatu par 1A biotipa nepatogenitati un
augu valsts izcelsmes produktos sastopamu izolatu vaju virulenci, tie joprojam var izraisit
saslimSanu, it TpaSi imiinkompromitetiem cilvékiem.

Y. massiliensis izolatam (Nr. 62) netika konstatéti daudzi virulencei svarigi géni, tai skaita
ail, inv, fliB, fliC, yaxA un yaxB. Interesanti, ka celmam ir atklats ystB, kas iet pretruna ar
literatiira aprakstito. Ta ka Y. massiliensis nesp€j veiksmigi inficét Stnas (Souza & Falcdo,

2012), tikai §1 viena géna klatbiitne neapstiprina izolata patogenitati.
3.3. Augu izcelsmes partikas izolatu genétiska daudzveidiba

Lai izpétitu visu iegito izolatu genétisko daudzveidibu un lidzibu, tika izmantota cgMLST
pieeja, kas lauj salidzinat dazadas asamblétas sekvences péc 1553 dazadu génu alélém. Tas ir
nepieciesams, lai noskaidrotu, vai izolati no dazadiem avotiem un vietam ir genétiski saistiti.
Turklat, ir iesp&jams salidzinat tos ar citiem celmiem no Enterobase datubazes (20.05.2022
versija, 5872 ieraksti). HierCC metodé 1490 alélu atskiriba atdala pasugas, 1520 — sugas,
savukart izolatiem, kas ir saistiti ar vienu uzliesmojumu novéro lidz 10 al€lu atskiribu (HC10),
radniecigajiem izolatiem — Iidz 200 (HC200). Katram celmam tiek pieskirts sekvencu tips
(Zhou et al., 2020).

Salidzinasanu veica ar citiem partikas izolatiem no Latvijas, lai noskaidrotu, vai Yersinia

kontaminacija nonak uz augu valsts produktiem no dzivnieku fermam; ka arT ar citiem Yersinia
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celmiem ar tiem pasiem sekvencu tipiem. Analize tika ieklauti 64 Y. enterocolitica izolati no §i
darba, sesi cilvéka izolati no Apvienotas Karalistes; Latvija iegiiti 51 ctukgalas izolati, tris
liellopu galas un Cetri partikas izolati no nezinama avota; ka art viens savvalas dzivnieka izolats,

119 izolati no Latvijas ctikam un ses$i no nezinamiem avotiem.
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6. attels. MST (minimal spanning tree) dendrogramma Y. enterocolitica izolatiem no augu
izcelsmes partikas produktiem. Skaitli uz Iinijam apzimée atskirigu al€lu skaitu starp celmiem.
Celmi ar atskiribu mazaku par 10 alélém apvienoti viena apli.

Figure 6. MST (minimal spanning tree) for Y. enterocolitica isolates from plant-based foods.
Numbers on lines indicate different alleles number between strains. Strains with difference
smaller than 10 are combined into one circle.

Pec 6. att€la var spriest, ka augu izcelsmes partikas izolati nav saistiti sava starpa,
iznemot gadijumus, kad tie ir panemti no viena avota vienlaicigi un, attiecigi, atbilst vienam
sekven¢u tipam. Sie dati liecina par to, ka augu izcelsmes partikas kontaminaciju ar Y.
enterocolitca nevar saistit ar vienu avotu, kas ir izskaidrojams ar risku daudzveidibu (aprakstits
1.6 nodala). Ta ka paraugu mikrobiologiskais piesarnojums var veidoties jebkura razoSanas
stadija, ir svarigi veikt monitoringa pasakumus, it TpasSi lietoSanai gataviem produktiem
(Machado-Moreira et al., 2019).
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Apskatot Latvijas Y. enterocolitica dzivnieku un augu valsts izcelsmes partikas MST
dendrogrammu (7. att€la), var redz&t, ka neviens no dzivnieku izcelsmes izolatiem nav
radniecigs Saja darba apskatitajiem. Tas varétu liecinat, ka augu izcelsmes partikas
kontaminacija nenak no dzivnieku fermam (pieméram, no kiitsmésliem), bet no citiem avotiem.
Ta ka dzivnieku izolatiem konstaté liclaku virulences potencialu (Platt-Samoraj et al., 2017),
kontaminacija no fermam var biit Tpasi bistama sabiedribas veselibali.

Y. enterocolitica tiek biezi izol&ta no vides, t.sk. saldidens, un varétu nonakt uz augiem
irigacijas laika. Pie tam, pieaug zinojumu skaits par grauzgjiem ka bakterijas parnesgjiem.
Backhans et al., 2011 norada, ka patogénie Y. enterocolitica celmi ir genétiski loti lidzigi
izolatiem no ciiku fermam un tiek atrasti tikai grauzgjos, kas tas apdzivo. Jaunakie p&tijumi
apstrid So uzskatu — tajos konstatétas Y. enterocolitica pieder pie 1A biotipa un ir atrastas
dzivniekos ar plasaku dzivoSanas arealu. Pie ta, Sie izolati genétiski ir lidzigi cit0os savvalas
dzivniekos konstatétajiem celmiem, ka ari augu izcelsmes partikas izolatiem (Platt-Samoraj et
al., 2020). Ta ka Latvija netick nemti Y. enterocolitica paraugi no vides un savvalas

dzivniekiem, $o pieneémumu nav iesp&jams apstiprinat — ir nepieciesami papildus izmekl&jumi.
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7. attels. MST (minimal spanning tree) dendrogramma Y. enterocolitica augu valsts izcelsmes
partikas un dzivnieku izolatiem no Latvijas.
Figure 7. MST (minimal spanning tree) for Y. enterocolitica animal and plant-based foods
isolates from Latvia.

Lai noskaidrotu, vai Iidzigi izolati ir sastopami citos regionos, tika nolemts izveidot
MST dendrogrammu ar visiem izolatiem ar tadiem pasiem ST, ka Y. enterocolitica izolatiem

no augu izcelsmes partikas (sk. 8. att€lu).
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8. attels. MST (minimal spanning tree) dendrogramma Y. enterocolitica izolatiem, kas ir
genétiski 11dzigi augu valsts izcelsmes partikas izolatiem no Latvijas. Skaitli uz linijam
apzimé atskirigu al€lu skaitu starp celmiem. Celmi ar atskiribu, mazaku par 10 alglém,
apvienoti viena apli. Balta krasa apzimé nezinamas izcelsmes izolatus. Ar numuriem ir
atzimeti mezgli, kuros konstatéjama celmu no dazadu avotu Iidziba.

Figure 8. MST (minimal spanning tree) for Y. enterocolitica isolates genetically similar to
plant-based foods isolates from Latvia. Numbers on lines indicate different alleles number
between strains. Isolates with difference smaller than 10 are combined into one node. White
indicates samples from unknown source. Nodes where similarity between strains ir visible are
numbered.

Enterobase datubaze tika atrasti 6 cilvéka izolati, kuriem ir 10 un mazak al&lu atskiriba
ar Saja darba apskatitajiem augu partikas izolatiem. Ir vérts pieminét, ka visos no Siem izolatiem
ir atrasti ystB un inv virulences géni, tacu nav ail. Visi no tiem nak no Apvienotas Karalistes
un ir iegtiti 2017.-2021. gados. Datubaze nav datu par iesp&jamo infic€Sanas avotu, ka arT nav
noteikts biotips un serotips.

8. attela mezgla 1 ir apvienoti tris izolati, no kuriem divi nak no cilvéka un ir ieguti
2018. gada. Augu partikas izolats (Nr. 20) nak no tiritiem burkaniem un ir iegtts 2020. gada.
Mezgls 2 apvieno divus 2021. gada cilveka izolatus, piecus partikas izolatus no Latvijas (Nr.
37-41) un divus izolatus no Kinas ar nezinamu izcelsmi. Mezgla 3 ir att€loti 2014. gada Italija
iegiits izolats no savvalas dzivnieka (brieza) un 2019. gada partikas izolats (Nr. 49) no kartupelu

daivam. Interesanti, ka 31 izolata taksonomiska piederiba ir noteikta ka Y. proxima. ST suga ir
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atklata 2020. gada, tapec ta nav labi izpétita un var biit griiti noteicama ar plasi izmantotam
metodém (t.sk. pielietotiem $aja darba) (le Guern et al., 2020). Mezgls 4 satur cilvéka izolatu
no 2017. gada un tris 2017. gada izolatus (Nr. 64-66) no tiritiem sipoliem. Mezgla 5 att€lots
2021. gada cilvéka izolats un tris 2018. gada izolati no kartupelu daivam (Nr. 43, 45, 46).

HCI10 raditajs parasti norada celmus, kas ir saistiti ar vienu epidemiologisko
uzliesmojumu, tacu atklato Iidzibu gadijuma kaut kadu sakaru ir grati pieradit liela laika
starpibas un geografiska attaluma dg]. Neskatoties uz to, ir skaidrs, ka celmi ar loti lidzigu
genctisko profilu Saja darba apskatitajiem var inficét cilvékus. Diemz&l, Enterobase nav nekadu
datu par slimibas gaitu un pacientu veselibas stavokli, tapéc nav iesp&jams turpmak spriest par
noverotiem simptomiem, hronisko Y. enterocolitica infekciju un citiem parametriem.

Lai turpmak apskatitu un salidzinatu izolatu genétisko lidzibu, visiem cilvéka un
savvalas dzivnieka izolatiem tika veikta virulences génu noteik$ana p&c 2.2.5 nodala aprakstitas
procediiras. Iegitie rezultati ir apskatiti 3. pielikuma. Nevienam no celmiem netika atrasts ail
géns, tacu visiem cilvéka izolatiem konstat&ja inv un ystB un flagelaras sekrécijas sistémas géni.
So izolatu izmekl&jumi sakrit ar Stephan et al., 2013 aprakstitiem kliniskajiem Y. enterocolitica
1 A biotipa izolatiem.

Celmam no brieza netika konstatéti ail un yaxAB (Iidzigi tam radniecigajam izolatam
Nr. 49), kas var€tu liecinat par ta piederibu pie citas Yersinia sugas. Turpmak to apliecina So

izolatu liela skaita alelu atSkiriba (1539).

3.4. Y. enterocolitica izolatu no augu valsts izcelsmes produktiem virulences

potencials

Ka aprakstits ieprieks€jas nodalas, petijuma gaita ir veiksmigi iegiitas 66 pilna genoma
sekvences. 65 izolatiem apstipringja taksonomisko piederibu pie Y. enterocolitica, vienam — .
massiliensis. Trijiem no Y. enterocolitica izolatiem (4,6%) konstatéja klasiska virulences
markiera ail klatbuitni, ka arT inv un ystB lielakai dalai izolatu (95,4% un 98,5% attiecigi).
Visiem no $aja darba apskatitajiem celmiem triikst svarigu hromosomalu virulences génu (myf,
hreP, ymoA, rovA), ka ar1 plazmidas pY'V, kas apstiprina to piederibu 1A biotipam (Garzetti et
al., 2014). P&c tradicionala uzskata, tas apzZimé zemu virulences potencialu un norada, ka sadi
izolati nav bistami sabiedribas veselibai (Tennant et al., 2003). Tads pienémums ir maldinoss
un nelauj pilniba izvertet jersiniozes riskus.

Ka var secinat no vairaku pétijumu rezultatiem(Kraushaar et al., 2011; Platt-Samoraj et
al., 2017; Stephan et al., 2013), 1A biotipa celmi spgj izraisit saslim$anu un veiksmigi koloniz&t
zarnu epitélija $tinas. Saja darba tika atklati 12 (18,4% no visiem pétitajiem) Y. enterocolitica

izolati, kas ir genétiski Iidzigi kliniskajiem izolatiem. Lidz $im Latvija nav veikta VY.
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enterocolitica izolatu no augu valsts izcelsmes produktiem izpéte, un regulars monitorings
varetu turpmak izskaidrot gan kontaminacijas izcelsmi, gan izvertét potencialus riskus. Ir janem
vera, ka visi paraugi ir nemti no t.S. gataviem lietoSanai produktiem, kuri biezi tiek lietoti uztura
bez jebkadas apstrades. Y. enterocolitica kontaminacija $aja gadijuma var bat pasi bistama, it
1pasi iminkompromit€tiem cilvékiem un bérniem (Machado-Moreira et al., 2019), kas sastada
lielu jersiniozes gadijumu proporciju Latvija (69,3%) SPKC, 2021).

Augu valsts izcelsmes produktu Y. enterocolitica izolatu virulences potencials netiek
pietickami novertéts un pétits. Dati par baktérijas sastopamibu dazadas produktu grupas ir
ierobezoti, nav sistematizéti un nesniedz visaptveroSu informaciju, kas lautu pienemt
atbilstosos lémumus partikas drosibas joma. P&d&jo gadu jersiniozes uzliesmojumi, kas bija
saistiti ar augu valsts izcelsmes produktu grupu, apstiprina nepiecieSsamibu pievérst lielaku
uzmanibu $im jautajumam.

Ir svarigi pieminét, ka konkréta celma virulences potencials ir tikai dala no faktoriem,
kas ietekmé& riskus sabiedribas veselibai. Baktériju daudzums konkrétaja partikas produkta
ietekmé inficéSanas varbiitibu, savukart, saimniekorganisma ipasibas — vecums, hroniskas
saslim$anas, imiinsistémas stavoklis — nosaka slimibas gaitu (Galindo et al., 2011). Jersiniozes

gadijuma neviens no Siem faktoriem nav pietiekami izskaidrots un pieprasa papildus p&tijumus.
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4. SECINAJUMI

1. Virulences potenciala izvertéSana, balstoties tikai uz klasiskajiem virulences markieriem ir
noderiga, bet ne visaptveroSa pieeja. Visticamak, Y. enterocolitica cksisté alternativais
virulences mehanisms, kas lauj istenot uzbrukumu mérkStinam, neizmantojot tradicionali
aprakstitus mehanismus.

2. Augu valsts izcelsmes izolatiem ir raksturiga liela genétiska daudzveidiba, kas liecina, ka Y.
enterocolitica partikas kontaminacijas gadijumi dazadas vietas nav saistiti.

3. Izolatiem no augu valsts produktiem un dzivnieku produktiem nav novérota savstarp&ja
lidziba. Tas lauj pienemt, ka augu valsts partikas kontaminacija Latvija nenak no dzivnieku
fermam, bet no citiem avotiem, kuru identific€Sanai ir nepieciesami papildus p&tijumi.

4. Kaut gan visi darba aprakstitie Y. enterocolitica izolati pieder pie 1A biotipa, kas netiek
uzskatits par patogénu, nevar pilniba noliegt So izolatu virulences potencialu. Ir nepiecieSami
papildus p&ttjumi un plasaks salidzinajums ar kltniskajiem izolatiem, lai noskaidrotu atbilstosus

risindjumus jersiniozes ierobezoSanai.
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numurs
1 Yersinia bietes Latvija 20.12.2017 Ye-2021- ERS11981260
enterocolitica 4538
2 Yersinia bietes Latvija 20.12.2017 Ye-2021- ERS11981261
enterocolitica 4539
3 Yersinia bietes Latvija 20.12.2017 Ye-2021- ERS11981262
enterocolitica 4540
4 Yersinia bietes Latvija 20.12.2017 Ye-2021- ERS11981263
enterocolitica 4541
5 Yersinia bietes Latvija 20.12.2017 Ye-2021- ERS11981264
enterocolitica 4542
6 Yersinia bietes Latvija 09.01.2018 Ye-2021- ERS11981269
enterocolitica 4613
7 Yersinia bietes Latvija 09.01.2018 Ye-2021- ERS11981270
enterocolitica 4614
8 Yersinia bietes Latvija 09.01.2018 Ye-2021- ERS11981271
enterocolitica 4615
9 Yersinia bietes Latvija 09.01.2018 Ye-2021- ERS11981272
enterocolitica 4616
10 Yersinia bietes, Latvija 05.01.2018 Ye-2021- ERS11981268
enterocolitica nemazgatas 4596
11 Yersinia burkani Latvija 01.07.2019 Ye-2019- ERS11981223
enterocolitica 40336-3
12 Yersinia burkani Latvija 20.10.2020 Ye-2021- ERS11981235
enterocolitica 13690
13 Yersinia burkani Latvija 20.10.2020 Ye-2021- ERS11981236
enterocolitica 13691
14 Yersinia burkani Latvija 02.11.2020 Ye-2021- ERS11981237
enterocolitica 13863
15 Yersinia burkani Latvija 01.07.2019 Ye-2019- ERS11981224
enterocolitica 40336-4
16 Yersinia burkani, Latvija 25.11.2020 Ye-2021- ERS11981239
enterocolitica mazgati 14105
17 Yersinia burkani, Niderlande  24.07.2019 Ye-2020- ERS11981227
enterocolitica  tiriti 49543-4
18 Yersinia burkani, nav datu 03.09.2020 Ye-2020- ERS11981228
enterocolitica  tirti 55728-1
19 Yersinia burkani, nav datu 03.09.2020 Ye-2020- ERS11981229
enterocolitica  tiriti 55728-2
20 Yersinia burkani, nav datu 03.09.2020 Ye-2020- ERS11981230
enterocolitica  tirti 55728-3
21 Yersinia burkani, Latvija 19.11.2019 Ye-2020- ERS11981231
enterocolitica  tirti 80540-4
22 Yersinia burkani, nav datu 03.09.2020 Ye-2021- ERS11981233
enterocolitica  tirti 13182
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23 Yersinia burkani, nav datu 03.09.2020 Ye-2021- ERS11981234
enterocolitica  tiriti 13183

24 Yersinia burkani, Latvija 23.11.2020 Ye-2021- ERS11981238
enterocolitica  tiriti 14104

25 Yersinia burkani, Latvija 05.07.2021 Ye-2021- ERS11981250
enterocolitica  tiriti 327130-1-3

26 Yersinia burkani, Latvija 05.07.2021 Ye-2021- ERS11981251
enterocolitica tiriti 327130-1-4

27 Yersinia burkani, Latvija 05.07.2021 Ye-2021- ERS11981252
enterocolitica  tiriti 327130-1-5

28 Yersinia burkani, Niderlande  10.08.2021 Ye-2021- ERS11981253
enterocolitica  tiriti 380460-1-1

29 Yersinia burkani, Niderlande  10.08.2021 Ye-2021- ERS11981254
enterocolitica  tiriti 380460-1-3

30 Yersinia burkani, Niderlande  10.08.2021 Ye-2021- ERS11981255
enterocolitica  tiriti 380460-1-4

31 Yersinia burkani, Niderlande  10.08.2021 Ye-2021- ERS11981256
enterocolitica  tiriti 380460-1-5

32 Yersinia burkani, Latvija 09.03.2021 Ye-2021- ERS11981257
enterocolitica  tiriti 38496-1-1

33 Yersinia burkani, Latvija 09.03.2021 Ye-2021- ERS11981258
enterocolitica  tiriti 38496-1-4

34 Yersinia burkani, Latvija 09.03.2021 Ye-2021- ERS11981259
enterocolitica tiriti 38496-1-5

35 Yersinia burkani, nav datu 24.11.2021 Ye-2021- ERS11981282
enterocolitica  tiriti 958736-1

36 Yersinia burkani, nav datu 24.11.2021 Ye-2021- ERS11981283
enterocolitica  tiriti 958736-2

37 Yersinia burkani, Latvija 25.07.2019 Ye-2021- ERS11981284
enterocolitica tiriti 9589

38 Yersinia burkani, Latvija 25.07.2019 Ye-2021- ERS11981285
enterocolitica  tiriti 9590

39 Yersinia burkani, Latvija 25.07.2019 Ye-2021- ERS11981286
enterocolitica  tirti 9591

40 Yersinia burkani, Latvija 25.07.2019 Ye-2021- ERS11981287
enterocolitica  tirti 9592

41 Yersinia burkani, Latvija 25.07.2019 Ye-2021- ERS11981288
enterocolitica  tirti 9593

42 Yersinia nav datu nav datu 2022 Ye-2021- ERS11981249
enterocolitica 314936

43 Yersinia kartupeli Latvija 30.08.2018 Ye-2021- ERS11981273
enterocolitica daivas 6558
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44  Yersinia kartupeli Latvija 30.08.2018 Ye-2021- ERS11981274
enterocolitica daivas 6559

45  Yersinia kartupeli Latvija 30.08.2018 Ye-2021- ERS11981275
enterocolitica daivas 6560

46 Yersinia kartupeli Latvija 30.08.2018 Ye-2021- ERS11981276
enterocolitica daivas 6561

47 Yersinia kartupeli Latvija 07.03.2019 Ye-2021- ERS11981277
enterocolitica daivas 8036

49 Yersinia kartupeli Latvija 29.04.2019 Ye-2021- ERS11981280
enterocolitica daivas 9043

50 Yersinia kartupeli Latvija 29.04.2019 Ye-2021- ERS11981281
enterocolitica daivas 9044

51 Yersinia kartupeli, Latvija 30.11.2020 Ye-2021- ERS11981240
enterocolitica  tiriti 14118

52 Yersinia kartupelu  Latvija 30.03.2020 Ye-2020- ERS11981225
canariae salmini 17185-3

53 Yersinia kartupelu Latvija 30.03.2020 Ye-2020- ERS11981226
canariae salmini 17185-4

54 Yersinia kartupelu  Latvija 30.03.2020 Ye-2021- ERS11981232
enterocolitica salmini 11895

55 Yersinia mini Danija 18.05.2021 Ye-2021- ERS11981246
enterocolitica burkani 15263

56 Yersinia mini Portugale 22.10.2021 Ye-2021- ERS11981279
enterocolitica burkani 818389-1-3

57 Yersinia mini Italija 27.04.2021 Ye-2021- ERS11981245
enterocolitica  spinati 15080

58 Yersinia rukola Italija 16.03.2021 Ye-2021- ERS11981243
enterocolitica 14737

59 Yersinia rukola Italija 27.04.2021 Ye-2021- ERS11981248
enterocolitica 206172-2

60 Yersinia rukola, Italija 12.04.2021 Ye-2021- ERS11981244
enterocolitica nemazgata 14950

61 Yersinia salatu Italija 16.03.2021 Ye-2021- ERS11981242
enterocolitica maisijums 14735

62 Yersinia salatu Italija 18.05.2021 Ye-2021- ERS11981247
massiliensis ~ maisijums 15267

63 Yersinia salatu nav datu 01.03.2021 Ye-2021- ERS11981241
enterocolitica maisijums 14593

64 Yersinia sipoli, tiriti ~ Latvija 19.12.2017 Ye-2021- ERS11981265
enterocolitica 4543

65 Yersinia sipoli, tiriti ~ Latvija 19.12.2017 Ye-2021- ERS11981266
enterocolitica 4544

66 Yersinia sipoli, tiriti ~ Latvija 19.12.2017 Ye-2021- ERS11981267
enterocolitica 4546
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