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1. UVOD

Makrorabdioza (megabakterioza) je akutna gljivicna infekcija, teSko izljediva te u
poodmaklom stadiju ¢esto sa smrtnim ishodom. Od nje najceS¢e obolijevaju ptice kuéni

ljubimci poput kanarinaca, australskih papiga tigrica te nimfi.

Uzro¢nik Macrorhabdus ornithogaster, veliki, gram pozitivni, Stapic¢asti mikroorganizam,
prisutan je u probavnom sustavu ptica. Dugo vremena ovaj se uzro¢nik smatrao bakterijom te

je tek nedavno potvrdeno da se radi o gljivici nazvanoj Macrorhabdus ornithogaster.

Bolest se dijagnosticira na temelju anamneze, klinickih znakova i dokazom uzroc¢nika bilo
mikroskopskom pretragom ispirka ili obriska voljke te izmeta ptica. Takoder, kako bi se bolje
pratilo proSirenje ovog uzro€nika uobicajeno se koriste 1 molekulske probe, poput PCR.
Upravo na taj nacin, a kao posljedica intermitentnog Sirenja uzro¢nika izmetom, moguce je

dokazati njegovo prisustvo kada to mikroskopski nenijemoguce.

Pra¢enjem pacijenata u Ambulanti za ptice Zavoda utvrdena je znaCajna pojavnost ove
bolesti, narocito u tigrica i vrapcarki. Kako bi se utvrdio uzrok visokoj ucestalosti ove bolesti

potrebno je provesti monitoring nad uzgojima i trgovinama ptica kuénih ljubimaca.

Cilj diplomskog rada bilo je epizootiolosko istrazivanje temeljeno na izdvajanju i
molekularnoj karakterizaciji gljive vrste Macrorhabdus ornithogaster u uzgojima i

trgovinama ptica kuénih ljubimaca na podruc¢ju Republike Hrvatske.



2. PREGLED DOSADASNJIH SPOZNAJA

2.1. Etiologija

Megabakterija je anamorfna gljiva iz skupine askomiceta koja se moze pronaéi u istmusu

zeluca izmedu Zljezdanog i miSi¢nog Zeluca ptica (TOMASZEWSKI i sur., 2003.).

Sve do 2003. bila je prepoznata pod nazivom , Megabacteria“ dok se naposljetku nije
utvrdilo da se radi o gljivici koja je nazvana Macrorhabdus ornithogaster (TOMASZEWSKI
I sur., 2003.). To je velika, Gram pozitivna struktura, $irine 1-5 pm i duljine 20-90 pm. M.
ornithogaster ostaje pozitivna PAS-om (Periodic Acid Schiff) i tehnikama srebrnog bojenja
(HOPPES, 2012.).

M. ornithogaster kao anamorfna askomiceta jedini je predstavnik svoga roda
(TOMASZEWSKI i sur., 2003.).

2.2. Prirodni domacéini

Prosirena je Sirom svijeta i pojavljuje se kod velikog broja kaveznih ptica (TSAI i sur., 1992.;
FILIPPICH i PARKER, 1993.; MARTINS i sur., 2006.).

M. ornithogaster ima jedinstvenu morfologiju, karakteristike bojenja i postojanje u
histoloskoj sekeiji istmusa Zzeluca (VAN HERCK i sur., 1984.).

Bolest je zabiljezena u divljih ptica i u ptica koje se koriste u intenzivnoj proizvodnji, kao $to
su nojevi i kokosi (MULTU i sur., 1997.).

Do danas je bolest zabiljeZena u ptica na gotovo svim kontinentima (FILIPPICH i PARKER,
1993.; PIASECKI i sur., 2012.).Moguce je da se bolest pojavljivala kod velikog broja
razli¢itih vrsta ptica, a da uopce nije bila zabiljeZena. Ipak, bolest se najcesc¢e pojavljuje kod
vrsta koje su uzgojene u zatoCeniStvu poput papiga, kanarinaca i zeba. Upravo zbog velike
prosirenosti u uzgojima kavezno drzanih ptica, olakSano je Sirenje ove bolesti. Bolest se jos
pojavljuje i kod divljih ptica u Europi i Australiji (FILIPPICH i PARKER, 1993., DONELEY
isur., 2012.).



2.3. Epizootiologija

Glavni izvor infekcije je inficirana ptica. Mnoge ptice nikad ne pokazuju znakove bolesti, ali
zato konstantno $ire uzro¢nika (PHALEN, 2005.; KHEIRANDISH i SALEHI, 2011.).

Vecina infekcija dolazi putem fekalno oralne kontaminacije od strane bolesnih ili subklinicki

zarazenih ptica (PHALEN, 2005.).

M. ornithogaster moze prezivjeti u okoliSu u mediju na sobnoj temperaturi minimalno 24 sata.

Koliko uzro¢nik moze prezivjeti u fecesu u prirodi nije poznato (BRADLEY i sur., 2005.).

Pretpostavlja se da kolonizacija istmusa zeluca pocinje odmah nakon izlaganja uzro¢niku.
Brzi rast broja megabakterija moze se detektirati u eksperimentalnim uvjetima u periodu od 2
tjedna od pocetka infekcije. Vrijeme izmedu infekcije i razvoja prvih znakova bolesti, ako do
njih dode, moze biti od nekoliko tjedana do nekoliko godina. Papige inficirane s M.
ornithogaster ponekad ne pokazuju znakove bolesti dok ne navrse 2 ili 3 godine dok se
primjerice kod noja ocituje ve¢ u ranoj fazi kod pilica (BAKER, 1985.; SIMPSON, 1992.;
FILLIPICH i PARKER, 1994.).

Morbiditet kod kavezno drzanih ptica moze iznositi od nekoliko posto do 100% (FILIPPICH i
HERDRIKZ, 1998.; PHALEN, 2005.).

Ptice koje imaju klinicke simptome, a koji se ne tretiraju, ugibaju. Razina mortaliteta unutar

jata moze jako varirati (BAKER, 1985.; HOPPES, 2012.).

2.4. Klini¢ka slika

Klini¢ki znakovi ove bolesti su nespecifi¢ni i upuéuju na kroni¢nu bolest. Bolest je poznata
pod nazivom ,, going light syndrome* ili sindrom polaganog slabljenja (HENDERSON i sur.,
1988.). Progresivan gubitak kilograma, usprkos dobrom apetitu, javlja se kroz dulji vremenski
period (12-18 mjeseci). Najces¢i simptomi bolesti su depresija, regurgitacija, diareja te

maldigestija.

U zavrSnim fazama vidljiva je melena te posljedicno nastupa smrt.



Akutni oblik bolesti uzrokovan s M. ornithogaster vidljiv je kod tigrica kod kojih naizgled

zdrava ptica postane depresivna i ugiba u roku od 24 sata (HOPPES, 2012.).

2.5. Patoanatomski nalaz

Cesto je jedini znak klini¢ke patologije leukocitoza. Anemija je Gesto vezana uz kroni¢ni tijek

bolesti, kao i pojava hipoproteinemije (HENDERSON i sur., 1988.).

U vecine ptica nalazi se atrofija pektoralnih misi¢a. Cest nalaz u papiga i zeba je zadebljala
stjenka zljezdanog Zeluca i istmusa te povecana koli¢ina sluzi u lumenu zljezdanog zeluca. U
kroni¢noj fazi bolesti dolazi do ulceracija sluznice zljezdanog Zeluca te stanjenja stjenke
(VAN HERCK i sur., 1984.; BAKER, 1985.; SCHMIDT i sur., 2003.).

Mikroskopski najbolji rezultati dobivaju se bojenjem po Gramu otiska Zljezdanog zeluca. U
akutnoj fazi naj¢es$ce se vidi veliki broj stanica M. ornithogaster, dok se u kroni¢noj, uz
stanice, vidi i veliki broj eritrocita. Ovo bojenje Koristi se i za preparate fecesa, ali sa puno
manje stanica M. ornithogaster (VAN HERCK i sur., 1984.; BAKER, 1985.; SCHMIDT i
sur., 2003.).

2.6. Diferencijalna dijagnoza

Diferencijalna dijagnoza ukljucuje trthomonijazu, kandidijazu, bakterijski ventrikulitis,

otrovanje teSkim metalima, neoplazije te dilataciju zljezdanog zeluca (HOPPES, 2012.).

2.7. Dijagnostika

Postaviti dijagnozu za Zivota moze biti veliki izazov.

Cesto se moZe susresti anemija i smanjena koli¢ina elektrolita. Samo ponekad se pojavljuju

heterofilija, leukocitoza ili limfomonocitoza, bazofilija i trombocitopenija.



Konacna se dijagnoza postavlja na osnovi razudbenog i patohistoloskog nalaza. Uzro¢nik se
uglavnom nakuplja izmedu prijelaza Zljezdanog u misi¢ni zeludac i neobicno je osjetljiv na
nizi pH Zeluca te izaziva ulceracije, hipersekreciju sluzi i krvarenje. Nekrotina zariSta
sadrzavaju veliki broj stanica M. ornitoghaster, a najvise na prijelazu misi¢nog u Zljezdani dio

Zeluca.

M. ornithogaster (Slika 1. i 2.) se moze vidjeti u razmascima izmeta, strugotinama sluznice

zljezdanog zeluca ili citoloskim uzorcima bojenima prema Gramu (HOPPES, 2012.).

Slika 1. Dokaz M. ornithogaster u otisku Zljezdanog Zeluca obojenog po Gramu



Slika 2. Dokaz M. ornithogaster u razmasku izmeta obojenog po Gramu

2.8. Profilaksa i lijeCenje

Tocan nacin prijenosa uzrocnika nije poznat. Mogué¢ je prijenos izmetom te hranjenjem
mladunaca iz kljuna roditelja. Stoga je nuzno temeljito mehanicko ¢is¢enje kaveza, pojilica i
hranilica (HOPPES, 2012.).

Pticama oboljelima od megabakterioze preporucuje se hrana bez dekstroze, fruktoze ili

galaktoze.
Danas na trziStu postoji nekoliko lijekova s kojima se ova bolest moZe suzbijati.

Najbolji rezultati postizu se amfotericinom B, nistatinom, primjenom niskih doza

antigljivi¢nih sredstava te natrijevim benzoatom (BRADLEY i sur., 2005.).

Ljekoviti pripravci se koriste najceSée putem vode za pice ili p.o.. Amfotericin B je Cisti

produkt te se od njega radi suspenzija (BRADLEY i sur., 2005.).



Nistatin daje dobre rezultate kad se primjenjuje u vodi za pic¢e u dozi od 3,500,000 U/l 2 dana
te nakon toga 2,000,000 Ul/I kroz 28 dana (KHEIRANDISH i sur., 2011.).Ova studija se
provela u dobro kontroliranim uvjetima u kojima je, nakon tretiranja, skupina ptica bila

zrtvovana i dokazano slobodna od infekcije.

Natrijev benzoat prevenira rast M. ornitogaster in vitro. Ipak, lijek se mora Koristiti sa

oprezom jer moze uzrokovati trovanje (BRADLEY i sur., 2005.).

Budu¢i da je luznati mediji pogodan za razvoj M. ornithogaster pozeljno je zakiseliti zeludaci
to jabu¢nim octom, obi¢nim octom ili limunovim sokom i to prema posebnoj uputi veterinara

ili davati probiotike, kao §to su Lactobacillus spp.

Vaznu ulogu imaju i biosigurnosne mjere, naro¢ito kontinuirana i temeljita dezinfekcija, kako
bi se Sto viSe smanjio prijenos bolesti u uzgojima ali i sa kavezno drzanih ptica na divlje ptice
(MOORE i sur., 2001.).



3. MATERIJALI | METODE

3.1. Uzorci fecesa i postupak izdvajanja DNA

Za izdvajanje DNA koriSteni su uzorci fecesa ukrasnih ptica iz uzgoja i trgovina arhivirani na
Zavodu za bolesti peradi s klinikom. Sukladno laboratorijskom postupku ukupna DNA je
izdvojena primjenom kita GenElute™ Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma
Aldrich, Njemacka) prema naputku proizvodaca. Nakon izdvajanja ukupna DNA cuvala se na

— 20 C do analize.

3.2. Koristene pocetnice i PCR reakcija

Za dokaz gljive M. ornithogaster koristene su opisane pocetnice (TOMASZEWSKI i sur.,
2003.) koje umnazaju dio genoma 18S rDNA:

F: GGACTTATATTACTAGTCAGATGG
R: CAATACGCCTGCTTTGAACACTC

Primjenom kita GoTaq® G2 Hot Start Green Master Mix (Promega, Njemacka) i specifi¢nih
pocetnica u PCR reakciji je umnozen produkt veli¢ine 163 bp prema naputku proizvodaca i
autora (TOMASZEWSKI i sur., 2003.). Nakon PCR reakcije produkt je vizualiziran na 1,5%
agaroznom gelu uz koristenje SYBR Safe DNA Gel Stain (Thermo Fisher Scientific,

Njemacka) primjenom transiluminatora s UV svjetlom.



Slika 3. Vizualizacija PCR produkta veli¢ine 163 bp na 1,5 % agaroznom gelu (M- marker; 1,
3,4,14, 15, 16, 18, 22, 24, 27 - pozitivni uzorci)



4. REZULTATI

Analizirano je ukupno 97 uzoraka, od ¢ega je 50% bilo porijeklom iz uzgoja ptica, a ostatak iz
trgovina za kuéne ljubimce. Uzorci su skupljani u periodu od 2010. do 2015. godine.

U 2010. godini bilo je 26 uzoraka uz 2 pozitivna uzorka na M. ornithogaster (Tablica 1).

Tijekom 2011.g. analizirano je 13 uzoraka od kojih su 4 pozitivna; 2012.g. 16 uz 2 pozitivna,
2013.g. 16 uz 5 pozitivnih, 2014.9. 9 uz 3 pozitivna te 2015.9. 17 uz 6 pozitivnih uzoraka
(Slika 4).

Rezultati tako pokazuju kako je sveukupno 22 (22,68%) uzorka bilo pozitivnho na
megabakterije, od ¢ega je 15 (15,4%) bilo od uzoraka dostavljenih iz trgovina za kuéne

ljubimce te 7 (7,2%) od uzgajivaca ptica (Slika 5).

Tablica 1. Broj pretrazenih i pozitivnih uzoraka na M. ornithogaster po godinama.

GODINA BROJ PRETRAZENIH UZORAKA BROJ POZITIVNIH UZORAKA
2010 26 2
2011 13 4
2012 16 2
2013 16 5
2014 9 3
2015 17 6
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ku¢énih ljubimaca na M. ornithogaster.
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5. RASPRAVA

Megabakterioza je akutna gljivicna infekcija s M. ornithogaster, tesko izljeCiva te u
poodmaklom stadiju ¢esto sa smrtnim ishodom.

Ranije se nije pridavalo previse vaznosti ovoj bolesti. Danas se zna da je to bolest koja se
pojavljuje u uzgojima ptica i trgovinama kuénim ljubimcima odnosno podrué¢jima sa velikim
brojem skupno drzanih ptica.

Najvec¢i problem je Sto Cesto inficirana ptica ne pokazuje simptome bolesti, a prenosi
uzrocnika. Bolest je ¢esto kronicnog tijeka pri ¢emu ptice postepeno mrSave ali imaju izrazen
apetit.

Vecina infekcija dolazi putem fekalno oralne kontaminacije od strane bolesnih ili subklini¢ki
zarazenih ptica.

Dosadasnja istrazivanja pokazala su veliku ucestalost M. ornithogaster u uzgojima tigrica
(FILIPPICH i HERDRIKZ, 1998.) s ciljem eliminiranja uzro¢nika iz uzgoja. Pokazalo se da
je jedini nacin uspostave uzgoja slobodnog od megabakterija koristenje ptica porijeklom od
umjetno inkubiranih jaja i ruéno hranjenih (HOPPES, 2018.).

S obzirom na visoku pojavnost megabakterioze u ptica kuénih ljubimaca pacijenata
Ambulante, cilj naSeg istrazivanja bio je pokazati ucestalost pojavljivanja u uzgojima i
trgovinama, mjestima najcesc¢eg Sirenja medu pticama, kao i vaznost prevencije same bolesti.
Primjena PCR metode pokazala se metodom izbora buduci je u svrhu monitoringa moguce
brzo i jednostavno pretraziti velik broj uzoraka, a osjetljivost metode je znacajno veca u
odnosu na dijagnostiku pretragom obojenih razmazaka izmeta. Nasi rezultati samo su
pokazatelj da ova bolest ima visoki stupanj rasprostranjenosti u uzgojima ptica i trgovinama
za kuéne ljubimce na cijelom podrucju Republike Hrvatske, kao mjestima lakog 1 ucestalog
Sirenja. Upravo zbog tog visokog stupnja rasprostranjenosti potreban je stalan monitoring,
bolja terapija, temeljito mehanicko ¢iscenje kaveza, pojilica i hranilica odnosno poboljsanje

biosigurnosnih mjera u trgovinama kuénih ljubimaca, a narocito u uzgojima.

12



6. ZAKLJUCCI

1. PCR metoda pretragom DNA podrijetlom od uzoraka fecesa ptica omogucuje brz,

jednostavan i u¢inkovit dokaz uzro¢nika M. ornithogaster
2. Rezultati pokazuju znacajnu zarazenost uzgoja i trgovina pticama kuénim ljubimcima.

3. Potreban je konstantan monitoring ptica i poboljsanje biosigurnosnih mjera u uzgojima i

trgovinama pticama kuénim ljubimcima te bolje moguénosti terapije ptica.
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8. SAZETAK

Infekcija gljivom iz skupine askomiceta Macrorhabdus ornithogaster, cesto nazvana
megabakterija, uzrokuje izrazito tesku bolest u razliitih vrsta ptica kuénih ljubimaca. Glavni
izvor bolesti su zarazene ptice. Mnoge ptice nikad ne pokazuju znakove bolesti, ali zato
konstantno Sire uzroc¢nika. Klinicki znakovi ove bolesti su nespecifi¢ni i upucuju na kronic¢nu
bolest. Kroni¢na infekcija i upala zljezdanog Zeluca uzrokuje krvarenje u probavnom traktu,
bezvoljnost i smrt. Uzro¢nik se fecesom $iri na druge ptice. lako se moze dijagnosticirati na
vrijeme, koriStenje antimikotika ili antiseptika terapijski moze biti upitno. Ucestalost

pojavljivanja megabakterioze u ptica ku¢nih ljubimaca u Hrvatskoj je visoka.

Cilj ovog istrazivanja je utvrditi ucestalost ove gljivice u uzgajivaca ptica i1 trgovinama za

kuéne ljubimce, odnosno na mjestima najvece stope prijenosa.

Koristili su se DNA uzorci podrijetlom iz fecesa ptica ¢uvani u arhivi Zavoda. Feces se
skupljao od ptica u uzgojima te ptica u trgovinama za kué¢ne ljubimce u periodu od 2010. do
2015. godine.

Rezultati su pokazali kako je sveukupno 22 (22,68%) uzorka bilo pozitivno na megabakteriju,
od ¢ega je 15 (15,4%) bilo od uzoraka dostavljenih iz trgovina za kué¢ne ljubimce te 7 (7,2%)

od uzgajivaca ptica.

Ovi rezultati samo su pokazatelj da ova bolest ima visoki stupanj rasprostranjenosti kako u
uzgojima ptica tako i u trgovinama za kuéne ljubimce. Upravo zbog tog visokog stupnja
rasprostranjenosti potreban je stalan monitoring, bolja terapija, no naglasak je na poboljsanju

biosigurnosnih mjera u trgovinama kuénih ljubimaca a narocito u uzgojima.

Kljuéne rijeci: Macrorhabdus ornithogaster, megabakterija, PCR, monitoring
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9. SUMMARY

Isolation and molecular characterisation of fungus Macrorhabdus

ornithogaster in pet bird breeding flocks in Republic of Croatia

Macrorhabdus ornithogaster, often referred to as megabacteria, is a fungal infection, causing
extremely severe disease in various bird species. The main source of microorganism is
infected bird. Many birds never show signs of disease but are constantly spreading agents.
Clinical signs of this disease are nonspecific and point to chronic illness. Chronic infection
and inflammation of the glandular stomach causes bleeding in the digestive tract, lethargy and
death. The microorganism spreads via faeces to other birds. Although it can be diagnosed in
time, the use of antimitotic or antiseptic in therapy may be questionable. The frequency of

occurrence of the megabacteria in pet birds in Croatia is high.

The aim of this study is to determine the frequency of this fungus in pet bird breeding flocks
and pet shops, places of the highest transfer rates.

We used DNA samples isolated from the pet bird faeces stored at the archive of the
Department. Faeces have been sampled from bird breeding flocks and pet stores in the period
from 2010 to 2015.

The results showed that 22 (22.68%) of 97 samples were positive for the Macrorhabdus
ornithogaster, out of which 15 (15.4%) were samples delivered from pet stores and 7 (7.2%)
from bird breeding flocks. These results indicate that this disease has a high incidence and
possibility of spread both in bird breeding flocks and in pet stores. Due to this high level of
distribution, constant monitoring and better therapy are needed, but the emphasis have to be

on improving biosecurity measures in pet shops, and particularly in breeding flocks.

Keywords: Macrorhabdus ornithogaster, megabacteria, PCR, monitoring
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