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Kratice

MS — Mycoplasma synoviae

MG — Mycoplasma gallisepticum

MM — Mycoplasma meleagridis

MI — Mycoplasma iowae

PCR — Lancana reakcija polimerazom (engl. Polymerase Chain Reaction)
ELISA — Imunoenzimni test (engl. Enzyme-linked Imunosorbent Assay)
SPA — Test serumske aglutinacije (engl. Serum Plate Agglutination Test)

IHA — Inhibicija hemaglutinacije
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1. UVOD

Bakterija Mycoplasma synoviae (MS) predstavlja jednu od najces¢ih bakterija
izdvojenih na farmama kokoSi nesilica koja se u jatu prenosi vertikalno ili horizontalno.
Infekcija bakterijom MS najcesce se javlja kao subklini¢ka infekcija gornjeg diSnog sustava te
moze znacajno smanjiti kvalitetu jaja i narusiti zdravlje i proizvodnost jata (FERGUSON-
NOEL i sur., 2020.). Istrazivanje provedeno u Europi i Hrvatskoj pokazuje visoku prevalenciju
ove bakterije na farmama kokosi nesilica od preko 80% (HORVATEK TOMIC i sur., 2018.;
GOTTSTEIN 1 sur., 2023.). Posebno veliki problem predstavljaju farme s viSe dobnih skupina
(KLEVEN, 2008.), sto je ¢est slu¢aj upravo kod farmi nesilica konzumnih jaja. S ciljem drzanja
ove zaraze pod nadzorom, iznimno su vazne biosigurnosne mjere te kontinuirana kontrola
uzro¢nika kako bi se pristupilo terapiji u slucaju klinicke manifestacije, ili cijepljenju pilenki u
uzgoju. Vrlo vrijednim za monitoring pokazao se dokaz specifi¢nih protutijela u serumu ELISA
testom, kao 1 primjena molekularnih metoda, poput lan¢ane reakcije polimerazom u stvarnom
vremenu (engl. Real Time PCR) za dokaz i kvantifikaciju specifi¢nog odsjecka genoma. Buduci
da je jednom zaraZeno jato uvijek zaraZeno, cilj ovog istraZivanja je utvrditi odnose titra
specificnih protutijela u serumu i kvantifikacije specificnog odsjecka genoma iz obrisaka
dusnika iste jedinke u razli¢itih dobnih skupina kokosi nesilica. Procjenom razine imunosti i
izlu€ivanja uzro¢nika, dobio bi se uvid u opseznost kontaminacije okoliSa, utvrdio nacin

uzorkovanja, s ciljem poboljSanja biosigurnosnih mjera na farmama.



2. PREGLED REZULTATA DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2.1. Mikoplazmoza peradi

Mycoplasma spp. skupina je bakterija iz razreda Mollicutes karakterizirane malim
genomom, nedostatkom stanicne stijenke te specificnim uvjetima za rast (KLEVEN, 2008.).
Vise od 20 vrsta mikoplazmi izolirano je iz ptica kao domacina, od kojih se Cetiri vrste smatraju
patogenima u peradi. M. gallispeticum (MG), M. synoviae (MS), M. meleagridis (MM) 1 M.
iowae (MI) mogu uzrokovati znaCajne probleme na respiratornom sustavu i sinovijalnim
membranama, uz smanjenu kvalitetu i proizvodnju jaja, a moguci su uzrocnici i smrtnosti
zametaka, neuroloskih problema te problema s kosturom (FERGUSON-NOEL i sur., 2020.).
Vrsta mikoplazme koja joS uvijek uzrokuje probleme diljem svijeta, neovisno o stupnju razvoja
peradarske proizvodnje, jest MS, Cesto kao podloga za niz sekundarnih bakterijskih zaraza

poput npr. kolibaciloze (LANDMAN, 2014.).

2.2. Mycoplasma synoviae

Bakterija Mycoplasma synoviae primarno se javlja u kokosi i purana, ali je infekcija
primijeCena 1 u fazana, jarebica, prepelica 1 patki. Zaraza s MS najceS¢e se ocituje kao
subklini¢ka infekcija gornjih disnih puteva, a potencijalni razvoj i jaCanje simptoma ovise i 0
prisutnosti drugih patogena, kao Sto su virus newcastleske bolesti, zaraznog bronhitisa,
influence itd. (KREIZINGER i sur., 2017.). U takvim uvjetima infekcija moze dovesti do upale
zracnih vredica i1 zaraznog sinovitisa (KLEVEN i FERGUSON-NOEL, 2008.), a uoceni su i
pad nesivosti te promjene izgleda i kvalitete ljuske jajeta, uz pad kvalitete jaja (FERGUSON-

NOEL 1 sur., 2020.). Sve navedeno dovodi do narusavanja zdravlja i proizvodnosti jata.

2.2.1. Prijenos

Horizontalno Sirenje odvija se preko diSnog sustava izravnim i neizravnim putem.
Izravni put podrazumijeva direktan kontakt izmedu zarazenih i zdravih jedinki, dok se neizravni
odnosi na kontaminaciju hrane, vode 1 okolisa te putem Covjeka kao posrednika. Dokazano je
da MS na perju na sobnoj temperaturi opstaje od 2 do 3 dana te od 10 do 21 dan u suhim

uvjetima na 20 °C (MAROIS i sur., 2005.).



Vertikalno ili transovarijalno Sirenje odnosi se na Sirenje preko jaja i smatra se najvaznijim za

prvobitnu infekciju bakterijom MS (GOTTSTEIN i sur., 2023.).

2.2.2. Problematika viSe dobnih skupina

Zahvaljuju¢i mehanizmima za izbjegavanje imunoloSkog sustava, kao Sto je ekspresija
specificnog povrSinskog glikoproteinskog gena, jednom zarazeno jato ostaje dozivotno
zarazeno 1 postaje rezervoar uzroc¢nika (KLEVEN, 2008.).

Iako je vrijeme prezivljavanja mikoplazme izvan domacina kratko, postojanje viSe
dobnih skupina jedinki na istoj farmi omogucuje kontinuirano Sirenje uzrocnika i njegov
opstanak na farmi. Ovaj problem je vrlo ¢est na farmama kokosi nesilica lake linije, na kojima
obi¢no postoje minimalno 3 dobne skupine kako bi se osigurala kontinuirana godiS$nja
proizvodnja, koje su u proizvodnji duzi period, obi¢no barem godinu dana, a objekti su najcesce

medusobno povezani trakama za sakupljanje jaja (DUFOUR-GESBERT i sur., 2006.).

2.2.3. Klinic¢ka slika

Prvi znakovi zaraze s bakterijjom MS su blijedoplavkasta krijesta, usporen rast i
hromost, dok neke ptice pokazuju i tendenciju sjedenja. TeZe pogodene ptice su mrSave,
depresivne 1 moZe ih se naci kako odmaraju kraj hranilica i pojilica. Mnoge od njih ipak ¢e 1
dalje jesti i piti ukoliko ih se stavi blizu hrane i vode. Cesto je prisutna i zelena diskoloracija
izmeta s pove¢anom koli¢inom urata (LOCKABY 1 sur., 1998.). Sko¢ni zglobovi i stopala su
oteceni, 1ako se otekline mogu javiti i na drugim zglobovima, ili pak u potpunosti izostati (Slike
1 12). Patomorfoloski u zglobovima i oko tetiva moZe se naci viskozni eksudat zute do sivkaste
boje (Slika 3), zajedno s hepatosplenomegalijom te proSaranim, povecanim i blijedim
bubrezima (KLEVEN, 2008.). Kako bolest napreduje, u zglobovima i ovojnicama tetiva moze
se naci kazeozni eksudat koji se potom Siri u misi¢e i zracne vrecice. Moguca je i pojava
sternalnog burzitisa (LOCKABY i sur., 1999.).

Simptomi diSnog sustava jednaki su infekciji s MG, ali blazi, a u sinergiji s drugim
patogenima (IB, ART, itd.) razvija se upala zranih vrecica koja se jaCe ocituje u zimskim

mjesecima (KLEVEN i sur., 1972.).



Moguca je pojava pada nesivosti uz promjene kvalitete 1 izgleda apeksa ljuske jaja u
vidu promjene boje i teksture, povecane prozirnosti, deformacija i lakSeg pucanja (FEBERWEE

i sur., 2009.) (Slika 4).

Slika 1. Oteklina jastuci¢a stopala i sko¢nih zglobova u kokoSi zaraZene s bakterijom M.
synoviae

(Izvor: https://www.msdvetmanual.com/poultry/mycoplasmosis/mycoplasma-synoviae-
infection-in-poultry)

Slika 2. Oteklina sko¢nog zgloba u purana zaraZzenog s bakterijom M. synoviae

(Izvor: https://www.msdvetmanual.com/poultry/mycoplasmosis/mycoplasma-synoviae-
infection-in-poultry)



Slika 3. Oteklina sko€nog zgloba s viskoznim Zutim eksudatom u zglobu i oko tetiva u purana
zarazenog s bakterijom M. synoviae

(Izvor: https://www.msdvetmanual.com/poultry/mycoplasmosis/mycoplasma-synoviae-
infection-in-poultry)

Slika 4. Deformacije jajne ljuske u kokosi nesilica zarazenih s bakterijom M. synoviae

(Izvor: https://www.nadis.org.uk/disease-a-z/poultry/diseases-of-farmyard-poultry/part-1-
mycoplasmosis/)



2.2.4. Prevencija

Kontrola i sprecavanje Sirenja mikoplazmoze u peradi uklju¢uju nekoliko bitnih
¢imbenika: biosigurnosne mjere, dijagnostiku, lijecenje i cijepljenje (KLEVEN, 2008.).
Biosigurnosne mjere imaju vaznu ulogu i njihovo strogo provodenje je nuzno na svim farmama
kokosi nesilica (KLEVEN, 2008.). Kako bi mogli potvrditi ucinkovitost provedenih
biosigurnosnih mjera koristimo dijagnosticke postupke, u slucaju zaraze s MS najcesce
koristimo ELISA ili gPCR metodu.

LijeCenje moze biti vrlo korisno u sprjeCavanju klinickih znakova i ekonomskih
gubitaka, ali ne moze u potpunosti eliminirati infekciju u jatu pa se ne smatra zadovoljavaju¢im
dugotrajnim rjeSenjem (KLEVEN, 2008.).

Na farmama na kojima odrzavanje jata slobodnim od infekcije nije moguce, cijepljenje
se pokazalo kao najbolja opcija kontrole zaraze. Najboljim izborom u tu svrhu pokazalo se zivo

atenuirano MS-H cjepivo (KLEVEN, 2008.).

2.2.5. Dijagnostika i monitoring

Dijagnoza zaraze bakterijom MS zasniva se na dokazivanju specifi¢nih protutijela i/ili
patogena. Specificna MS protutijela dokazuju se provodenjem seroloskih metoda u koje
ubrajamo serumsku aglutinaciju (SPA), inhibiciju hemaglutinacije (IHA) 1 imunoenzimski test
(ELISA) (EWING 1 sur., 1996.), dok se za dokaz MS patogena provode uzgoj u kulturi ili

odredivanje postojanja specifi¢nih nukleinskih kiselina PCR metodom.
a) Seroloske metode

Seroloski testovi koji se najcesce koriste u dijagnostici zaraze s MS su SPA, IHA 1 ELISA
(OIE, 2018.).

SPA test je brz, jednostavan i jeftin, a MS antigeni su komercijalno dostupni. Izvodi se
mijeSanjem uzorka seruma 1 MS antigena u jednakim koli¢inama, dok se u MS antigen dodaje
boja u svrhu poboljSanja vidljivosti reakcije. Dobra osjetljivost SPA testa temelji se na dokazu
[gM protutijela, proizvedenih u ranoj fazi infekcije, dok se glavnim nedostatkom smatra niska
specifi¢nost ovog testa.

THA test pokazuje vecu specifi¢nost, ali 1 nizu osjetljivost u odnosu na SPA test. Njegovom

se primjenom dokazuju IgY protutijela, nastala u kasnijoj fazi infekcije, Sto znaci da su za



njihovu detekciju potrebna barem tri tjedna. IHA se najCeS¢e provodi kako bi se potvrdili
pozitivni rezultati (KABOUDI i JBENYENI, 2019.).

S ciljem poboljsanja specificnosti SPA testa i osjetljivosti IHA testa, razvijena je ELISA,
kojom se dokazuju sva stvorena specificna protutijela (HIGGINS 1 WHITHEAR, 1986.;
OPTIZ, 1983.).

S obzirom na ¢injenicu da su pri primjeni seroloskih testova moguce unakrizne reakcije MS
s drugim vrstama mikoplazmi i posljedi¢no tome lazno pozitivni rezultati, ove se metode
uglavnom koriste za postavljanje preliminarne dijagnoze i provodenje monitoringa, dok je
definitivhu dijagnozu potrebno ustanoviti izolacijom 1 identifikacijom wuzrocnika, ili

molekularnim metodama (KABOUDI i JBENYENI, 2019.).

b) Uzgoj 1 identifikacija

lako se uzgoj i identifikacija uzro¢nika smatraju valjanom metodom potvrde konacne
dijagnoze, proces je dugotrajan. Na pojavu prvih kolonija moze se Cekati ¢ak i do 4 tjedna, a
moze doci i do prerastanja s drugim vrstama mikoplazmi, §to ovu metodu €ini neprakticnom za
svakodnevnu primjenu u postavljanju dijagnoze MS (FERGUSON-NOEL 1 WILLIAMS,
2015.).

c) Molekularne metode

Zbog nedostataka prethodno navedenih metoda, primjena molekularnih metoda predstavlja
znacajan napredak u dijagnostici zaraze bakterijom MS.

Lancana reakcija polimeraze (PCR) brza je, preciznija i1 sigurnija metoda, koju
karakteriziraju visoka specificnost i osjetljivost, zbog Cega predstavlja alternativu prethodno
koriStenim metodama. Posebno vrijednom metodom pokazala se lancana reakcija polimerazom
u stvarnom vremenu (engl. Real Time PCR) za dokaz i kvantifikaciju specificnog odsjecka
genoma u analiziranom uzorku. Prednost primjene PCR metode je i moguénost dokaza
postojanja koinfekcija s drugim vrstama mikoplazmi i drugim uzro¢nicima diSnih bolesti peradi

(IB, pti¢ji metapneumovirus) (KABOUDI 1 JBENYENI, 2019.).



2.3. Biosigurnosne mjere

Intenzivna peradarska proizvodnja podrazumijeva smjestaj velikog broja Zivotinja na
malom prostoru, ¢ime se ostvaruje predispozicija za razvoj rizika od razlicitih oboljenja koja se
relativno brzo Sire jatom 1 na taj nacin prijete ne samo naruSavanju dobrobiti Zivotinja, nego i
odrzivosti proizvodnje (MATKOVIC i sur., 2013.). U svrhu oéuvanja zdravlja i proizvodne
sposobnosti zivotinja te odrzavanja kvalitete proizvoda zivotinjskog podrijetla, obavezno je
provodenje biosigurnosnih mjera na farmama kokosi nesilica i u pakirnom centru za jaja.

Biosigurnosne mjere podrazumijevaju postupke ¢ijom se provedbom smanjuje rizik od
uvodenja 1 Sirenja uzro¢nika bolesti. Uklju¢uju odrZavanje cistoe, smanjenje mikrobne
kontaminacije i nadzor insekata, glodavaca, ptica i drugih Zivotinja koje mogu biti posrednici
zaraznih bolesti. Vrlo je vazan i nadzor kontrole kretanja zaposlenika, vozila i posjetitelja te

prikladno zbrinjavanje nusproizvoda Zivotinjskog podrijetla (Slika 5).

How Poultry Disease Spreads

USDA United States Department of Agriculture Disease Alert Number The US Depantment of Agriculture is an equal
Animal and Plant Health inspection Service APHIS 91-55-66 opportundy provider and employer
issued June 2002

Slika 5. Putovi 1 izvori Sirenja infekcije na farmama kokosi nesilica

(Izvor: https://www.inpoultry.com/module-4-basic-biosecurity-for-your-flock)



2.3.1. Lokacija farme i izgradnja peradarskih objekata

Pri odabiru lokacije za izgradnju peradarske farme trebala bi obratiti paznja na nekoliko
stavki. Prostor farme trebao bi biti izoliran od naseljenog podrucja i barem 3 kilometra udaljen
od drugih peradarskih farmi, ili farmi drugih vrsta Zivotinja. Preporucuje se primjena iste
udaljenosti i od vecih prometnica koje bi mogle sluziti prijevozu peradi.

Podrucje farme mora biti jasno ogradeno kako bi se mogao kontrolirati ulazak i izlazak
zaposlenika, vozila i posjetitelja s farme. Vegetacija oko farme mora biti minimalna i uredno
odrzavana.

Prilazni putovi i putovi unutar farme moraju biti dovoljno §iroki i od ¢vrstog materijala,
Sto ukljucuje i Sljunak, a povrsina ispred svakog objekta trebala bi biti betonirana ili asfaltirana.
Te karakteristike ne samo da olakSavaju kretanje vozila, nego ¢ine putove pogodnima za
¢iS¢enje i pranje (AVIAGEN, 2018.).

Zidne povrSine objekta trebaju biti prekriveni materijalom koji nije Stetan po zdravlje
Zivotinja, a pogodan je za jednostavno ¢iS¢enje, pranje i dezinfekciju. Pod treba biti betonski,

takoder u svrhu lakseg ¢iS¢enja i odrzavanja (AVIAGEN, 2018.).

2.3.2. Sprjecavanje unoSenja i Sirenja uzro¢nika preko covjeka

Ulaz na farmu mora se strogo kontrolirati i ograniciti na zaposlenike, dok se o svim
posjetiteljima mora voditi evidencija s datumom ulaska 1 izlaska te razlogom posjeta. Na ulasku
na farmu mora biti postavljena dezbarijera za vozila i ljude, kao 1 na ulasku u svaki objekt. Prije
uranjanja obuce u dezbarijeru potrebno je s nje ukloniti organski materijal (PRUKNER
RADOVCIC i sur., 2017.). Mora se osigurati i osoba koja ée biti zaduZzena za odrzavanje

dezbarijera, Sto ukljucuje njihovo redovito praznjenje i ¢iS¢enje.
U najcesc¢e koriStene dezinficijense ubrajaju se:

- Kvarterni amonijevi spojevi
- Proizvodi na bazi klora

- Jodofori, fenoli, formaldehid (plinjenje) (MATKOVIC i MATKOVIC, 2006.)
Primjer izrade radne otopine koja se koristi za izradu dezbarijere na ulazu u farmu ili objekte:

1. Ecocid/Virkon : U kanistar s 10 litara vode stavimo 100 grama sredstva i promuckamo.

Treba paziti da Ecocid/ Virkon u prahu uvijek bude uz svaku dezbarijeru u zatvorenoj i
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oznacenoj posudi jer inac¢e gubi ucinkovitost. Uz dezbarijeru uvijek mora biti i kanistar
od minimalno 10 litara aktivne radne otopine.

2. Virocid (koncentrirani dezinficijens na bazi kvarternih amonijevih spojeva):
Kanistar od 5 litara + 50 ml sredstva
Kanistar od 10 litara + 100 ml sredstva
Kanistar od 20 litara + 200 ml sredstva
3. Kickstart (peroksidni dezinficijens):
Kanistar od 10 litara + 100 ml sredstva
Kanistar od 20 litara + 200 ml sredstva

4. Viroguard (tekuci dezinficijens baziran na osnovi glutaraldelhida i kationskog tenzida):

koristi se samo za dezinfekciju na ulazu kao koncentrat koji pumpa sama dozira

Izmjena svake ulazne dezbarijere provodi se minimalno svaki dan (farma, Stale, sortirnica),
osim ako nije propisano i ¢esce.

Posjetitelje se mora upoznati s mjerama biosigurnosti te na farmu mogu u¢i tek nakon $to
su obavili dezinfekciju, a kretanje im je dozvoljeno tek nakon oblacenja zastitne odjece 1 obuce
koja podrazumijeva jednokratna zaStitna odijela, mreZice za kosu i1 nazuvke. Kretanje je
dopusteno samo uz ovlaStenu osobu. Upozorenja vezana za biosigurnost nalaze se na samom

ulazu na farmu (Slike 6 1 7).
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Slika 6. Prikaz biosigurnosnih upozorenja na ulazu na farmu (Foto: D. Vidas)

Slika 7. Detalji biosigurnosnih upozorenja na ulazu na farmu (Foto: D. Vidas)

Potrebna je organizacija kretanja zaposlenika na farmi s ciljem minimalizacije nepotrebnog i
nekontroliranog kretanja unutar farme. Takoder, na farmama s viSe dobnih skupina, bitno je
paziti na pravilan redoslijed kretanja. Prvo se ulazi u objekte s najmladom peradi, a na kraju u
objekte u kojima je smjeStena perad pod sumnjom na odredenu bolest, ili ona kod koje je bolest

veé potvrdena (PRUKNER RADOVCIC i sur., 2017.).
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Svi zaposlenici prije ulaska na farmu moraju dezinficirati ruke i obucu. Potrebno je
osigurati posebnu odjecu i obucu za rad sa zivotinjama u objektima, dok je njeno iznoSenje i
izlazak s farme zabranjen. Za presvlacenje u istu odje¢u mora postojati garderoba u kojoj se
odvajaju &ista i nedista odjeca, a po potrebi se osigurava i prostor za tusiranje (VUCEMILO,
2008.).

Ruke je potrebno prati i dezinficirati prije ulaska te nakon izlaska iz svakog objekta. Pri
ulasku u objekt treba nastojati minimalizirati unos vanjskih patogena, zbog cega je korisno
prostor razdijeliti na Cisti 1 ne€isti. U tu se svrhu, prije kontakta s peradi, provodi ,,.Danish
entrance* model (Slika 8). Pri ulasku u necisti prostor ¢izme se uranjaju u dezbarijeru, nakon
cega se skidaju, zajedno s necistom odje¢om. Ruke se dezinficiraju i prelazi se na klupu koja
predstavlja liniju razdvajanja izmedu dva prostora. Oblaci se ¢ista odjeca i obuca, nakon cega

se ulazi u objekt sa zivotinjama (JANNI, 2017.).

DIRTY and CLEAN sides

Slika 8. ,,Danish entrance® model

(Izvor: https://ew-nutrition.com/tag/poultry/?print=print-search)

Zaposlenici ne smiju u svom domacinstvu drzati domacu perad ili ukrasne ptice, niti smiju raditi

u bilo kakvoj drugoj peradarskoj proizvodnji.
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2.3.3. Provodenje dezinfekcije, dezinsekcije i deratizacije (DDD)

Intenzivna peradarska proizvodnja zahtijeva provodenje profilakticke dezinfekcije
nakon svakog proizvodnog ciklusa te za vrijeme odmora objekta. Prije same dezinfekcije,
obavezno je pristupiti temeljitom c¢iS€enju jer, osim §to se njime uklanja znatan broj
mikroorganizama, postojanje vece koli¢ine organske tvari moZze znatno smanjiti ucinkovitost
dezinficijensa, ovisno o vrsti koristenog dezinficijensa (MATKOVIC i MATKOVIC, 2006.).

Prvo se pristupa suhom c¢is¢enju, kojim se fizicki uklanja sav materijal, poput gnoja,
stelje, perja, 1 to metenjem, izgnojavanjem 1 ispuhivanjem. Nakon toga, pristupa se mokrom
¢iS¢enju, Sto ukljucuje pranje povrsina i opreme vodom i deterdzentima ribanjem, ¢etkanjem i
visokotlaénim parnim uredajima (VUCEMILO, 2008.). Deterdzente se mora temeljito isprati,
a sve povrsine moraju biti Ciste i suhe prije pocetka dezinfekcije (Slika 9).

Standardni operativni postupak dezinfekcije objekata na farmi je sljedeci:

- Objekt se prije dezinfekcije mora osusiti, a svi ulazi i izlazi zraka moraju se zastititi.

- Dezinficira se pomoc¢u termalnog zamagljivac¢a (ULV) u koji se stavi radna otopina
odabranog dezinficijensa.

- Radna otopina: na svakih 1000 m> prostora u objektu koristi se, primjerice, 1 litra

Virocida, 1 litra propylen glycola i 3 litre vode.

Potrebno je voditi evidenciju svakog objekta u koju se upisuje datum podmazivanja opreme,

¢iS¢enja 1 dezinfekcije.
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Slika 9. Shematski prikaz suhog, mokrog ¢iS¢enja i dezinfekcije

(Izvor: https://www.asian-agribiz.com/2020/08/28/improving-biosecurity-to-reduce-disease-

challenges-in-poultry-farms/)

Minimalni odmor objekata izmedu proizvodnih ciklusa mora iznositi 14 dana. Na farmama
s vise dobnih skupina nesilica nuzno je primjenjivati nacelo ,,all in-all out™ jer na taj nain
osiguravamo prekid lanca infekcije i smanjujemo mikrobioloSku kontaminaciju na farmi

(PRUKNER RADOVCIC i sur., 2017.).

2.4. Imunoprofilaksa

Ucinkovitom metodom prevencije MS na viSedobnim farmama kokosi nesilica pokazalo
se cijepljenje. lako u Republici Hrvatskoj ono nije zakonski propisano, na nekim se farmama
provodi kako bi smanjili pojavu i Sirenje uzro¢nika, za Sto se koristi zivo i temperaturno
osjetljivo MS-H cjepivo.

Izvorni MS terenski izolat atenuiran je kemijskom mutacijom i uzgajan na temperaturi
od 33 °C te odabran kao temperaturno osjetljiv t+ fenotip. Temperaturno osjetljivi klon odabran
za razvoj cjepiva identificiran je kao soj MS-H (MORROW i sur., 1998.). Zbog temperaturne

osjetljivosti MS-H soj se ne moZe Siriti vertikalno te je pogodan za cijepljenje rasplodnih jata.
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Primarno djelovanje MS-H cjepiva zasniva se na kolonizaciji sluznice gornjeg disSnog
sustava, ¢ime se stimulira lokalna imunost, a istovremeno se zauzimaju mjesta vezanja divljeg
soja. Navedeno cjepivo ima sposobnost postupnog istiskivanja divljeg soja s farme.

Dokazano je kako je MS-H cjepivo apatogeno i ne uzrokuje lezije gornjeg diSnog
sustava ni sinovijalnih Supljina, a takoder izostaju klinicki znakovi (MARKHAM i sur., 1998.a).

Cjepivo se primjenjuje okulonazalno, a moze se dodati i plava boja kako bi se provjerila
to¢nost aplikacije.

Jednokratna primjena cjepiva osigurava dozivotnu mukoznu stimulaciju, a preporuca se
u dobi izmedu 3 1 6 tjedana. Cijepljene jedinke ne bi trebale biti izloZene podrucju inficiranom
s MS barem tri tjedna nakon cijepljenja. Dokazano je i da je MS-H cjepivo sigurno za
istovremenu aplikaciju s cjepivima protiv drugih di$nih bolesti peradi, kao $to su MG i zarazni

bronhitis (IB) (MARKHAM i sur., 1998.b).
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Provodenje monitoringa

Monitoring bakterije MS proveden je na 9 jata na 4 farme kokosi nesilica u periodu od
jedne godine s ciljem kontrole prisutnosti MS koriste¢i dvije metode dijagnostike.
Biosigurnosne mjere provode se po prethodno opisanom postupku i svi djelatnici strogo i

kontrolirano ih se pridrzavaju.

3.2. Dijagnostika

Dokaz prisutnosti bakterije MS u jatu kokosi nesilica lake linije proveden je na dva
nacina. S ciljem uobicajene kontrole razine imunosti ELISA testom nakon prethodno provedene
imunoprofilakse dostavljeno je po 10 seruma po jatu. U svrhu dokaza razine titra specificnih
protutijela za bakteriju MS koristen je komercijalni ELISA kit MS ELISA (BioChek, Reeuwijk,
Nizozemska) prema uputi proizvodaca. Opticka gustoca je ocitana pri 405 nm na
spektrofotometru pQuant (Bio-Tek Instruments, SAD) te preraunata sukladno uputama. Od
istih jedinki u isto vrijeme uzet je i obrisak dusnika. Obrisci su po zaprimanju do daljnjeg
postupka cuvani na — 20 C. Iz obrisaka je izdvojena ukupna DNA primjenom komercijalnog
GenElute Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich, Co., St Louis, MO, SAD),
prema uputi proizvodaca, te je po izdvajanju provjerena koncentracija i ¢isto¢a izdvojene DNA
primjenom uredaja BioDrop (Cambridge, UK). U izdvojenoj DNA postupkom gPCR-a
dokazano je 1 kvantificirano prisustvo specificnih odsjecaka 16S—-23S rDNA ISR regije genoma
bakterije MS na uredaju Mx3005P (Stratagene, La Jolla, CA, SAD) primjenom specificnih
pocetnica 1 TagMan probe umnazaju¢i 16S-23S ISR regiju (F- ctaaatacaatagcccaaggcaa, R-
cctectttcttacggagtaca 1 proba- 5’FAM- agcgatacacaaccgcttttagaat-BHK1-3’) (RAVIV 1
KLEVEN, 2009). Za qPCR reakciju je koristen kit 2x GoTaq® Probe qPCR Master Mix
(Promega, Madison, WI, SAD) u ukupnom volumenu od 20 pL uz 5 pL DNA. S ciljem
kvantifikacije specificnih odsjecaka u istoj reakciji su analizirani uzorci poznate koncentracije
u triplikatu u tri razli¢ita deseterostruka razrijedenja. Dobivene Ct vrijednosti pri qPCR reakciji
su analizirane pripadaju¢im racunalnim programom MxPro qPCR Software (Stratagene, La

Jolla, CA, SAD).
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3.3. Statisticka analiza

Rezultati dobiveni analizama prvotno su testirani Kolmogorov-Smirnovljevim testom
kako bi se utvrdila normalnost raspodjele dobivenih vrijednosti. Vrijednosti ELISA titra u
serumu 1 broja kopija genoma bakterije MS testirane su Kruskall-Wallisovom analizom
varijance 1 sumom rangova, a razina korelacije izmedu ELISA titra i broje kopija genoma
testirana je Spearmanovim testom, primjenom racunalnog programa Statistica 13 (Tibco, SAD).

Vrijednosti su prikazane kao medijan, a testirane su na razini znacajnosti p<0,05.
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4. REZULTATI

Rezultati pretrage na titar specificnih protutijela i broj genoma MS prikazani su u Tablici

1. te Slikama 101 11.

Odnos titra specifi¢nih protutijela i broja kopija genoma analizom svih jata medusobno

pokazuje visoku razinu korelacije (R=0,61, P <0,0001) (Slika 10), Sto ukazuje da u prosjeku

visoki titar protutijela, znaci i visok broj genoma, odnosno mikoplazmi u dusniku.

No, analiza korelacije po jatima (Slika 11) pokazuje da jedino jato JP ima statisticki znacajnu

korelaciju, ali je vidljivo da jata s nizim titrom protutijela imaju i nizi broj kopija genoma.

Izuzetak je jato V2P, kod kojeg usprkos visokom titru protutijela nema prisutnih bakterija u

obrisku du$nika.

Tablica 1. Rezultati prosje¢nog ELISA titra specifi¢nih protutijela u serumu (medijan) i broj

MS genoma po qPCR reakciji (medijan) u obriscima traheje.

FARMA JATO DOB (tjedni) ELISA titar Broj kopija genoma
V2K 70 21695 2134
V2p 70 18382 0
1 V3K 21 14 0
V3p 21 11105 606
K3 19 1160 0
F1 42 16 0
? F2 48 771 4
3 KR 75 32710 12810
4 JP H2 80 24456 45679
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Slika 10. Korelacija ELISA titra specifi¢nih protutijela i broja kopija genoma (Spearman

R=0,61, P <0,0001)
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Slika 11. Prikaz prosjecnog ELISA titra specifi¢nih protutijela i1 broja kopija genoma u

pojedinim jatima (medijan).
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5. RASPRAVA

Bakterija Mycoplasma synoviae u intenzivnoj peradarskoj proizvodnji moze uzrokovati
probleme na respiratornom sustavu i sinovijalnim membranama, a najeSce se ocituje kao
subklinicka infekcija gornjeg diSnog sustava. U kokosi nesilica lake linije najvec¢i problem
predstavlja pojava pada nesivosti te abnormalnosti apeksa jajne ljuske koje znatno smanjuju
kvalitetu jaja i proizvodnost jata, posljedicno uzrokuju¢i potencijalno velike ekonomske
gubitke.

Jednom zarazeno jato s MS je uvijek zarazeno, pri ¢emu zaraza najceSce prolazi
asimptomatski (KLEVEN i FERGUSON-NOEL, 2008). No, zaraza s MS cesto predstavlja
podlogu za razvoj drugih zaraza, poput kolibaciloze (RAVIV 1 sur., 2007.), Sto znacajno
povecava gubitke nastale nakon zaraze. Upravo iz navedenog razloga iznimno je bitan
monitoring jata kako bi se utvrdilo prisustvo uzro¢nika u jatima te potreba i mogucénost njegove
kontrole (LANDMAN, 2014.). Rezultati provedenih monitoringa u Europi i Hrvatskoj
pokazuju da je prevalencija MS na farmama kokosi nesilica lake linije vrlo visoka, i preko 90
% (GOTTSTEIN 1 sur, 2023.), §to pokazuje na njezinu prisutnost i zadrZzavanje na farmama.
Mikoplazme vrlo kratko mogu prezivjeti izvan domacina, no problem predstavljaju farme s vise
dobnih skupina, najéesée tri, koje su u proizvodnji duzi period, $to je na farmama nesilica
uobicajena praksa. Navedeno omogucuje kontinuirano zadrZzavanje uzro¢nika na farmi i Sirenje
medu jatima (KLEVEN i FERGUSON-NOEL, 2008.). Cilj ovog istraZivanja bio je utvrditi
prevalenciju MS na farmama kokosi nesilica koriste¢i dva najces¢a dijagnosticka postupka,
ELISA dokaz titra specifi¢nih protutijela u serumu 1 dokaz uz kvantifikacije specificnog
odsjecka genoma iz obrisaka dusnika iste jedinke u razli¢itih dobnih skupina kokosi nesilica.
Primjena ELISA postupka naj¢e$¢i je oblik seroloSke dijagnostike koja ukazuje na imunosni
odgovor domacina te da je uzro¢nik ve¢ neko vrijeme prisutan u jatu, jer je za razvoj titra
potrebno nekoliko tjedana (KUO 1 sur., 2017.). No, postoje i lazno pozitivni rezultati, najcesce
kao posljedica zaraze nekom srodnom vrstom. Procjenom prevalencije i1 izlu¢ivanja uzro€nika,
moze se dobiti uvid u opseznost kontaminacije okoliSa, a s ciljem procjene epizootioloSkog
stanja i poboljSanja biosigurnosnih mjera na farmama.

S obzirom da se radi o permanentnoj zarazi, ocekuje se prisustvo visoke razine
specificnog titara protutijela u serumu, kao 1 prisustvo visokog broja kopija genoma u obrisku
dusnika, §to je i potvrdeno analizom svih jata medusobno. Analiza korelacije titra protutijela 1

broja kopija genoma u obrisku dusnika ima statisticki znac¢ajnu pozitivnu razinu korelacije
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(p<0,0001), sto upucuje na blisku vezu odnosa titra protutijela i broja genoma u dusniku, §to je
1 za oCekivati.

Promatra li se analiza korelacije po jatima, utvrdeno je da jedino jato JP ima statisticki znacajnu
pozitivnu korelaciju, uz visok titar protutijela 1 visoki broj kopija genoma. Kod drugih jata se
moze uociti da je uz nizi titar protutijela prisutan i nizi broj kopija genoma, ali nije statisticki
znacajno. Odstupanje je zabiljezeno kod jata V2P (Slika 11), koje pokazuje da usprkos visokom
titru protutijela nisu dokazane bakterije u obrisku dusnika. Jedan od mogucih uzroka ovakvih
rezultata moguce moze biti uzorkovanje. Istrazivanja su pokazala da je suhi obrisak dusnika
najbolji uzorak za dokaz mikoplazmi qPCR postupkom (FERGUSON-NOEL i sur., 2012.), pri
¢emu duze cuvanje na nepovoljnoj temperaturi moze dovesti do pada broja kopija genoma.
Idealno je odmah po uzorkovanju uzeti uzorak ¢uvati na hladnom te po dolasku u laboratorij
odmah izdvojiti DNA. No, pri uzimanju obriska dusnika, moze do¢i do pogreske pri kojoj
obrisak, umjesto dusnika, klizne u Zzdrijelo, ¢ime se na sluznici Zdrijela zahvati manji broj
bakterija. Moguéi problem moze nastupiti i pri izdvajanju DNA, no s obzirom da su svi uzorci
obradivani paralelno, a druga jata ne pokazuju ovako znacajnu razliku, problem pri izdvajanju
DNA u laboratoriju se moZe iskljuciti (FERGUSON-NOEL i sur., 2012.).

Jata koja pokazuju nizak titar protutijela i nizak broj kopija genoma najcesce su mlada
jata, kod kojih je zaraza u ranom fazi, a nastupa uslijed zarazavanja po dolasku na proizvodnu
farmu, budu¢i su uzgoji najcesce slobodni od MS. Jato F2 je jato koje je nakon mjesec dana od
prve kontrole pokazalo ve¢i broj kopija u dusniku, uz nizak titar, Sto govori o mogucoj ranoj
zarazi.

Jednom kada dode do infekcije s bakterijom MS, tesko ju je iskorijeniti. Upravo zbog
toga, potrebno je sprijeCiti ulazak uzro¢nika na farmu, Sto se postize pravilnim provodenjem
biosigurnosnih mjera. Dobro uspostavljena kontrola na farmama sprijecit ¢e ulazak i Sirenje
uzro¢nika medu jatima. Preporuca se obvezno tuSiranje prije ulaska na farmu, uz koristenje
jednokratne ili odjece 1 obuce samo za pojedini objekt/jato, uz obveznu dezinfekciju ruku pri
ulasku.

Provedbom monitoringa i1 dobivanjem rezultata prevalencije dobivamo uvid u
zarazenost jata $to nam je polazna osnova za pripremu daljnjih postupaka na farmi i smanjenja
oc¢ekivanih gubitaka uslijed drugih zaraza ili loSe kvalitete ljuske jaja (LANDMAN, 2014.). U
slucaju da je farma MS pozitivna moguce je zarazu ukloniti depopulacijom svih jata, §to je Cesto
koriStena mjera u rasplodnim jatima. Nakon uklanjanja izvora, ¢iS¢enja, dezinfekcije i odmora
svih objekata mikoplazme se ne mogu prenijeti na drugo jato. Potom kontrolu zaraze moguce

je provesti terapijom, $to je Cesto koriStena mjera u rasplodnim jatima, no rjede koriStena mjera
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u proizvodnji konzumnih jaja zbog karence antimikrobnih pripravaka i este pojave i Sirenja
rezistencije u drugih mikroorganizama. Danas je najces¢i oblik kontrole MS na farama
cijepljenje primjenom termo osjetljivog MS-H soja (MARKHAM i sur., 1998. b,c). Ovo cjepivo
osigurava trajnu zarazu gornjih diSnih prohoda te sprjecava ulazak i pasazu divljih sojeva uz
poticanje lokalne imunosti 1 nizak serumski titar specificnih protutijela. Uslijed navedenog
cjepivo se ne Siri vertikalno te omogucéava postupno istiskivanje divljih sojeva s farme
(MARKHAM i sur., 1998.b).

Bakterija MS se pokazala kao dobar bioindikator stanja i provedbe biosigurnosnih mjera na
farmi kokosi nesilica. Primjena kombinacije dijagnosti¢kih postupaka omogucit ¢e provedbu
monitoringa na optimalan nacin. Rezultati ELISA testa dokazom specifi¢nih protutijela sluze
kao standard za dokaz prethodne zaraze te sluze kao referenca za provedbu qPCR analize, dok
qPCR metoda sluzi za dokaz rane zaraze jata te moze ukazati na intenzitet Sirenja uzro¢nika na

farmi.
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6. ZAKLJUCCI

S ciljem kontrole prisutnosti MS na 4 farme kokosi nesilica proveden je monitoring kroz
godinu dana, pri ¢emu su se kao metode dijagnostike koristili ELISA test i gPCR. Temeljem

provedenog istrazivanja moze se zakljuciti slijedece:

- Analizom svih uzoraka iz 9 jata ustanovljena je visoka pozitivna razina korelacije
izmedu titra specifi¢nih protutijela za MS 1 broja kopija genoma u obrisku dusnika.

- Narazini pojedinih jata jedno je jato pokazalo statisticki znac¢ajnu pozitivnu korelaciju,
dok u drugim jatima nije dokazana znacajna statisticka korelacija, no visi titar je pratio
1 veci broj kopija genoma, kao 1 obrnuto, nizi titar protutijela znacio je i nizi broj kopija
genoma u obrisku dusnika.

- lzuzetak je jato sa visokim titrom protutijela i negativnim nalazom bakterija u obrisku,
$to moguce ukazuje na gresku prilikom uzorkovanja.

- Dokaz specifi¢nih protutijela ELISA testom sluZi kao dokaz prethodne zaraze jata te je
indikator za provodenje qPCR postupka, dok qPCR sluzi kao dokaz rane zaraze jata.

- Dobiveni rezultati potvrduju nuznost stalne kontrole na farmama u svrhu provedbe
propisanih biosigurnosnih mjera te potrebu za provedbom drugih profilakti¢ckih mjera,

poput cijepljenja, kako bi se provela zastita kontroliranih jata.
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8. SAZETAK

Poredbena analiza titra specifi¢nih protutijela u serumu i koli¢ine bakterije Mycoplasma
synoviae u obrisku dusnika s ciljem poboljSanja biosigurnosnih mjera na farmama kokosi

nesilica lake pasmine

Lucija Kurevija

Bakterija Mycoplasma synoviae na farmama kokosi nesilica moze uzrokovati pojavu bolesti
diS$nog sustava, promjena na sinovijalnim membranama te abnormalnost apeksa jajne ljuske i
time znatno smanyjiti proizvodnost jata i kvalitetu jaja, Sto moze dovesti do velikih ekonomskih
gubitaka. Sprjecavanje unosa 1 Sirenja uzro¢nika zasniva se na pravilnom provodenju
biosigurnosnih mjera. U tu je svrhu potrebno provoditi monitoring za koji najéesce koristimo
ELISA test i qPCR. Dokaz specifi¢nih protutijela ELISA testom sluzi kao dokaz prethodne
zaraze jata te je indikator za provodenje qPCR postupka, dok qPCR sluzi kao dokaz rane zaraze
jata. Provodenjem ovih metoda dobiva se uvid u kvalitetu provodenja biosigurnosnih mjera na
farmama. U ovom istrazivanju utvrdivao se odnos specifi¢nih protutijela u serumu i broja kopija
genoma u obrisku dusnika. Analizom rezultata svih jata medusobno dobivena je visoka
pozitivna razina korelacije izmedu titra specifi¢nih protutijela u serumu 1 broja kopija genoma
bakterije MS u obrisku duSnika. Na razini pojedinih jata statisticki znacajna pozitivna korelacija
prisutna je samo kod jednog jata, dok je kod drugih jata prisutna tendencija da je uz visi titar
prisutan veci broj, kao 1 uz nizi titar manji broj kopija genoma bakterije MS. Visi titrevi su
dokazani u starijih jata, dok je kod mladih jata obi¢no utvrden nizak titar 1 broj kopija genoma.
Izuzetak je jedno jato kod kojeg je uz visok titar prisutan negativan nalaz genoma, §to moze
ukazati na moguéi propust pri uzorkovanju. Utvrdeni rezultati ukazuju na potrebu za
kontinuiranim monitoringom MS na farmama uz jaCanje biosigurnosnih mjera i primjenu

cjepiva s ciljem istiskivanja divljih sojeva s farmi.

Kljucne rijeci: Mycoplasma synoviae, monitoring, ELISA, qPCR, biosigurnosne mjere
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9. SUMMARY

Comparative analysis of specific antibody titres in serum and quantity of Mycoplasma
synoviae bacteria in tracheal swabs with the aim of enhancing biosecurity measures on

layer hen farms

Lucija Kurevija

Bacteria Mycoplasma synoviae on layer hen farms can cause respiratory diseases, changes on
synovial membranes and abnormalities in the apex of the eggshell, and significantly reduce
flock productivity and egg quality, what can lead to significant economic losses. Preventing the
introduction and spread of the pathogen is based on proper implementation of biosecurity
measures. For this purpose, it is useful to conduct monitoring most often using ELISA tests and
qPCR. The evidence of specific antibodies via ELISA test serves as proof of previous flock
infection and as an indicator for conducting qPCR, while qPCR serves as evidence of early
flock infection. By implementing these methods, insight into the quality of biosecurity measures
on farms is obtained. This study aimed to establish the relationship between titre of specific
antibodies in serum and the number of genome copies of MS in tracheal swabs. Analysis of the
results from all flocks revealed a high level of positive correlation between them. On the flock
level significant positive correlation is present only in one flock, while in other flocks tendency
is present which shows that higher titres are followed by higher number of genome copies, and
vice versa. Usually higher titres are present in older, while lower titres in younger flocks.
Exception is present in one flock in which despite high ELISA titre no genome copies are
detected, what could be the error during the sampling. Achieved results confirm the need for
continuous monitoring of MS on layer farms with strengthening of biosecurity measures and

application of vaccines with the aim of elimination of wild strain from the farms.

Keywords: Mycoplasma synoviae, monitoring, ELISA, qPCR, biosecurity measures
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