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1. UVOD

Bakterija Gallibacterium (G.) anatis je oportunisti¢ka patogena bakterija koja se moze izdvojiti iz
peradi, prvenstveno one drzane u intenzivnim uvjetima. U distoj kulturi moze se izdvojiti iz
zarazenih tovnih pili¢a ili roditeljskih jata, te je zadnjih godina opisana i kao emergentna patogena
bakterija. Bakterija G. anatis je Gram negativna, Stapicasta, nepokretna, fakultativno anaerobna
bakterija koja stvara kapsulu a ubrajamo ju u porodicu Pasteurellaceae (CHRISTENSEN i sur.,
2003). Dijelimo ju na dva biovara: G. anatis haemolytica i G. anatis anatis, koja ujedno nije
hemoliti¢na. B- hemoliza vidljiva je na agaru obogac¢enom ov¢jom ili govedom krvi, a same
kolonije su glatke, sivo boje, neprozirne, sjajne i okrugle, promjera 1-2 mm nakon 24-48 sati rasta
pri 37°C (PERSSON i BOJESEN, 2015).

Kjos-Hansen je 1950. prvi izdvojio ovu bakteriju iz kloake zdravih pili¢a, pod imenom ,, cloaca
bacterium” (ATAEI i sur.,, 2016). Na pocetku je klasificirana kao Pasteurella salpingitis
(KOHLERT, 1968), da bi zatim MRAZ (1976) predlozio reklasifikaciju u Actinobacillus
salpingitidis, temeljem fenotipskih karakteristika. U zadnjih nekoliko desetljeca Cesto je mijenjano
ime ove bakterije, od Pasteurella haemolytica, Actinobacillus salpingiditis do Pasteurella anatis,

da bi na kraju rod bio nazvan Gallibacterium.

Godine 1982. BISGAARD je predlozio naziv Gallibacterium kao samostalni rod. Kasnije je taj
isti rod ukljucen u porodicu Pasteurellaceae temeljem sekvenci 16s rRNA gena (CHRISTENSEN
i sur., 2003). Rod se trenutno sastoji od sedam grupa s razli¢itim vrstama povezanih sli¢nostima
sekvenci 16S rRNA gena, te fenotipskim karakteristikama. Vrste koje danas ubrajamo u ovaj rod
su G. anatis, G. melopsittaci, G. salpingitidis, Gallibacterium genospecies Ill, Gallibacterium
group V i G. trehalosifermentans (CHRISTENSEN i sur., 2003; BISGAARD i sur., 2009).

Bakterija G. anatis pripada normalnoj mikroflori gornjeg diSnog sustava i donjeg genitalnog
sustava pilica i drugih ptica kao Sto su purani, golubovi, prepelice, fazani i divlje ptice
(BISGAARD, 1993). Osim peradi, ovu bakteriju nalazimo i u svinja i goveda, a dokazan je i njezin
nalaz u imunokompromitiranih pacijenata, no ipak se rijetko javlja u ljudi sa dobrim zdravstvenim

navikama (SINGH i sur., 2016). Ubrajamo ju u komenzalne bakterije gore spomenutih organskih



sustava, no ipak u odredenim uvjetima postoji opasnost uzrokovanja bolesti i gubitaka u

proizvodnji (PAUDEL i sur., 2014)

Ukoliko dode do pojave bolesti, najéeSce se javlja salpingitis, peritonitis, septikemija, perikarditis
i enteritis (CHRISTENSEN i sur., 2011). Ovu bakteriju nalazimo diljem svijeta, te je izdvojena iz

zdrave peradi u Europi, Africi, Aziji, Australiji i Americi.



2. PREGLED REZULTATA DOSADASNIJIH ISTRAZIVANJA

2.1. PATOGENEZA

Bakteriju G. anatis ubrajamo u normalnu mikrofloru gornjeg diSnog i donjeg reproduktivnog
sustava zdrave peradi. Izdvojena je iz duSnika i kloake tijekom pokusih istrazivanja (BISGAARD,
1979). | G. anatis i tzv. Avian Pathogenic Escherichia coli (APEC) mogu uzrokovati iste klinicke
znakove, kao §to su salpingitis, peritonitis, perikarditis, ooforitis, hepatitis, enteritis 1 septikemiju,
Sto otezava postavljanje etioloSke dijagnoze (NEUBAUER i sur., 2009). Istrazivanja su dokazala
da G. anatis ima sposobnost zarazavanja viSe organa istovremeno, te je tako izdvojena iz srca,
jetre, slezene i spolnog sustava nakon inokulacije u disni i donji spolni sustav (NEUBAUER i sur.,
2009). Takoder moze uzrokovati pad proizvodnje jaja, bez pojave ostalih simptoma, za razliku od
npr. Pasteurella multocida (CHRISTENSEN i sur., 2003). Smatra se da je ascedentna infekcija
glavni nacin Sirenja bolesti na spolni sustav, jetru i slezenu, §to je i dokazano intraperitonealnom

inokulacijom Gallibacterium u pilica (BOJESEN i sur., 2004).

Nespecificni klinicki znakovi i nedostatak patognomoni¢nih simptoma oteZavaju postavljanje
ante-mortem dijagnoze, dok se postmortalni nalaz ¢esto moze usporediti s onim prisutnim kod
korice peradi, newcastleske bolesti ili influence (CHRISTENSEN i sur., 2003). Istrazivanja su
pokazala da G. anatis ima sposobnost uzrokovati promjene u spolnom sustavu bez pojave klinic¢kih
znakova. Predisponirajuci ¢cimbenici ukljucuju i koinfekcije sa drugim mikroorganizmima, utjecaj
hormona, dob, stres i toplotni stres te imunoloski status. Tezina klini¢kih znakova, trajanje bolesti
1 mortalitet ovise o ¢imbenicima okoliSa kao §to su loSa higijena, neprikladna ventilacija, visoka

razina amonijaka i prisutnost drugih bolesti (PAUDEL i sur., 2015).

2.2. PRIJENOS BOLESTI

Bakterije roda Gallibacterium mogu se prenositi horizontalno i vertikalno, no horizontalni prijenos

je ipak ¢esci. Bakterije ulaze u organizam putem respiratornog ili genitalnog sustava. Intranazalna



inokulacija u tzv. specific pathogen free (SPF) pili¢a pokazala je da ove bakterije imaju mogucnost
Sirenja u razli¢ite organe, uglavnom spolnog sustava, gdje su uzrokovale pojavu lezija sli¢cnim

onima u prirodnim infekcijama.

Smatra se da se vertikalni prijenos odvija putem zarazene sperme pijetlova. PAUDEL i sur. (2015)
dokazali su prisutnost G. anatis u testisima i epididimisu pijetlova dobi 35 tjedana nakon
intranazalne inokulacije. Bakterija je bila izdvojena i 7 dana nakon inokulacije, §to dokazuje
mogucnost vertikalnog prijenosa. Morfoloski deformirani spermiji uoceni su, zajedno sa opcenito

loSijom kvalitetom sperme.

Dokazan je i transovarijalni prijenos, §to potvrduje i izdvajanje iz Zutanjka. Na Sirenje G. anatis
od mjesta ulaska po cijelom organizmu utjeCu druge prisutne bolesti, ¢imbenici okolisa,
imunosupresija ili kanibalizam (NEUBAUER i sur., 2009; PAUDEL i sur., 2014). Istrazivaci su
uspjeli izdvojiti ove bakterije iz jaja, Sto takoder dokazuje mogu¢ transovarijalni prijenos. Pili¢i su

manje prijemljivi za zarazu bakterijama roda Gallibacterium (BISGAARD, 1977).

2.3.  KLINICKA SLIKA

Depresija, proljev i1 pad proizvodnje jaja uo€avaju se na vrhuncu proizvodnje, no sli¢ni se klinicki
znakovi mogu naci i kod kokcidioze, zaraznog bronhitisa, zarazne korice, newcastleske bolesti,
influence ili kolere. Zaraza donjeg dijela spolnog sustava uzrokuje pad proizvodnje jaja, atrofiju
folikula, deformacije jaja i razlike u njihovoj veli€ini, kao i povecani mortalitet zbog pojave
peritonitisa. Ponekad bolest se moze pojaviti u obliku akutne septikemije sa naglim mortalitetom
u zdravih nesilica. Gnojni salpingitis 1 ooforitis se takoder mogu zamijetiti. U kroni¢nom obliku
bolest se javlja u vidu lokaliziranog ili generaliziranog gnojnog peritonitisa (HATEM i sur., 2016;
SINGH i sur., 2016).



2.4.  CIMBENICI VIRULENCIJE

Cimbenici virulencije opisani su kao dijelovi mikroorganizma koji omogucuju pojavu bolesti i
odreduju patogenost istog, te su neophodni za njegovu odrzivost (PERSSON i BOJESEN, 2015).
To su ¢imbenici koji pridonose pojavi bolesti, kolonizaciji, boljem iskoriStavanju hranjivih tvari,
izbjegavanju imunosnog sustava i adheziji molekula. Bakterija G. anatis posjeduje slijedece
¢imbenike virulencije: RTX- like toxin GtxA, fimbrije, kapsulu, outer membrane vesicles (OMV),

metaloproteaze i sposobnost hemaglutinacije.

2.4.1. RTX- like toxin GtxA
Bakterija G. anatis biovar haemolytica stvara toksine koji imaju sposobnost uzrokovati Siroke
beta-hemoliti¢ne zone na krvnom agaru. Tu hemolizu uzrokuje toksin nazvan GtxA a koji razara
eritrocite i ima leukotoksi¢no djelovanje prema makrofazima peradi. Ovaj toksin stvaraju bakterije
porodie Pasteurellaceae (PERDERSEN i sur., 2015).

2.4.2. Fimbrije
Bakterija G. anatis posjeduje fimbrije koje su znacajan ¢imbenik tijekom invazije i kolonizacije,
ali takoder pomazu bakteriji u prihvacanju za epitelne stanice domacina. Fimbrije su tanke nitaste
strukture na povrsini bakterija, sli¢ne tzv. f17 fimbrijama. U G. anatis tipu IV nalazimo i pile koji

pomazu u unutarstaniénom kretanju, formiranju mikrokolonija, kolonizaciji i sekreciji proteaza
(SINGH i sur., 2016).

2.4.3. Outer membrane vesicles (OMV)
OMV su sferi¢ne, dvoslojne membranske strukture koje stvaraju Gram negativne bakterije. Imaju
ulogu u interakciji s okoliS§em, omogucujuéi bakteriji prezivljavanje u stresnim uvjetima i
reguliraju mikrobne interakcije unutar bakterijske populacije. Glavna uloga OMV je u prihvacanju,
kolonizaciji i zastiti bakterijske stanice (SINGH i sur., 2016).



2.4.4. Kapsula
Kapsula je struktura koju ¢ine vanstani¢ni polisaharidi, a moZe se na¢i u Gram pozitivnih i
negativnih bakterija. Kapsula doprinosi pojavi bolesti, ali i §titi samu bakteriju od makrofaga. Ima
ulogu i u prihvacanju, interakciji sa drugim stanicama i izbjegavanju imunosnog sustava domacina

(SINGH i sur., 2016).

2.4.5. Metaloproteaze
Metaloproteaze imaju vitalnu ulogu u kolonizaciji, koristenju hranjivih tvari, izbjegavanju
imunosnog sustava i ulasku bakterija u sistemsku cirkulaciju. To su enzimi koji kataliziraju
hidrolizu peptidnih veza u proteinima ili peptidima. Bakterija G. anatis takoder ima sposobnost
stvaranja biofilma §to omogucéava prihvacanje na povrsine zivih tkiva i ima znacaju ulogu u
patogenezi i pojavi kroni¢nih infekcija, uz pojacanu neosjetljivost na antimikrobne pripravke
(SINGH i sur., 2016).

2.4.6. Hemaglutinacija
Bakterija G. anatis ima sposobnost aglutinirati eritrocite ptica. Ova aktivnost uglavhom ovisi o
tipu adhezije, filamentoznoj ili nefilamentoznoj. Koji od ova dva oblika posjeduje G. anatis jos je
uvijek nepoznato (SINGH i sur., 2016).

2.5. DIJAGNOSTIKA

Dijagnoza se mozZe postaviti temeljem izdvajanje ove bakterije, fenotipskim i genotipskim
metodama. Klinicki znakovi i postmortalni nalazi nisu dovoljni za postavljanje specifi¢ne
dijagnoze jer su moguci i u drugih zaraznih bolesti. U sluc¢aju nalaza beta-hemoliti¢nih biovarova,
bakterije ¢e dobro rasti na agarima obogacenim krvlju, uz pojavu klasi¢nih zona hemolize
promjera 1-2 mm nakon 24-satne inkubacije. Identifikacija se temelji na morfoloskim
karakteristikama i biokemijskim testovima, no danas se zbog brzine i to¢nosti dijagnostike Koristite
metode kao §to su PCR ili matrix- assisted laser desorption/ionization time of flight (MALDI-
TOF).



Najbolji nacin identifikacije G.anatis je dokaz fenotipskih karakteristika ili umnazanjem GAN850
pozicije unutar 16s rRNA. Ova bakterija, u usporedbi sa drugim iz porodice Pasteurellaceae
posjeduje drugaciju transkripciju 16s u 23s rRNA sekvenci gena. PCR metoda uz specifi¢ne
pocetnice za identifikaciju roda takoder je korisna u dijagnostici (BOJESEN i sur., 2007). Osim
PCR-a, i amplified fragment length polymorphism (AFLP) kao i elektroforeza u pulsiraju¢em polju
(PFGE) mogu se koristiti za razlikovanje klonova G. anatis, omogucéavajuci prepoznavanje

razli¢itih specifi¢nih patogenih sojeva (BOJESEN i sur., 2007).

Tzv. Fluorescent in situ hybridization technique (FISH) se takoder koristi u identifikaciji
pojedinac¢nih bakterijskih stanica. Ova se metoda temelji na fluorescentnom obiljezavanju
oligonukleotida komplementarnih bakterijskom 16s rRNA. Prednost ove metode je da moze
razlikovati Zive i mrtve (ne-Kulturabilne) stanice bakterija. Trenutno postoje naznake razvoja dva
seroloska testa (latex aglutinacije i imunoenzimnog testa) radi dokaza specifi¢nih protutijela protiv

G. anatis.

2.6. PREVENCIJA I LIJECENJE

Dobra higijena tijekom proizvodnje i pridrzavanje biosigurnosnih mjera na samoj farmi znacajno
¢e smanyjiti Sirenje bolesti i ekonomske gubitke koji bi nastali lije¢enjem. Samo ona jata drzana u
optimalnim uvjetima vjerojatno ¢e biti slobodna od G. anatis. Jednom kad ova bakterija ude u
farmu, do¢i ¢e do Sirenja na sve jedinke, zbog vrlo ucestalog horizontalnog nacina Sirenja.
Nepostojanje komercijalno dostupnog cjepiva otezava kontrolu ove bolesti. U istrazivanju koje su
proveli BOJESEN i sur. (2003 a, b) dokazali su da su hemoliticne Gallibacterium spp. bile ¢esto
prisutne na farmama sa niskom ili umjerenom biosigurnosnom zastitom, Sto ukazuje na to da su

veliki rizik za pojavnost ove bakterije uvjeti drzanja i biosigurnosti.

Razvoj prikladnih cjepiva predstavlja izazov za istraZzivace zadnjih desetljeca zbog postojanja
razli¢itih varijacija genoma mikroorganizama (PERSSON i sur., 2010; CHAVEZ i sur., 2017).
Zbog toga, istrazivanja su uglavnom temeljena na identifikacija dijelova mikroorganizama koji bi
predstavljali prikladne antigene za razvoj samih cjepiva. To je dovelo do razvoja genomskih
cjepiva 1 mozebitnog tzv. reverse vaccinology (RV) pristupa. Trenutno se taj pristup koristi u

otkrivanju potencijalnih kandidata za cjepiva (BAGER i sur., 2014).



Pokus proveden na kokoSima radi dokaza imunosnog odgovora nakon intraperitonealne
inokulacije rekombinantnog proteina GtxA-N bakterija roda Gallibacterium pokazao je da taj
protein moze biti prikladan kandidat za cjepivo jer je potaknuto zastitni odgovor protiv G. anatis
(PERDERSEN i sur., 2015).

Zbog nepostojanja prikladnih cjepiva, antimikrobna terapija se ¢esto koristi u kontroli ove bolesti,
no G. anatis vrlo brzo razvija rezistenciju na primijenjene lijekove. Cesta je multirezistentnost G.
anatis na tetracikline, streptomicin, trimetoprim, te penicilin (JOHNSON i sur., 2013; SINGH i
sur., 2016). Neki autori navode da je G. anatis osjetljjiva na gentamicin, enrofloksacin, ceftiofur,
florfenikol, sulfametoksazol/trimetoprim i sulfatiazol, dok drugi navode rezistenciju na iste
preparate. Na spektinomicin je ¢esto umjereno osjetljiva, dok su za amoksicilin i eritromicin nalazi
takoder razliciti (JONES i sur., 2013).

Da bi se smanjila pojava rezistentnih sojeva, potrebno je smanjiti i uporabu antimikrobnih
pripravaka ili kontrolirati njihovo koriStenje. Smanjenju pojave rezistencije moze doprinijeti |
koristenje autogenih cjepiva pripremljenih od specificnih sojeva G. anatis prisutnih na farmi.
Takoder, proizvodac¢i moraju popraviti biosigurnosne mjere i sprijeéiti Sirenje ovih bakterija u
objektima. Obavezna je i primjena principa “all in-all out”, a nakon praZnjenja objekta potrebno

je provesti temeljito ¢iS¢enje, dezinfekciju i dovoljno dugi period odmora.



3. MATERIJALI | METODE

3.1. Uzorkovanje

Lesine kokosi nesilica dostavljene su sa 7 razli¢itih farmi na Zavod za bolesti peradi s klinikom,
Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Provedena je patomorfoloska pretraga, te su uzeti
obrisci slijede¢ih organa da daljnje pretrage: Zdrijela, dusnika, pluca, jetre, jajovoda, jajnika i
kostane srzi. Takoder, neki su uzorci uzeti na farmama, od nasumic¢no odabranih zivih Zivotinja, u

vidu obrisaka zdrijela i kloake. Uzorci su koristeni i za dokaz drugih bakterija, primarno E. coli.

3.2. Bakterioloska pretraga

Uzorci su u bakterioloSkom laboratoriju nasadeni na krutu podlogu obogacenu sa 5% ovcje krvi
(Biognost, Hrvatska) i Columbia agar (Oxoid, Velika Britanija), te inkubirani u aerobnim uvjetima
pri 37°C kroz 24 sata. Kolonije okruzene B-hemolizom, uz karakteristi¢an izgled, su presadene
nakon Cega su provedene i druge metode identifikacije- bojenje po Gramu i biokemijski testovi
(oksidaza (T.T.T., Hrvatska) i katalaza). Kona¢na potvrda obavljena je koristenjem MALDI-TOF
metode (ALISPAHIC i sur., 2012). Uzorci su nakon identifikacije spremljeni na -80°C u BHI
bujonu (Oxoid, Velika Britanija) radi daljnjih analiza.

3.3.  Statisticke analize

Dobiveni rezultati statisti¢ki su obradeni koristenjem programa Statistica 12 (Statsoft, SAD).



4. REZULTATI

Od 414 prikupljena uzorka, njih, 35 bilo je pozitivno na G. anatis (Tablica 1). Od ukupno
pozitivnih uzoraka, 60% bilo je iz uzoraka zdrijela, 12% iz dusnika i jetre, te 9% uzoraka jajovoda
i kloake (Slika 1). Takoder, visok postotak uzoraka uzetih u gornjem diSnom sustavu bili su
pozitivni (17,8 % uzoraka zdrijelai 28,5% uzoraka dusnika), dok su uzorci unutarnjih organa bili
pozitivni u puno manjem postotku, tj. manje od 5%. Isto tako, ¢ak 60% pozitivnih uzoraka

potjecalo je od uginulih, a 40% od zivih Zivotinja (Slika 2).

U nekim sluéajevima, G. anatis izdvojena je u ¢istoj kulturi i iz uzoraka uginulih Zivotinja, iako
su u veéini takvih slucajeva, bakterije roda Proteus sp. prerasle hranjive podloge (Slika 3a). Stoga
su takvi uzorci obiljeZeni kao negativni jer nije bilo moguce izdvojiti ¢istu G. anatis. U nekim
slucajevima zabiljezen je istovremeni nalaz G. anatis i E. coli, ali i drugih saprofitskih bakterija,
posebno iz uzoraka Zdrijela (Slika 3b). Tako je u 35 pozitivnih uzoraka na G. anatis, u 7 od njih

nadena i E. coli, §to potvrduje koinfekciju.
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Tablica 1. Pojavnost izolata G. anatis na razli¢itim farmama, u razli¢itim organima (pozitivno/ukupan broj uzoraka)

Farme kokoSi nesilica

Vrsta uzorka

Kostana

Ukupan broj
pozitivnih/ ukupan
broj uzoraka po

ukupnog broja po
organu)

Zdrijelo | Dusnik | Jetra | Jajovod | Kloaka | Pluéa - Jainik | farmi(% pozitivnin
uzoraka)
Farma 1 3/16 - 0/13 0/9 0/16 0/2 o/7 0/2 3/65 (4%)
Farma 2 or7 - 3/36 - - - 0/8 - 3/51 (5%)
Farma 3 217 - 0/4 - or7 - 0/6 - 2/24 (8%)
Farma 4 6/37 0/2 0/32 1/27 3/16 0/3 0/10 0/4 10/131 (7%)
Farma 5 3/20 2/10 1/13 0/22 0/1 - 0/5 0/2 6/73 (8%)
Farma 6 6/29 212 0/14 2/12 - 0/1 0/5 0/1 10/64 (15%)
Farma 7 1/2 - 0/2 0/2 - - - - 1/6 (16%)
Ukupan broj pozitivnih
uzoraka/ukupan broj
uzoraka organa 21/118 4/14 4/114 3/72 3/40
(% od ukupno (60%/ | (12%/ (12%/ | (8,5%/ | (8, 5%/ 0/6 0/41 0/9 35/414 (8%)
pozitivnih / % od 17,8%) | 28,5%) | 3,5%) | 4,1%) | 7,5%)




8,57%/7,5%

8,57%/4,1%

12%/3,5%

12%/28,5%

60%/17,8%

m Zdrijelo
= Dusnik
m Jetra

= Jajovod

m Kloaka

Slika 1. Pojavnost G. anatis u razli¢itim organima (% ukupno pozitivnih / % od ukupnog broja

uzoraka po organu).

12



m Ledine = Zive Zivotinje

Slika 2. Postotak G. anatis izdvojen iz lesina i zivih zivotinja.

Slika 3. Kolonije G. anatis na krutoj podlozi oboga¢enoj s 5% ovéje krvi. (A) Cista kultura. (B)

Mjesovita kultura- G. anatis vidljive zone 3 hemolize.
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5. RASPRAVA

Gallibacterium anatis je bakterija prisutna u gornjem di$nom te donjem genitalnom sustavu peradi,
te predstavlja uobicajen nalaz mikroflore. U slucaju pojave stresa i drzanja peradi u loSim
higijenskim uvjetima, moZe uzrokovati i pojavu bolesti (BISGAARD, 1993). Cesto se javlja uz E.
coli, pri ¢cemu dolazi i do veceg mortaliteta, uz pojavu salpingitisa, ooforitisa, i pada nesivosti
(NEUBAUER i sur., 2009). Losi zoohigijenski uvjeti, ventilacija i stres imaju zna¢ajnu ulogu u
pojavi bolesti (PAUDEL i sur., 2015). Ova bakterija dobro raste na krvnom agaru, sa dodatkom
ov¢je ili govede krvi, pri 37 °C kroz 24-48 sati. Porasle kolonije su sjajne, sivkaste i okrugle
promjera 1-2 mm, uz vidljivu zonu B- hemolize (BOJESEN, 2015).

Glavni cilj ovog istrazivanja bio je izdvojiti i1 karakterizirati sojeve G. anatis, te determinirati
njezinu prosirenost u jatima kokosi nesilica u Republici Hrvatskoj. U istrazivanju, bakterije su
izdvojene na krvnom agaru i identificirane na temelju njihovih fenotipskih i genotipskih
karakteristika. Metoda MALDI-TOF takoder je koriStena za identifikaciju i potvrdu vrste
(ALISPAHIC i sur., 2012). Iako je nalaz ove bakterije &esto opisan u razli¢itim zemljama i
nadinima uzgoja, ipak se najéeSée izdvaja U manjim jatima i onima sa lo§im biosigurnosnim
mjerama (BOJESEN i sur., 2003 a, b). Zadnjih godina sumnjalo se da je obva bakterija prisutna i
na farmama u Hrvatskoj, no nije bilo prijavljenih ili opisanih slu¢ajeva. Ovo istrazivanje stoga je
omogucilo po prvi puta nalaz proSirenosti ove bakterije u RH. Ipak, kako je provedeno samo na 7

farmi, nije moguce opisati pojavnost 1 proSirenost u cijeloj zemlji.

Od ukupno 414 uzoraka razli¢itih organa kokosi nesilica, njih 8% bilo je pozitivno na G. anatis.
Najveéi broj pozitivnih uzoraka bilo je iz obrisaka organa gornjeg diSnog sustava (72%), a samo
manji broj iz donjeg (8,6%). Ovaj nalaz podudara se sa nalazom ostalih istrazivaca koji su takoder
nasli veci postotak G. anatis u dusniku (28.6%) i zdrijelu (17.8 %) nego u jajovodu (4.2 %) i kloaci
(7.5%) (BOJESEN i sur., 2003 a, b). U nasem istrazivanju, G. anatis nije izdvojena iz pluca,
kostane srzi ili jajnika. Koinfekcija sa E.coli dokazana je u 7% uzoraka. Ooforitis i salpingitis nisu
nadeni kao patoanatomski nalaz, §to je zapravo puno ¢eS¢e kod nalaza E. coli. Koinfekcija sa E.coli
1 drugim bakterijama obi¢no otezava klini¢ku sliku 1 uzrokuje vece ekonomske gubitke uz veci
mortalitet. Mortalitet takoder ovisi i o virulenciji sojeva G.anatis, gdje B-hemoliti¢ni sojevi

predstavljaju znacajniji problem zbog svoje virulencije.

14



Pojavnost ove bakterija na farmama u Hrvatskoj predstavlja prijetnju za samu proizvodnju,
posebno zbog ekonomskih gubitaka. Ukoliko se ove bakterije rano otkriju, moguce je provesti
lijecenje, no treba biti oprezan zbog Cestog i brzog razvoja antimikrobne rezistencije. Primjena
cjepiva jo$ uvijek nije u potpunosti zazivjela (JONES i sur., 2013). Pangenomska istraZivanja u
vakcinologiji omogucuju identifikaciju antigena koji bi bili odgovorni za poticanje zastitnog
imunosnog odgovora. U prvom redu radi se o Gallibacterium toksinu GtxA-N i F17 slicnom
fimbrijama, koji mogu biti koristeni kao ciljni antigeni jer prvi dolaze u kontakt s organizmom
domacina (BAGER i sur., 2014). Poc¢etkom 2018., PERSSON i sur. dokazali su da kombinacija
OMV i F1fA (F17 slican fimbrijama) u cjepivu ima potencijal zastititi domacina od razvoja
salpingitisa. U tom istrazivanju, nisu primijecene pojave upale, eksudata, atrofije folikula i jake
hiperemije (PERSSON i sur., 2018). Ipak, istrazivanja su jo$ uvijek potrebna kako bi se dokazala
ucinkovitost te vrijeme poluzivota protutijela. Takoder, trenutno se i autogena cjepiva koriste za
zastitu kokosi nesilica, uglavnom u kombinaciji s E. coli, a pokazala su se vrlo djelotvornim u
zastiti kokosi nesilica i smanjivanju mortaliteta i pada nesivosti (GOTTSTEIN i sur., neobjavljeni

podatci).

Antimikrobna rezistencija najvjerojatnije je posljedica lijeenja drugih bolesti, npr. kolibaciloze.
Opisana je rezistencija G. anatis na tetracikline, streptomicin, trimetoprim, penicilin, ampicilin,
kloramfenikol i norfloksacin (BOJESEN i sur., 2011 a, b; SINGH i sur., 2016; JOHNSON i sur.,
2013). Visoka razina biosigurnosnih mjera na farmama i koristenje autogenih cjepiva mogu biti
rjeSenje smanjena pojavnosti i pro§irenosti ove bakterije, posebno uz sustav “all in all out”. Ipak,
dodatna istrazivanja potrebna su kako bi se istrazila patogenost, rezistencija i daljnje moguénosti

cijepljenja.

15



. ZAKLJUCCI

Tijekom istrazivanja izdvojene su i identificirane bakterije G. anatis na farmama kokosi
nesilica u Hrvatskoj, te je tako dokazana njihova prisutnost.

Prema naSim saznanjima, ovo je prvi opis pojave G. anatis u Hrvatskoj

Zbog moguénosti uzrokovanja velikih gubitaka u peradarstvu, potrebno je razviti
ucinkovito cjepivo, te primjenjivati mjere biosigurnosti na farmama.

Daljnja istrazivanja potrebna su kako bi se detaljnije identificirale izdvojene bakterije i

procijenila epidemioloska situacija u zemlji.
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8. SAZETAK

Izdvajanje i proSirenost bakterije Gallibacterium anatis na farmama kokosi nesilica u

Hrvatskoj

Gallibacterium anatis ¢ini dio prirodne mikroflore respiratornog i reproduktivnog trakta u peradi,
no u odredenim uvjetima moze uzrokovati bolest. LoSi zoohigijenski uvjeti i imunosupresija
predisponiraju¢i su ¢imbenici za pojavu bolesti. Ova bakterija uzrokuje salpingitis, oophoritis,
peritonitis te posljedi¢no smanjenu proizvodnju jaja, respiratorne lezije i povisen mortalitet. Ciljevi
istrazivanja su izolirati i utvrditi ucestalost G.anatis kod kokosi nesilica u Hrvatskoj. Uzorci iz
zdrijela, dusnika, pluca, jajnika, kloake, folikula i koStane srzi prikupljeni su na sedam farmi te su
uzgajani na 5% ovéjem krvnom agaru na 37 © C tijekom 24 sata. Cisti izolati su izdvojeni i
pohranjeni za daljnu analizu nakon S$to je fenotipska karakterizacija i genotipska/proteomska
identifikacija potvrdila prisustvo G. anatis.

U ovom istrazivanju uzorkovano je 414 briseva iz razli¢itih organa kokosi iz sedam razli¢itih
farmi. Trideset i pet uzoraka bilo je pozitivno na G. anatis od kojih su 72% bili iz traheje i zdrijela
s najvise pozitivnih uzoraka, dok kostana srz, folikuli i plué¢a nisu imali pozitivan nalaz.
Pokusaji kontrole bakterija antibioticima nisu imali u¢inka zbog visoke ucestalost i rezistencije na
vise antimikrobnih lijekova, pri cemu je primjena komercijalnih cjepiva takoder imala nedovoljno
zastitan ucinak. No, primjena polivalentnih autogenih cjepiva na bazi lokalnih izolata pokazala se
djelotvornom u kombinaciji s drugim vrstama, kao E. coli, u zastiti protiv pada proizvodnju jaja i

mortaliteta.
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9. SUMMARY

Isolation and prevalence of Gallibacterium anatis in layer poultry farms in Croatia

Gallibacterium anatis form part of the natural micro flora of the respiratory and reproductive tract
in poultry, given the right condition it can cause disease. Poor zoo hygiene and immunosuppression
are predisposing factors for the occurrence of disease. The bacterium is causing salpingitis,
oophoritis and peritonitis consequently with decreased eggs production, respiratory lesions and
higher mortality. The objectives of the research is to isolate and determine the prevalence of
G.anatis in layer hens in Croatia. Samples from the pharynx, trachea, lungs, oviducts, cloaca,
follicles and bone marrows were collected from seven farms and cultured on 5% sheep blood agar
at 37 °C for 24 hours. Pure isolates were isolated and stored where phenotypic characterization

and genotypic/proteomic identification confirmed the presence of G. anatis.

In this research, 414 swabs from different hen organs from seven different farms were sampled.
Thirty five samples were positive to G. anatis of which 72% were from the trachea and pharynx,
whereas the bone marrow, follicles and lungs had no positive records. The attempts to control the
bacterium with antibiotics have poor effect because of multidrug resistance, whereby prevention
using commercial vaccines had been of little help. But, application of polyvalent autogenous
vaccines based on local isolates proved to be effective in combination with other species, as E.

coli, in protection against drop in egg production and mortality.
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