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1. UvOD

Diljem svijeta ptice sve ¢es¢e postaju kucni ljubimcei, a posljedi¢no tome, nalazimo ih 1
kao pacijente u veterinarskim ambulantama. Njihove zdravstvene poteskoce vrlo su cesto
vezane uz neprikladno drzanje i ishranu, a rjede za bolesti zarazne ili nezarazne etiologije.
Ipak, neophodno je prepoznati njihovo fizioloSko zdravstveno stanje, poznavati normalnu

mikrofloru 1 na vrijeme uociti patoloSke procese.

Obzirom da o sastavu bakterijske mikroflore ptica kuénih ljubimaca, posebno vrsta roda
Enterococcus spp., kao i patogenima koje mogu ugroziti njihovo zdravlje, nema puno
literaturnih podataka, ovim istrazivanjem steci ¢e se detaljniji uvid u opce stanje i potencijalne

patogene bakterije vrste roda Enterococcus.

U svrhu utvrdivanja pojavnosti bakterija roda Enterococcus spp. obradit ¢e se rezultati
prikupljeni u BakterioloSkom laboratoriju Zavoda za bolesti peradi s klinikom Veterinarskoga
fakulteta SveuciliSta u Zagrebu, na nacin da ¢e se zabiljeziti nalaz spomenutih bakterija u
uzorcima prikupljenim od ptica kuénih ljubimaca razlicitih vrsta i dobi, zaprimljenih na

mikrobioloSku pretragu u spomenuti laboratorij.

Rezultati bakterioloSke pretrage izmeta, obrisaka Zdrijela, voljke i kloake ptica kuénih
ljubimaca doprinijet ¢e prikazu pojavnosti prisutnosti bakterija roda Enterococcus u zdravih

ili bolesnih ptica, te omoguciti uvid u raznolikost mikroflore probavnog sustava.



2. PREGLED REZULTATA DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2.1. PTICE KAO KUCNI LIJUBIMCI
2.1.1. OPCENITO

U danasnje vrijeme ptice postaju sve ¢es¢i kuéni ljubimci, no unato¢ tome vlasnici se i
dalje ne upoznaju u potpunosti sa specificnim potrebama novonabavljenih ljubimaca
(MLADENOV i POPOVA, 2020.). Razli¢ite vrste ptica imaju razli¢ite Zivotne potrebe, ¢ije

je poznavanje nuzno kako bi im se moglo omoguéiti kvalitetan i zdrav Zivot.

Najcesce vrste ptica koje se drze kao kuéni ljubimei su:
» Velike vrste: amazona (Amazona aestiva), africka siva papiga (Psittacus erithacus),
kakadu (Cacatuidae), edel (Eclectus roratus), ara (Ara ararauna, Ara macao, Ara
chloropterus, Ara militaris, Ara ambiguus, Ara severus, Ara rubrogenys)
» Srednje velike vrste: rozela (Platycercus eximius, Platycercus adscitus, Platycercus
icterotis, Platycercus caledonicus, Platycercus venustus, Platycercus elegans), mala
aleksandra (Psittacula krameri)
» Male vrste: tigrica (Melopsittacus undulatus), rozenkolis (Agapornis roseicollis) i nimfa
(Nymphicus hollandicus) (SAKAS, 2002.)

S obzirom na njihovo razli¢ito porijeklo, postoje velike razlike i u njihovim prehrambenim
navikama 1 uvjetima smjestaja, stoga je neophodno dobro se upoznati sa vrstom koju se Zeli

nabaviti kao ku¢nog ljubimca prije same kupnje.



Slika 1. Crveno-modra ara
(Izvor:https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/2/29/Scarlet_Macaw %28Ara_maca

0%29 -Coco Reef -Mexico-6-2c¢.ipq)

Slika 2. Mali aleksandar
(Izvor:https://upoznajtezivotinje.files.wordpress.com/2015/12/alexandrine-4rajat-bhargava-

9.jpg)

Slika 3. Papiga tigrica (lzvor:
https://bp3.blogger.com/ LleB4BkXTa4/S1ZXtlzbiol/AAAAAAAABRW/ZZy1KB79Jb0/s32

0/183321.jpg)
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Pri odabiru novog kuénog ljubimca trebalo bi se upoznati sa karakteristikama zeljene
vrste ptice, a u tome budu¢em vlasniku moze pomoci veterinar. Takoder, veterinar ce
buduc¢em vlasniku dati osnovne upute o drzanju i brizi, te naputke kako prepoznati eventualne
promjene u ponasanju i zdravstvenom stanju ptice (PRUKNER-RADOVCIC, 2010.).

VelicCina, boja 1 karakter ptice ovise o vrsti, stoga je pri odabiru novog ljubimca vazno
znati njihove osnovne karakteristike. VeliCina moZe znatno varirati, pa tako s jedne strane
imamo zebe veliCine svega desetak centimetara, a s druge strane are, ¢iji raspon krila moze
biti veéi i od jednog metra.

Sto se ti¢e karaktera smatra se da su manje papige, kao $to su tigrice, obitno
prijateljski nastrojene i uz pravilan pristup lako ih je pripitomiti. Vece vrste, kao §to je nimfa,
najcesce su vesele 1 vrlo aktivne ptice, stoga je potrebno posvetiti visSe vremena njihovom
treningu. Are, kakadui 1 africke sive papige vrste su koje pokazuju jedinstvene osobnosti zato
je pri njihovom odgoju potrebna velika paznja i odgovornost vlasnika kako bi zadovoljilo
njihove potrebe (SAKAS, 2002.).

Prilikom odgoja ptice vlasnik moze zatraziti pomo¢ veterinara Koji je specijaliziran za
bolesti ptica. Vazno je nauciti ptice koje radnje nisu prihvatljive, kao na primjer grizenje, ali
isto tako vlasnici moraju znati §to mogu ocekivati od odredene vrste ptica (PRUKNER-
RADOVCIC, 2010.).

Neke vrste ptica najbolje je drzati samostalno, dok naprotiv nekima vise odgovara
drZzanje u parovima ili manjim skupinama (SAKAS, 2002.). Ptice u prirodi zZive u jatu,
naj¢es$ce su monogamne i puno vremena provode s partnerom, u hranjenju, a mnoge vrste i u
letenju. Zbog toga se kod ptica u zatoCeniS§tvu mogu javiti promjene u ponasanju, kao
posljedica nedostatka socijalne interakcije. Zato je vecéinu vrsta najbolje drzati u paru. U
slucaju kada se ptica drzi samostalno, vlasnik mora nadoknaditi njene potrebe za socijalnom

interakcijom (PRUKNER-RADOVCIC, 2010.).

2.1.2. ZIVOTNI VIJEK PTICA

Zivotni vijek ptica koje se drZe u zatoGenistvu kao kuéni ljubimci, ovisi o vrsti. Male
vrste poput tigrica u prosjeku zive 6 godina, ali mogu Zivjeti i do 18 godina. Nimfe u prosjeku
zive 16 godina, zebe 4 do 5 godina, a kanarinci u prosjeku 8 godina. Vece vrste kao §to su
crveno-modra ara i kakadui obi¢no imaju dulji zivotni vijek, koji varira od 20 pa ¢ak do vise

od 100 godina (SAKAS, 2002.).



2.1.3. SMJESTAJ

Bez obzira o kojoj se vrsti radi, svakoj ptici treba osigurati pravilnu balansiranu
prehranu te adekvatan smjestaj (SAKAS, 2002.)

Veli¢ina kaveza mora biti prikladna za odabranu vrstu. U kavezu mora biti dovoljno
mjesta da se ptica krece, penje i po mogucénosti leti. Takoder, u kavezu mora biti dovoljno
precki, hranilica, pojilica i1 razlicite igraCke kako bi ptice mogle biti aktivne. Ptice su
znatizeljna bica i1 kroz igru mogu savladati nova znanja, stoga ih je potrebno animirati. Kavez
1 precke moraju biti napravljeni od primjerenog materijala koji nije Stetan za pticu. Takoder,
kavez mora biti smjeSten na adekvatno mjesto, u blizini ljudi, ali ne na bu¢nom mjestu, u
prostoru sa optimalnom temperaturom i svjetlom. Sve navedeno vazno je kako bi ptica bila
zdrava i kako bi mogla ispoljavati svoje zivotne potrebe (SAKAS, 2002.; STRONG, 2008.).

Neadekvatno drZanje moZe dovesti do ozbiljnih poremecaja u vladanju ptice, $to moze
rezultirati naruSenim zdravstvenim stanjem. Kavez koji veli¢inom ne odgovara vrsti ptice,
nedovoljno igracaka, onemoguéeno letenje i kretanje izvan kaveza te usamljenost mogu
dovesti do dosade, a ona je najceS¢i uzrok razvoja neuroze kod ptica kuénih ljubimaca

(PRUKNER-RADOVCIC, 2010.).

Slika 4. Kavez za male ptice (Izvor:
https://www.index.hr/oglasi/UserDocsImages/oglas/ 2018/8/30/1276574/k3-
300820181716187515.ipg?preset=o0qglas-slike-view-detaljnoGalOpen2)
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Slika 6. Igraliste za ptice (Izvor: https://www:.tarraland.com/images/webshop/igraliste-za-
ptice/w401.jpq)

2.1.4. HRANIDBA PTICA

Prehrana mora biti prilagodena vrsti ptice. Najbolje je koristiti gotovu komercijalnu
hranu, koja je nutritivno prilagodena potrebama odredene vrste. Uz to, pticama se moZze

ponuditi razno voce i povrée (SAKAS, 2002.; STRONG, 2008.).
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Slika 7. Komercijalna hrana za razli¢ite vrste ptica (Izvor: https://www.masuko-
promet.hr/ptice/slike_ptice/PrestigePremiumBirds29.jpg)

Slika 8. Prehrana svjezim namirnicama (Izvor:
https://upoznaijtezivotinje.files.wordpress.com/2015/12/carrot.jpq)

Pravilna i uravnotezena prehrana ima vaznu ulogu u odrzavanju zdravlja i dobre kondicije
ptica. Glavna namirnica bi trebale biti razli¢ite vrste sjemenki, a uz njih je potrebno dodati
vitaminske 1 mineralne mjeSavine. Optimalan omjer kupovne hrane i svjeze hrane je 70 % : 30
% . Ptice bi trebalo hraniti jednom na dan, po mogucénosti uvijek u isto vrijeme. Hrana za
ljude ne smije se davati pticama jer zbog visoke razine Secera, masti ili soli moze ugroziti

njihovo zdravlje (PRUKNER-RADOVCIC, 2010.).

2.2. PROBAVNI SUSTAV PTICA I FIZIOLOSKA MIKROFLORA

Probavni sustav ptica zapo€inje kljunom, koji predstavlja ulaz u usnu Supljinu. Kostanu
osnovu kljuna ¢ine donja i gornja Celjust, odnosno mandibula i maxilla, a prekriva ih

keratinizirani pokrov koji €ini gornji i donji kljun. U usnoj Supljini nalazi se jezik, a njegov
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morfoloski izgled varira ovisno o vrsti ptice. Kod ptica ne postoji meko nepce, ni nepcani
lukovi, stoga nema granice izmedu usne Supljine i zdrijela, pa nalazimo jedinstvenu Supljinu
nazvanu oropharynx. U ptica nalazimo prosirenje jednjaka koje nazivamo voljka, koja moze
biti manje ili viSe razvijena, ovisno o hranidbenim navikama ptice. Voljka u papiga
predstavlja mjesto pohrane hrane. Zeludac ptica dijelimo na miiéni i Zljezdani Zeludac.
Tanko crijevo ptica ima tri dijela, duodenum, jejunum i ileum. Debelo crijevo gotovo je
jednake duljine kao i tanko, a zavrSava koprodeumom. Koprodeum c¢ini kranijalni dio kloake,
koja predstavlja zavrSetak probavnog sustava. Na njega se nastavlja urodeum, a u njega se
otvaraju lijevi jajovod, parni sjemenovodi i parni mokra¢ovodi. Tre¢i dio kloake ¢&ini

proktodeum na kojemu se nalazi Bursa fabricii (KONIGE i sur., 2009.).
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Slika 9. Probavni sustav ptica (lzvor: https://ladygouldianfinch.com/img-
features/feature_sterilebowel.qgif)

Iz probavnog sustava ptica moZemo izdvojiti bakterije koje su dio fizioloske
mikroflore, ali 1 patogene mikroorganizme koji se ondje uobifajeno ne nalaze. Ponekad
mikroorganizmi koji su dio fizioloSke mikroflore mogu postati sekundarni patogeni, npr. kada
bakterija penetrira stjenku crijeva 1 uzrokuje sistemsku bolest s posljedicnom septikemijom 1i
uzrokuje smrt (GERLACH, 1994.).

Sastav gastrointestinalne mikroflore ptica uvjetovan je njihovim nacinom prehrane.

Smatra se da granivori i frugivori obi¢no fizioloski nemaju Gram negativne bakterije u svom
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probavnom sustavu, a da naprotiv u insektivora i karnivora dominiraju Gram negativni
koliformi (JONES i WHITFORD, 1978.).

U kloakalnom podrucju primarno se nalaze Gram pozitivne bakterije, kao §to su
rodovi Lactobacillus spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Bacillus spp.,
Corynebacterium spp., dok se u gornjem dijelu gastrointestinalnoga trakta pronalaze bakterija
Alysiella filiformis (BOWMAN i JACOBSON, 1980.; JONES | NISBET 1980.; GLUNDER,
1981.; FLAMMER, 1988.)

Od Gram negativnih bakterija najces¢e nalazimo bakterije iz porodice
Enterobacteriaceae, a zatim vrste iz rodova Aeromonas, Pseudomonas, Alcaligenes,
Bordetella, Vibrio i Campylobacter.

U kanarinaca i zeba rjede nalazimo bakterije kada uzorke izmeta obojimo po Gramu
(JONES i NISBET, 1980.). Normalna bakterijska mikroflora obuhvac¢a rodove Lactobacillus,
Corynebacterium, Streptococcus, Micrococcus spp. i Staphylococcus epidermidis (HOPPES,
2015.).

2.3. BAKTERIJSKE BOLESTI U PTICA KUCNIH LJUBIMACA

Bakterijske se bolesti ¢esto javljaju u ptica kuénih ljubimaca, stoga bi se trebale uzeti u
obzir prilikom pregleda bilo koje bolesne ptice. Najprijemljivije su tek izvaljene i mlade ptice,
a infekcija najcescée zahvaca gastrointestinalni i respiratorni sustav (HOPPES, 2015.).

Bakterijske infekcije mogu biti primarne ili sekundarne, a njihovo razlikovanje je vazno
kako bi mogli procijeniti patoloski proces. Brojni sekundarni patogeni su sposobni uzrokovati
bolest neovisno o ostalim infektivnim agensima ili predisponiraju¢im faktorima.
Laboratorijske pretrage kao Sto su bioloske ili seroloske, rijetko mogu pomo¢i u odredivanju
radi li se o primarnim ili sekundarnim patogenima. Vrlo je vaZna izolacija bakterije za
specificnu vrstu ptice 1 za specificni patoloski proces, jer podatci dostupni iz literature o
peradi ne moraju odgovarati podatcima za ptice kuéne ljubimce (GERLACH, 1994.).

Od patogenih bakterija najceSCe su zabiljezene Gram negativne bakterije rodova
Klebsiella, Pseudomonas, Aeromonas, Enterobacter, Proteus, E. coli i Serratia marcescens.

ZabiljeZena je 1 pojava nekih Gram pozitivnih patogenih bakterija, a najc¢eS¢e su
Staphylococcus aureus, S. intermedius, Clostridium, Enterococcus, Streptococcus (HOPPES,
2015.).



Rodovi Pseudomonas i Aeromonas obuhvac¢aju skupinu Gram negativnih,
nesporuliraju¢ih Stapiéastih bakterija koje rastu u aerobnim uvjetima. Ove bakterije tvore
razli¢ite toksine kao §to su hemolizin, proteaza i lecitinaza, koji svojim djelovanjem dovode
do nastanka edema, hemoragije i nekroze. U ptica koje se drze u zatoceniStvu kao kucni
ljubimci jedino nalaz P. aeruginosa i A. hydrophila povezujemo s infekcijom (PRUKNER-
RADOVCIC, 2010.).

Od intracelularnih bakterijskih patogena Cesti su Mycobacterium i Chlamydia (HOPPES,
2015.). Bakterija Mycobacterium avium je gram pozitivni, acidorezistentni Stapicasti
mikroorganizam koji sporo raste na hranjivim podlogama. Morfoloski, biokemijski i seroloski
vrlo joj je sli¢na bakterija M. intracellulare. Zbog toga se Cesto koristi naziv kompleks
Mycobacterium avium- intracellulare. Vrsta M. avium uzrokuje tuberkulozu u ptica. Mogu
oboljeti razli¢ite vrste ptica kuénih ljubimaca, ali najceSce su to ptice iz porodice zeba, papige
roda Brotogeris, amazone, te neke australske vrste papiga (PRUKNER-RADOVCIC, 2010.).

Bakterija Chlamydia psittaci je obligatno intracelularni mikroorganizam koji uzrokuje
klamidiozu u ptica i ljudi. Za ovu bakteriju specifi¢no je da postoje dva razli¢ita morfoloska
oblika, elementarna i retikularna tjeleSca. Elementarna tjeleSca predstavljaju infekcijski oblik,
dok su retikularna tjeleSca metabolicki aktivan oblik. Mlade su ptice primljivije od starijih, a
postoji 1 vrsna predispozicija. JuZnoamericke vrste papiga primljivije su od juZznoazijskih 1ili
australskih vrsta. Nakon infekcije ovom bakterijom tijek bolesti moze biti razlicit, a razvoj
klini¢ke slike ovisi o soju klamidije. U ptica kuénih ljubimaca infekcija bakterijom C. psittaci
najéesce ée se otitovati kao sustavna, fatalna bolest (PRUKNER-RADOVCIC, 2010.).

Bakterije Mycoplasma spp. su izolirane u slu¢ajevima kroni¢nog sinusitisa, vrlo ¢esto u
nimfi, ali s obzirom da ih je teSko uzgojiti, ne moze se odrediti prava incidencija pojavnosti
(HOPPES, 2015.).

Bakterije roda Staphylococcus i Streptococcus, te Bacillus spp. dovode se u vezu s
pojavom nekih dermatoloskih stanja u pripadnica reda papigaSica (HOPPES, 2015). Vecina
bakterija iz roda Staphylococcus koje su izdvojene u ptica smatraju se fizioloSkom
mikroflorom, ali S. aureus smatra se patogenim i veze se uz infekcije koze i rana. Ova
bakterija moze uzrokovati razvoj septikemije, infekciju diSnih putova, zglobova i zivaca
(PRUKNER-RADOVCIC, 2010.). Smatra se da u ptica bakterije roda Streptococcus najéesce
ne pokazuju znakove patogenosti, ali hemoliticki sojevi mogu biti patogeni. Patogene vrste
uzrokovati ¢e infekcije dignih putova, endokarditis i omfalitis (PRUKNER-RADOVCIC,
2010.).



Bakterije roda Clostridium ne rastu u aerobnim uvjetima, stoga su zdrava tkiva otporna na
njihovo djelovanje. Ove bakterije mogu uzrokovati bolest ukoliko je tkivo oSteceno
djelovanjem nekog drugog mikroorganizma ili pri disbakteriozi u probavnom sustavu. U ptica
se rijetko javlja tetanus, ali mogu se javiti nekroti¢ni i ulcerativni enteritis, gangrenozni
dermatitis i botulizam (PRUKNER-RADOVCIC, 2010.). Bakterije ovog roda &esto se
javljaju kao sudionici sekundarnih bakterijskih infekcija pri ozljedama kloakalnog tkiva u
ptica s prolapsom kloake ili papilomatozom (HOPPES, 2015.).

Bakterija Pasteurella multocida subsp. multocida u ptica uzrokuje septikemiju i
posljedi¢nu smrt. Moze se prenositi putem aerosola, direktnim kontaktom ili vektorima. Ova
se bakterija najéeS¢e moze naci u respiratornom sustavu, ali kod ptica je od puno veceg
znalaja infekcija nakon ozljede (PRUKNER-RADOVCIC, 2010.). U ptica napadnutih od
strane macaka ili Stakora uoceno je da je Pasteurella spp. sudjelovala u nastanku septikemije
(HOPPES, 2015.). Bakterija P. multocida je Gram negativna, nepokretna, nesporulirajuca
bakterija Stapic¢astog oblika. Moguce je razlikovati 5 serogrupa prema kapsularnom antigenu,
a izolirano je 16 somatskih serotipova. Svi somatski serotipovi izdvojeni su iz ptica. Infekcija
slabije virulentnim sojevima zahvaca pluca, bubrege, jetru, slezenu i srce, a moze uzrokovati i
bakterijemiju. Ova bakterija tvori endotoksin koji dovodi do razvoja edema te hemoragijske i
koagulacijske nekroze (PRUKNER-RADOVCIC, 2010.).

Dijagnozu bakterijskih bolesti postavljamo na temelju klini¢kih znakova, rezultata
citoloSkih pretraga te kultura uzoraka tkiva ili obrisaka. Uzgoj bakterija kljucan je za
identifikaciju vrste, ali 1 odredivanje osjetljivosti na antibiotike. Uzorci mogu biti prikupljeni

iz respiratornog, gastrointestinalnog, urinarnog i reproduktivnog trakta (HOPPES, 2015.).

2.3.1. BAKTERIJE PORODICE ENTEROBACTERIACEAE

Bakterije iz porodice Enterobacteriaceae se fizioloski nalaze u probavnom sustavu
ptica, no moguce ih je izdvojiti i iz respiratornog i reproduktivnog sustava, gdje mogu biti
primarni ili sekundarni patogeni. Postoje znatne razlike u virulenciji razli¢itih rodova i u
odgovoru organizma na infekciju istima. Pripadnici ove porodice podijeljeni su u rodove na
temelju specificnih biokemijskih 1 seroloskih karakteristika, a brojne su vrste dodatno
podijeljene u biotipove i serotipove (GERLACH, 1994.).

Ovu porodicu €ini velika grupa Gram negativnih, Stapicastih, fakultativno anaerobnih

bakterija koje ne tvore spore. Najznacajnija bakterija iz ove porodice je Escherichia coli, a



znacajni rodovi su Klebsiella, Salmonella, Shigella, Enterobacter, Yersinia, Serratia, Proteus,
Morganella i Citrobacter (GERLACH, 1994.).

Rodovi Shigella i Edwardsiella vrlo se rijetko mogu izdvojiti iz ptica kuénih
ljubimaca, ali ponekad mogu uzrokovati infekcije kod golubova (PRUKNER-RADOVCIC,
2010.).

Rijetko se javljaju i infekcije bakterijama iz roda Serratia. lzdvajanje ovih bakterija
moze biti znaCajno u velikih papiga, posebice ako su u imunosuprimiranom stanju
(PRUKNER-RADOVCIC, 2010.).

Unutar roda Escherichia nalaze se brojne vrste pokretnih, nepokretnih, kapsuliranih i
nekapsuliranih bakterija koje proizvode enterotoksine 1 egzotoksine. U ptica je najceSce
izolirana E. coli, Gram negativna, nesporuliraju¢a bacilarna bakterija koja proizvodi nekoliko
egzotoksina (GERLACH, 1994.). Ova bakterija proizvodi endotoksin ¢ije djelovanje uzrokuje
hipersekreciju tekuc¢ine u lumen crijeva, hipersenzitivnost, dijareju i naposljetku smrt oboljele
ptice. Bakterija E. coli nije uobi¢ajena u ptica kuénih ljubimaca, stoga je njeno izdvajanje
uvijek od klini¢kog znadaja (PRUKNER-RADOVCIC, 2010.). Prijenos je mogué¢ svim
putevima Sirenja, a moze uzrokovati pneumonije, hepatitis, enteritits, septikemije, neplodnost
I sinusitis. Vrsta E. coli se smatra vaznim uzro¢nikom enteritisa sa posljedi¢nim uginu¢em u
tek izlezenih kanarinaca i zeba (GERLACH, 1994.).

Rod Salmonella obuhvaca otprilike 2000 vrsta, a one su podijeljene u 5 podvrsta. U
ptica je najznacajnija podvrsta I, a u ptica koje su u kontaktu s gmazovima ponekad se mogu
javiti bakterije iz podvrste Il (S. arizonae, Arizona hinshawii). Bakterije su Stapicastog
oblika, pokretne i rastu na uobifajenim medijima (GERLACH, 1994.). Najvaznija je S.
enterica serotip typhimurium, najéesce izolirana iz papiga i divljih ptica. Prijenos se najcesce
dogada oralnim putem, a izvor predstavljaju druge ptice, glodavci, muhe 1 ostali vektori
(BENSKIN i sur., 2009.). Ulazna vrata za bakterije iz ovog roda predstavljaju sluznice
probavnog i respiratornog sustava, a klini¢ki znakovi su vidljivi najces¢e nakon 5 dana od
ulaska bakterija u organizam. Na infekciju bakterijama roda Salmonella osjetljivije su ptice
mlade zivotne dobi. U ptica iz porodica Psittaciformes i Passeriformes rijetko uzrokuju
bolest, ali u slucaju da se bolest razvije, Cesto zavrSava smréu. Kao posljedica infekcije u
africke sive papige mogu se razviti kroni¢ne smetnje kao $to su dermatitis, flegmone, artritis 1

tendovaginitis (PRUKNER-RADOVCIC, 2010.).

Rod Klebsiella ¢ine Gram negativne, kokobacilarne, nepokretne bakterije. Neke od

njih imaju mukoidnu kapsulu koja omogucuje zastitu od okolisa i dezinficijensa. Vrste K.



pneumoniae i K. oxytoca se ¢esto mogu javiti u ptica kao primarni patogeni ili kao oportunisti
u infekcijama kod imunosuprimiranih ptica. Put prijenosa nije poznat (GERLACH, 1994.;
HORVATEK i sur., 2005.). Ove bakterije kod zebica mogu uzrokovati ozbiljne infekcije koje
¢e se ocCitovati respiratornim simptomima, a mogu se razviti i bolesti pluca i bubrega. Vrste K.
pneumoniae i K. oxytoca mogu se pronaéi u okoli$u i u hrani, a moguce ih je izolirati i s koze

ptica, iz sinusa ili voljke (PRUKNER-RADOVCIC, 2010.).

Rod Yersinia obuhvaca 11 vrsta, ovalno-kokoidno Stapicastih bakterija koje se mogu
razmnozavati na niskim temperaturama ukoliko imaju adekvatan izvor organskog dusika.
Najvazniji pripadnik roda je Y. pseudotuberculosis (GERLACH, 1994.). Bakterije ovog roda
ne tvore spore niti kapsulu, mogu rasti u aerobnim ili anaerobnim uvjetima i stvaraju
termolabilni egzotoksin. S obzirom da dobro prezivljavaju na niskim temperaturama, infekcije
se GeSée javljaju zimi. Sirenje infekcije moguée je hranom, vodom te tjelesnim sekretima.
Mlade ptice su podloznije infekciji. Bakterija ulazi u organizam putem oStecene koze ili
Sluznice, prodire u krvotok i uzrokuje bakterijemiju. Putem krvotoka bakterije se Sire po
organizmu i nastaju zariSne siraste promjene, najéesée u jetri, plu¢ima i crijevima. Nekoliko
dana prije smrti javlja se slabost, nevoljkost, proljev i otezano disanje, a smrt nastupa najcesce
14 dana nakon infekcije. Bolest moze poprimiti 1 kroni¢ni tijek, a u tom slucaju ptice postaju
mrsave, javljaju se paraliza, pareza, pospanost, ukocenost i zacep. Kod kanarinaca cesto
moze do¢i do naglog uginuca bez prethodnih klini¢kih znakova bolesti, uz povremenu pojavu

proljeva ili akutne septikemije (PRUKNER-RADOVCIC, 2010.).

Pripadnici roda Enterobacter sp. su slabo patogeni mikroorganizmi koji najcesce
izazivaju bolest u kompromitiranih domacina. Vrsta Enterobacter agglomerans cesto je
izolirana iz sjemenki suncokreta (GERLACH, 1994.; PRUKNER-RADOVCIC, 2010.).

2.4. BAKTERIJE PORODICE ENTEROCOCCACEAE
Porodica Enterococcaceae obuhvaca cCetiri roda, a to su Enterococcus, Melissococcus,

Tetragenococcus i Vagococcus. Pripadnike ove porodice moguée je pronaéi u brojnim
okruzenjima kao $to su gastrointestinalni trakt razlicitih sisavaca, ptica, riba 1 insekata, ali
takoder i u vodenim podrucjima gdje je njihov razvoj usko vezan uz alge (ROSENBERG i
sur., 2013.).



EU522087, Tetragenococcus halophilus subsp. flandriensis
D88668, Te halophilus subsp. halophilus, type sp.
AJ301840, Tetragenococcus solitarius
AY690334, Tetragenococcus koreensis
[ 088824 Tetragenococcus muriaticus
" — EUS522083, Tetragenococcus osmophilus
| AJB77015, Enterococcus aquimarinus
EF154454, 'Enterococcus camelliae
= AJ582753, Enterococcus italicus
| L AF061001, Enterococcus sulfureus
] - AF061004, Enterocoocus saccharolyticus
I AJ888906 Enterococcus canintestini
= AF061007, Enterococcus dispar
|+ — Y11621, Enterococcus asini
L AY396047, Enterococcus hermanniensis
| * DQ411812, Enterococcus pallens
| | AF039903, Enterococcus casseliflavus
| - AF039900, Enterococcus gallinarum
r AF133535, Enterococcus avium
,‘ Y 18296, Enterococcus raffinosus
| 0041 1810, Enterococcus gilvus
AJ301835, Enterococcus malodoratus
AF061002 Enterococcus pseudoavium
! HQ3785 15, Enterococcus viikkiensis
' AJ891167, Enterococcus devriesei
b7 AJ301830, Enterococcus faecium
= GU983697, Enterococcus lactis
‘ AF539705 Enterococcus ratti
‘ AJ276354, Entemooccus durans
|- '¥17302, Enterococcus hirae
Ly AF061013, Enterococcus mundtii
~ AJ271329, Enterococcus villorum
AY028437, Enterococcus phoeniculicola
| EF197994, Enterococcus thailandicus
— X76177, Enterococcus canis
AYB862507, Melissococcus plutonius, type sp.
 AF286832, Enterococcus haemoperoxidus
| AF286831, Enterococcus moraviensis
{ HQB847537, Enterococcus plantarum
| GU457262, Enterococcus quebecensis
AY943820 Enterococcus caccae
GU457264 Enterococcus ureasiticus
| ' AM039966, Enterococcus silesiacus
' AM039968, Enterococcus termitis
AB012212, Enterococcus faecalis, tygo sp.
1 AY179329, Vagococcus carniphilus
~— Y18098, Vagococcus fluvialis, type sp.
FJ360897, Vagococcus penael
s Y18097, Vagococcus salmoninarum
i = AF445297, Vagococcus elongatus
— FJ211190, Vagococcus acidifermentans
- Y17152, Vagococcus lutrae
AJ243326, Vagococcus fessus
— AF061009, Enterococcus cecorum
= AF061006, Enterococcus columbae
I AJBSMM, Catellicoccus marimammalium, type sp.
L AY533171, Pilibacter termitis, type sp.

1 e Streptococcaceae

{ — ———— lLactobacillaceae

— —{ ———— Leuconostocaceae
- FM177901, Bavariicoccus seileri, type sp.

— Aerococcaceae

Slika 10. Filogenetsko stablo porodice Enterococcaceae (lzvor: https://link-springer-com-
443.webvpn.jnu.edu.cn/referenceworkentry/10.1007%2F978-3-642-30120-9 346 ,
ROSENBERG i sur., 2013.)
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Rod Vagococcus obuhvaca 8 vrsta, a to su V. fluvialis, V. salmoninarum, V. lutrae V.
fessus, V. carniphilus, V. elongatus, V. penaei i V. acidifermentans. Navedene vrste dosada su
izdvojene iz riba, peradi i razlicitih vrsta inficiranih akvati¢nih organizama (ROSENBERG i
sur., 2013.).

Unutar roda Melissococcus nalazi se samo jedna vrsta, M. plutonius. Ovaj
mikroorganizam je vazan patogen insekata, uzrokuju¢i europsku gnjilo¢u, zaraznu bolest
li¢inki medonosnih pcela (ROSENBERG i sur., 2013.).

Rod Tetragenococcus obuhvaca pet vrsta, T. halophilus, T. muriaticus, T. solitarius,
T. osmophilus i T. koreensis. Ove vrste su otporne na soli i luzine, a za rast bakterije T.
muriaticus nuzna je prisutnost NaCl. Vrsta T. halophilus moze se podijeliti na dvije podvrste,
T. halophilus subsp. halophilus i T. halophilus subsp. flandriensis. U tijeku su istrazivanja i
sekvenciranje genoma reprezentativnih organizama obje podvrste kako bi se doslo do vise
saznanja (ROSENBERG i sur., 2013.).

2.5. BAKTERIJE RODA ENTEROCOCCUS

U prijasnjoj klasifikaciji, bakterije iz ovog roda bile su klasificirane kao dio roda
Streptococcus, dok 1984. godine postaju samostalan rod. Trenutno je poznato 36 vrsta
bakterija roda Enterococcus, koje su svrstane u 5 grupa (BYAPPANAHALLI i sur., 2012.).

Tablica 1. Prikaz bakterija roda Enterococcus (BY APPANAHALLI i sur., 2012.).

GRUPA VRSTE POJAVNOST U ZIVOTINJA

E. faecalis . faecalis +
. haemoperoxidus -
. moraviensis -
. silesiacus
. termitis
. caccae

4+

. faecium

. durans

. hirae

. mundtii

. villorum

. canis

. ratti

. asini

. phoeniculicola

E. faecium

+ + + |

mmmmmmimimm|imimimimimim

+ 4+ + + +




. canintestini
. thailandicus

+|+ +

. avium
. pseudoavium -
. malodoratus

. raffinosus

. gilvus

. pallens

. hermanniensis
. devriesei

. viikkiensis

E. avium

+

E. gallinarum . gallinarum

. casseliflavus

E. cecorum . cecorum

. columbae

+l+ + |+ H |+ + +

Negrupirane . saccharolyticus
. aquimarinus -
. sulfureus -
. dispar -
. italicus +
. camelliae -

mmmmmmmmimmmimimimimimimimimj|m.Im

Bakterije iz roda Enterococcus su nepokretni, Gram pozitivni, katalaza negativni
mikroorganizmi kokoidnog oblika (MORISHITA, 2019.). Ovaj rod obuhvaca brojne vrste
bakterija koje smatramo ubikvitarnima, §to znaci da ith mozemo pronaci u prasini i1 zraku, a
mnoge od njih mogu preZivjeti u okoliSu dugo vremena. Smatramo ih dijelom fizioloske flore
koze 1 mukoznih membrana probavnog, respiratornog i reproduktivnog sustava. Brojni
pripadnici roda Enterococcus proizvode spojeve koji olakSavaju nastanak infekcije (M-
protein, kapsule) ili produciraju ekstracelularne tvari koje inhibiraju obrambeni mehanizam
domacina, a neki inhibiraju druge bakterije pomoc¢u bakteriocina. Kada ovi mikroorganizmi

dospiju izvan probavnog trakta mogu uzrokovati nekroti¢ne lezije u zahva¢enim organima.



Scientific Classification

Domain: Bacteria
Division: Firmicutes
Class: Bacilli

Order: Lactobacillales
Family: Enterococcaceae

Genus: Enterococcus

Slika 11. Klasifikacija roda Enterococcus i mikroskopski prikaz (Izvor:
https://media.springernature.com/original/springer-static/image/chp%3A10.1007%2F978-
981-13-1577-0 15/MediaObjects/461644 1 En 15 Figl HTML.jpq)

Kako bi dijagnosticirali bakterije iz roda Enterococcus potrebno je uzeti uzorke za
bakteriolosku pretragu. Mogu se uzeti obrisci kljuna, zdrijela, voljke, oka, uha, koze i kloake
ili se uzima uzorak izmeta. Uzeti uzorci nanose se na hranjive podloge i inkubiraju 24 — 48h
na temperaturi od 37 °C. Uzorci se mogu nacijepiti na krvni agar, Mueller Hinton agar, Mac
Conkey i Sabouraud agar (DEVRIESE i sur. 2007.; MLADENOV i POPOVA, 2020.).
Selektivna izolacija bakterija roda Enterococcus moguca je na Slanetz & Bartley agaru
(DEVRIESE i sur., 2007.).

2.6. BAKTERIJE RODA ENTEROCOCCUS U PTICA KUCNIH LJUBIMACA

NajceSc¢e patogene vrste iz roda Enterococcus koje mozemo izolirati iz ptica kuénih
ljubimaca su: E. faecalis, E. gallinarum, E. avium, E. faecium i E. durans (GERLACH,
1994.; MORISHITA, 2019.).

Patogenost za ptice je niska i za nastanak infekcije klju¢ni su predisponirajuci faktori.
Prirodna infekcija nastaje oralnim putem 1 najceS¢a je u tek izleZenih i mladih jedinki
(GERLACH, 1994.).

Ove bakterije mogu uzrokovati akutnu septikemijsku ili subakutnu do kroni¢nu bolest.
Akutni oblik bolesti CeS¢e se javlja u mladih ptica, a kao posljedica se Cesto razvija
endokarditis. S obzirom da je mogu¢ prijenos jajima, povezuje se s pojavom septikemije koja
se javlja nakon valenja. Bolest se takoder moze ocitovati pojavom subakutnog do kroni¢nog

traheitisa, dispnejom i hropcima. U kanarinaca se ne smatra autohtonom mikroflorom, stoga
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kod njih moze uzrokovati primarnu respiratornu bolest. U tim ¢e se slucajevima razviti
traheitis i promjena u glasanju ili cak moze do¢i do gubitka glasa. Infekcija se kroz jato Siri

sporo, a relapsi su ¢esti (GERLACH, 1994.).

Enterococcus faecalis isolate from blood culture:

bacilli/coccobacilli appearance in broth Gram stain 3;':
Blood broth culture Plate culture
L @RichDavisPhD

Slika 12. Bakterija E. faecalis obojena po Gramu (lzvor:
https://pbs.twimg.com/media/EdpmLDDUEAAC90v.png:large)

Bakterije E. faecalis su Gram pozitivni koki koji ¢ine dio intestinalne mikroflore
brojnih sisavaca i ptica.

Vrsta E. cecorum do sada nije povezana s pojavom bolesti u eksperimentalnim
infekcijama (GERLACH, 1994.).

Vrsta E. columbae pronadena je u golubova i kod njih je dio fizioloske intestinalne
mikroflore (GERLACH, 1994.).

Bakterije roda Enterococcus koje pripadaju grupi D Cesto su izolirane kao uzro¢nici
pneumonije u razli¢itih vrsta ptica, posebice u mladih vrapcarki (GERLACH, 1994.).

Vrstu E. hirae nalazimo u brojnih Zivotinjskih vrsta, a u ljudi se javlja rijeko.
DEVRIESE 1 sur. (2007.) proveli su istraZivanje na 248 jedinki razli¢itih vrsta papiga, kako bi
istrazili pojavnost E. hirae u klinicki zdravih ptica te su je izdvojili iz uzoraka svih
uzorkovanih vrsta i to u ¢ak 70% uzoraka. Istrazivanjem su potvrdili da ova bakterija
naseljava gastrointestinalni sustav brojnih vrsta papiga.

Istrazivanjem je dokazana i prisutnost E. feacium na kozi papiga, no s obzirom da je
bakterija identificirana u samo 2 od 89 uzoraka, smatra se da postoji moguénost da je na kozu

dospjela prilikom ¢is¢enja perja (LAMB i1 sur., 2014.).


https://pbs.twimg.com/media/EdpmLDDUEAAc9Ov.png:large

2.6.1. KLINICKA SLIKA, PATOLOGIJA, LIJECENJE

Bakterije roda Enterococcus najces¢e uzrokuju akutnu septikemiju ili vode ka
kroni¢noj infekciji, ali uvijek u pozadini nalazimo slabljenje imunosnog sustava. Ponekad se u
nekih ptica javlja endokarditis, artritis cervikalnih vertebralnih zglobova te dermatitis u
podrucju zahvacenih zglobova. S obzirom na navedeno moze se zakljuciti da klinicki nalaz
znatno varira ovisno o tome gdje se razvila infekcija. U nekih oboljelih ptica moguce je uociti
nedostatak perja na podru¢ju vrata, prsa i abdomena. Auskultacijom prsnog kosa i zra¢nih
vrecica, ponekad se mogu cuti suhi hropci. Ekskreti su najces¢e uobicajene konzistencije.
Tjelesna temperatura moze biti snizena (MLADENOV i POPOVA, 2020.).

Pri razvoju infekcije veliku ulogu imaju predisponirajuci ¢cimbenici, a kao najvazniji se
isticu nepravilna prehrana (nutritivne potrebe treba prilagoditi svakoj vrsti ptice), avitaminoza
A, losi zoohigijenski uvjeti i dr.

Sirenje bolesti moguée je na nekoliko nadina, zrakom i aerosolom, hranom,
hranjenjem iz usta, te ,Jjubljenjem™ medu pticama. Mogu¢ je prijenos i transovarijalno te
preko ozlijedene koze i sluznice. Ukoliko dode do transovarijalnog prijenosa, naj¢es¢e mladi
ne mogu probiti ljusku jajeta zbog iscrpljenosti. Ako ipak u tome uspiju, ugibaju u prvim
danima zivota zbog odbijanja hrane ili ih ubiju roditelji (GERLACH, 1994.; MLADENOV i
POPOVA, 2020.).

Kako bi se postavila dijagnoza potrebno je provesti mikrobioloSke pretrage, dokazati
prisutnost bakterija te ih dovesti u vezu s razvijenim patoloskim procesom. Mogu se uzeti
uzorci fecesa i napraviti preparati koji se zatim boje po Gramu. Takoder, uzeti uzorci mogu se
nasaditi na hranjive podloge (npr. obrisak Zdrijela ptica) (MLADENOV i POPOVA, 2020.).

Patoanaomski nalaz ne pokazuje nikakve patognomonicne znakove. Prilikom razudbe
ponekad se nalazi sinusitis, konjuktivitis i/ili otitis. MozZe se uociti i endokarditis i
poliserozitis, oteCenje pluca, povecana slezena 1 jetra. Na jetri mogu biti vidljiva 1 nekroti¢na
podrucja. Ukoliko je tijek bolesti bio kroni¢an, mogu biti vidljivi peritonitis i upala jajnika i
jajovoda. Pregledom mozga mogu se uociti meningitis i krvarenja. Krvarenja osim u mozgu,
mogu biti prisutna 1 u epikardu 1 endokardu. Bubrezi su €esto povecani i prhki. Zglobovi
mogu biti oteCeni, a u kroni€nom obliku bolesti su ispunjeni mukoznim eksudatom
(KOZLITIN, 2017.).

Prilikom lijecenja enterokoknih infekcija valja imati na umu da su bakterije roda
Enerococcus Cesto rezistentne na brojne antibiotike, stoga je prije pocetka terapije nuzno

napraviti antibiogram i prilagoditi doze antibiotika. Na temelju ucinjenih antibiograma do



sada je dokazana osjetljivost ovih bakterija na pradofloksacin, enrofloksacin, marbofloksacin,
kotrimoksazol i1 doksiciklin, umjerena osjetljivost na amoksicilin te neosjetljivost na tilozin.
U lijecenju se moze koristiti 1 suplement Nekton biotin, ¢ija je uloga poboljsati oporavak

perja, a korisna je i primjena probiotika (MLADENOV i POPOVA, 2020.).

2.6.2. PTICE KUCNI LJUBIMCI KAO REZERVOAR BAKTERIJA
ENTEROCOCCUS SPP. REZISTENTNIH NA  GENTAMICIN |
VANKOMICIN

Tijekom proslog stoljeca, posebice 70-ih i 80-ih godina, porasla je ucestalost pojave
bakterija roda Enterococcus otpornih na antibiotike koji su bili dostupni u to vrijeme.
Posljedi¢no tome, pojavile su se infekcije uzrokovane ovim bakterijama u zdravstvenim
ustanovama, a najceS¢e su se ocCitovale kao bakterijemija ili infekcija mokra¢nog sustava.
Zbog otpornosti ovih bakterija na gentamicin te su infekcije Cesto zavrSavale letalno, stoga je
bilo potrebno pronaéi novo rjesenje. Pocetkom 90-ih godina u lijecenju infekcija uzrokovanih
bakterijama roda Enterococcus poceo se koristiti vankomicin, no u posljednjem desetlje¢u
porasla je prevalencija bakterija otpornih i na ovaj antibiotik. Kao posljedica navedenoga,
zapocela su istrazivanja o ulozi ptica u razvoju bakterija roda Enterococcus rezistentnih na
gentamicin i vankomicin (CABRAL i sur., 2020.).

FREITAS 1 sur. (2017.) izvijestili su da su slobodno drzane divlje ptice mogué
rezervoar bakterija roda Enterococcus rezistentnih na vankomicin i gentamicin, ali od jos
veCeg znacaja je saznanje da 1 ptice drzane u zatoceniStvu kao kuéni ljubimci, mogu biti
potencijalni izvor multirezistentnih bakterija. Nakon provedenog istrazivanja, CABRAL 1 sur.
(2020.) dokazali su prisutnost bakterija Enterococcus spp. u 26% pretrazenih ptica koje su
drzane kao kuéni ljubimci. U bolesnih ptica najc¢esce su izolirani E. faecalis i E. faecium.
Bakterije otporne na gentamicin izolirane su iz 4 od 36 uzoraka, dok su bakterije otporne na
vankomicin izolirane iz 2 uzorka. Na temelju dobivenih podataka, autori su zakljuéili da ptice
drzane u zato€enistvu kao kuéni ljubimei predstavljaju moguci izvor rezistentnih bakterija. S
obzirom da su papige sve popularniji kuéni ljubimei i da su u bliskom kontaktu s ljudima,
porasla je mogucnost prijenosa mikroorganizama sa zoonotskim potencijalom s ptica na ljude.

Porast pojavnosti bakterija otpornih na vankomicin predstavlja veliki problem u
humanoj medicini jer su glikopeptidni antibiotici poput vankomicina Cesto posljednja opcija
za lijeCenje bolnickih infekcija uzrokovanih multirezistentnim Gram pozitivnim bakterijama

(SOODMAND i sur., 2018.).



Primjena pogresnih antibiotika ili njihova prekomjerna uporaba glavni su razlog
nastanka i $irenja mikroorganizama otpornih na antimikrobne pripravke. Zbog toga je

potrebno savjesno pristupiti svakom lijeCenju i smanjiti moguénost razvoja rezistencije
(SOODMAND i sur., 2018.).
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Slika 13. Razvoj multirezistentnih bakterija (1zvor:
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. UZORCI

U razdoblju od veljace do listopada 2020. godine u Klinici Zavoda za bolesti peradi
pregledano je ukupno 392 ptice razlicitih vrsta, spola i dobi (tijekom prvih i kontrolnih
pregleda). Prilikom klinickog pregleda uzeti su razliciti uzorci kako bi se postavila to¢na
etioloska dijagnoza. Ukupno je u spomenutom razdoblju uzeto 184 uzoraka za mikrobiolosku
pretragu (56 skupnih uzoraka izmeta, 43 obriska zdrijela, 32 obriska voljke, 23 obriska
nosnica, 19 obrisaka kloake, tri obriska oka, tri obriska kljuna, tri obriska koze i dva obriska
uha).

3.2. BAKTERIOLOSKA PRETRAGA

Nakon uzimanja uzoraka u Klinici Zavoda, isti su proslijedeni u Bakterioloski
laboratorij Zavoda za bolesti peradi s klinikom, kako bi se provela mikrobioloSka pretraga.
Nacjepljivanje uzetih uzoraka obavljeno je nanoSenjem ispitivanog materijala StapiCem za
obrisak direktno na hranjivu podlogu ili koriStenjem mikrobioloSke uSice (eze) u slu¢ajevima
kada je uzorak bio izmet.

Sukladno uobicajenom postupku, uzeti uzorci nacijepljeni su na neutralni agar
(Nutrient Agar, Oxoid, Velika Britanija) ili krvni agar (Columbia blood agar base, Oxoid,
Velika Britanija), te dva selektivna agara- Briliant green (Briliant green agar, Oxoid, Velika
Britanija) i Brilliance UTi Clarity agar (Oxoid, Velika Britanija). Tako nacijepljeni uzorci u

Petrijevim zdjelicama inkubirani su kroz 24 - 48 sati pri 37°C u aerobnim uvjetima.

3.3. IDENTIFIKACIJA BAKTERIJA RODA ENTEROCOCCUS POMOCU MALDI
TOF MS METODE

Uzorak za MALDI TOF MS pripremljen je sukladno uputi proizvodaca (Bruker Daltonik,
Njemacka) ekstrakcijom etanolom/mravljom kiselinom. Ukratko, nekoliko bakterijskih
kolonija suspendirano je u 300 pl ultraciste vode, uz dodatak 900 pl etanola. Nakon
centrifugiranja pri 13000 rpm kroz 2 minute, odvojen je supernatant, a peleta je suspendirana
u 10 pl 70% mravlje kiseline (Sigma-Aldrich, SAD) i 10 pl acetonitrila (Sigma-Aldrich,
SAD). Nakon ponovljenog centrifugiranja, 1 pl supernatanta je nakapan na uglacanu metalnu

plocu 1 osusen na sobnoj temperaturi. Na svaki je uzorak naslojen MALDI matrix (Bruker



Daltonik, Njemacka) u 50% acetonitrila i 2.5% trifluorooctene kiseline (Sigma-Aldrich,
SAD), te osusen na sobnoj temperaturi. Mjerenje je obavljeno koristenjem LT MALDI TOF
masenog spektrometra (Bruker Daltonik, Njemacka). Izmjerene vrijednosti obradene su
pomoc¢u MALDI Biotyper programa (Bruker Daltonik, Njemacka). Rezultati su prikazani kao
log vrijednosti u rasponu od 0-3,0, $to predstavlja vrijednost to¢ne identifikacije izolata,
usporedbom vrijednosti ispitivanih izolata sa referentnim vrijednostima iz baze podataka.
Dobiveni rezultati podijeljeni su u tri kategorije: i) vrijednost od 2,300 do 3,000 ukazuje na
visoku vjerojatnost identifikacije do razine vrste, ii) vrijednost od 2,000 do 2,299 ukazuje na
vjerojatnost identifikacije roda sa mogucom identifikacijom vrste, iii) vrijednost od 1,700 do

1,999 ukazuje na mogucu identifikaciju roda (DOBRANIC i sur., 2016).

Meaning of Consistency Categories (A - C)

Category Interpretation

High consistency: The best match is a high-confidence species identification. The
second-best match is (1) a high-confidence species identification in which the species is
identical to the best match, (2) a low-confidence species identification in which the
species or genus is identical to the best match, or (3) a non-identification.

Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match is
(B) a high- or low-confidence species identification. The second-best match is (1) a high- or
low-confidence species identification in which the genus is identical to the best match

(A)

(C) No consistency: The requirements for high or low consistency are not met.

Meaning of Score Values

for Sample Type SAMPLE

Range Interpretation Symbols Color
2.00 - 3.00 (+4++) green
0.00 - 1.69 (-) red

Slika 14. Prikaz vrijednosti identifikacije uzoraka MALDI TOF metodom (lzvor: Bruker
MALDI Biotyperldentification Results, Bruker Daltonik, Njemacka).



4. REZULTATI

Od ukupnog broja uzetih uzoraka u Klinici Zavoda, njih 55 (29,89%) bilo je u potpunosti
negativno, dok je preostalih 129 (70,1%) bilo pozitivnih, te su nadene razli¢ite vrste Gram
pozitivnih i Gram negativnih bakterija.

Iz ukupno pet uzoraka (3,87%) izdvojene su bakterije roda Enterococcus, te su metodom
MALDI TOF identificirane vrste E. faecalis i E. faecium/E. hirae. 1z Cetiri uzorka izdvojena
je vrsta E. faecalis, dok se u jednom uzorku nije to¢no mogla odrediti vrsta, E. faecium ili E.
hirae Bakterije Enterococcus sp. izdvojene su u vecini slucajeva iz obrisaka kloake ili

skupnog uzorka izmeta, dok je u samo jednom slucaju E. faecalis izdvojen iz obriska zdrijela

(Tablica 2.).

Tablica 2. Nalaz bakterija roda Enterococcus u pretrazenim uzorcima.

Broj Vrsta ptice Vrsta uzorka Nalaz bakterija roda
uzorka Enterococcus
1 Edel (Eclectus roratus), Skupni uzorak izmeta E. faecium/ E. hirae
muzjak, dob 9 godina
2 Africka siva papiga Obrisak kloake E. faecalis

(Psittacus erithacus
erithacus), nepoznatog
spola, dobi 2 godine

3 Australska papigica tigrica Obrisak kloake E. faecalis
(Melopsittacus undulatus),
nepoznatog spola, dobi 6

tjedana
4 Africka siva papiga, Obrisak zdrijela E. faecalis
nepoznatog spola, dobi 5
mjeseci
5 Modrozuta ara (Ara Skupni uzorak izmeta E. faecalis

ararauna), nepoznatog
spola, dobi 5 mjeseci

Obradom dobivenih rezultata prikladnim softverom, pretraZeni uzorci identificirani su
do razine vrste. MALDI TOF metodom ustanovljene su vrijednosti u rasponima od 1,599 do

2,15, §to odgovara loSoj identifikaciji sve do izvrsne identifikacije, do razine vrste (Tablica 3.)



Tablica 3. Prikaz dobivenih vrijednosti MALTI TOF metodom.

Broj Vrsta bakterije Dobivene vrijednosti Interpretacija rezultata
uzorka MALDI TOF
metodom

1 E. faecium / E. hirae 1,599 -
2 E. facealis 1,71 +
3 E. facealis 2,25 +++
4 E. facealis 2,18 +++
5 E. facealis 2,01 +++

Tablica 4. Prikaz nalaza klini¢ke pretrage ptica kuénih ljubimaca iz ¢ijih su uzoraka izdvojene

bakterije roda Enterococcus.

Broj | Ptica Klini¢ki nalaz
1 Edel (Eclectus roratus), muzjak, | Slabiji apetit, otezano kretanje kao posljedica
dob 9 godina stare frakture kostiju nogu, proljev, gojno
stanje bez osobitosti.
Diferencijalna dijagnoza — kroni¢na bol
2 Africka siva papiga (Psittacus | Gojno stanje bo, urednog perja i ponaSanja,
erithacus erithacus), nepoznatog | izrazita poliurija/polidipsija.
spola, dobi 2 godine Diferencijalno  dijagnosticki sumnja na
diabetes insipidus ili psihogenu polidipsiju
3 Australska papigica tigrica | Odbija jesti sjemenke, hrani se Spricom na
(Melopsittacus undulatus), | kljun. Poliurija, urin neugodnog mirisa,
nepoznatog spola, dobi 6 tjedana proljev. Gojno stanje bez osobitosti. Voljka
izrazito proSirena 1 ispunjena kaSastom
smjesom.
Diferencijalna dijagnoza — upala voljke,
makrorabdioza
4 Africka siva papiga, nepoznatog | Slabiji apetit, mirniji, slabije leti. Povremeno
spola, dobi 5 mjeseci kihanje. Gojno stanje kaheksija. Voljka
povec¢ana, na RTG vidljiva sjena metala,
povracanje.
Diferencijalna dijagnoza — upala voljke, PDD
5 Modrozuta ara (Ara ararauna), | Gojno stanje kaheksija, povracanje, slab
nepoznatog spola, dobi 5 mjeseci apetit. RTG — proSirena sjena zljezdanog
zeluca
Diferencijalna dijagnoza — upala voljke, PDD




5. RASPRAVA

Bakterije roda Enterococcus ubrajamo u porodicu Enterococcaceae, a nalaze se u
probavnom sustavu razliCitih sisavaca, ptica, riba i insekata (ROSENBERG 1 sur., 2013.).
Stoga se ove vrste smatraju ubikvitarnim bakterijama 1 fizioloSkom mikroflorom koze i
mukoznih membrana probavnoga, respiratornoga i reproduktivnoga sustava (MORISHITA,
2019.).

Pregledom dosadasnjih istrazivanja moze se uvidjeti da istrazivanja ovih vrsta bakterija u
ptica, napose ptica kuénih ljubimaca, nisu ¢esta. Ipak, znanstvene spoznaje ukazuju da su
najéesce vrste koje mozemo izdvojiti iz ptica kuénih ljubimaca E. faecalis, E. gallinarum, E.
avium, E. faecium i E. durans (GERLACH, 1994.; MORISHITA, 2019.). Neki autori navode
da se u klinicki zdravih ptica enterokoki, posebice E. hirae, moze naéi u 70% uzoraka
porijeklom od razli¢itih vrsta papiga (DEVRIESE i sur., 2007.), dok LAMB i sur. (2014.)
navode da je E. feacium izdvojen iz svega dva uzorka koze papiga.

U ovom istrazivanju, enterokoki su izdvojeni iz ukupno pet uzoraka (3,87%), a
identificirane su dvije vrste — E. faecalis i E. faecium / E. hirae. Metoda MALDI TOF
pokazala se kao korisna u preciznoj identifikaciji do razine vrste, iako u jednom uzorku nije
bilo moguce to¢no identificirati o kojoj se vrsti radi (no potvrdeno je da sigurno radi o rodu
Enterococcus i mozebitnim vrstama E. faecium ili E. hirae).

Uzorci koriSteni u ovom istraZivanju potjecali su od ptica kuénih ljubimaca razli¢itih vrsta
1 dobi, no sve su imale odredene klini¢ke znakove bolesti (Tablica 4.). Bitno je napomenuti da
se u skoro svim slu¢ajevima radilo o jako mladim ili mladim jedinkama, u kojih postoje brojni
predisponirajuci ¢imbenici za razvoj razli¢itih bolesti (dob, stres, ishrana, uvjeti smjestaja), te
da enterokoki nisu bili jedine izdvojene bakterije iz uzetih uzoraka.

Bakterioloskom pretragom koriStenom u ovom istraZivanju, bakterije roda Enterococcus
izdvojene su u vedini slucajeva iz skupnih uzoraka izmeta ili obrisaka kloake, a samo u
jednom slucaju iz obriska Zdrijela. To potvrduje nalaze ostalih istrazivanja u kojima je
dokazano da se ove bakterije uobicajeno nalaze na sluznici probavnog i respiratornog sustava
(MORISHITA, 2019.). Iako su ptice od kojih su potjecali pozitivni uzorci pokazivale razlicite
znakove bolesti, nije mogucée utvrditi da li se radilo o primarno patogenom djelovanju
enterokoka ili vjerojatnije o kombinaciji negativnih predisponiraju¢ih ¢imbenika, padu
otpornosti i sekundarnim bakterijskim infekcijama, u kojima su i enterokoki imali jednu od

uloga. lako je poznato da je patogenost enterokoka za ptice niska, ove bakterije ipak mogu



uzrokovati akutnu septikemiju ili kroni¢nu infekciju, uz pretpostavku da su za nastanak
infekcije kljuéni predisponiraju¢i cimbenici, posebice imunokompromitiranost i stres
(GERLACH, 1994.).

Prilikom lijeCenja enterokoknih infekcija valja imati na umu da su bakterije roda
Enerococcus cesto rezistentne na brojne antibiotike, stoga je prije pocetka terapije nuzno
napraviti antibiogram i prilagoditi doze antibiotika. Spomenuto je i provedeno u nekih od
uzorkovanih ptica kuénih ljubimaca, kako bi se Sto prije zapocelo sa najdjelotvornijom
terapijom.

Neophodno je i napomenuti da ptice drzane u zatocenistvu kao kuéni ljubimei mogu biti
potencijalni izvor multirezistentnih enterokoka (CABRAL i sur., 2020.). S obzirom da su
papige sve popularniji kuéni ljubimci i da su u bliskom kontaktu s ljudima, moguénost
prijenosa mikroorganizama sa zoonotskim potencijalom i genima rezistencije s ptica na ljude

sve je izrazenija.



6. ZAKLJUCCI

1.

Bakterije roda Enterococcus ubikvitarne su i pripadnici uobi¢ajene mikroflore ptica
kuénih ljubimaca, uz nalaz na sluznicama probavnog, diSnog i spolnog sustava.
Bakterije roda Enterococcus spp. izdvojene su iz pet od 129 (3,87%) pozitivnih
uzoraka porijeklom od ptica kuénih ljubimaca razlicitih vrsti i dobi.

Vrsta E. faecalis izdvojena je iz dva obriska kloake, jednog obriska zdrijela i jednog
skupnog uzorka izmeta porijeklom od dvije africke sive papige, tigrice i modro-zZute
are. U svim slucajevima radilo se o jako mladim ili mladim jedinkama.

Vrste E. faecium ili E. hirae, izdvojene iz skupnog uzorka izmeta papige edela nije
bilo moguée identificirati do razine vrste, ali je potvrdena pripadnost rodu
Enterococcus.

Bakterija roda Enterococcus izdvojene su iz akutno bolesnih ptica koje su pokazivale
klinicke znakove od strane probavnog sustava, uz prisutnost predisponirajucih
¢imbenika (dob, ishrana, stres, virusne bolesti).

Kako su enterokoki ¢esto rezistentni na brojne antimikrobne tvari, a s obzirom da su
papige sve popularniji kuéni ljubimci i da su u bliskom kontaktu s ljudima, neophodno

je odrediti osjetljivost na najcesce koristene antibiotike.
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8. SAZETAK

Pojavnost bakterija roda Enterococcus spp. u ptica ku¢nih ljubimaca

Iako ptice razlicitih vrsta sve ¢eSce postaju kuéni ljubimci diljem svijeta, vlasnici vrlo
¢esto nisu upoznati sa njihovim minimalnim potrebama za smjeStajem i ishranom, te
mogucim prijenosima bolesti, posebice zoonoza. Stoga su njihove zdravstvene poteskoce vrlo
Cesto vezane uz neprikladno drzanje i ishranu, $to posljedi¢no uzrokuje stres i pad imunosti, te
ih ¢ini sklonim 1 sekundarnim bakterijskim infekcijama. Kako bi se sprijecio i prijenos
mikroorganizama, neophodno je prepoznati njihovo fizioloSko zdravstveno stanje, poznavati

normalnu mikrofloru i na vrijeme uociti patoloske procese.

Obzirom da o sastavu bakterijske mikroflore ptica kuénih ljubimaca, posebno vrsta roda
Enterococcus spp., nema puno literaturnih podataka, ovim istraZzivanjem stekao se uvid u
njihovu pojavnost u ptica zaprimljenih u Klinici Zavoda za bolesti peradi u razdoblju od
veljace do listopada 2020. godine. Od ukupno pregledanih 392 ptice razli¢itih vrsta, spola i
dobi, uzeto je 184 uzoraka za mikrobiolosku pretragu. Daljnja identifikacija do razine vrste
obavljena je pomotu MALDI TOF metode. Od ukupnog broja uzetih uzoraka, njih 55
(29,89%) bilo je u potpunosti negativno, dok je preostalin 129 (70,1%) bilo pozitivnih, te su
nadene razliCite vrste Gram pozitivnih 1 Gram negativnih bakterija. Iz ukupno pet uzoraka
(3,87%) izdvojene su bakterije roda Enterococcus, te su identificirane vrste E. faecalis (iz
Cetiri uzorka) i E. faecium/E. hirae (iz jednog uzorka). Bakterije Enterococcus sp. izdvojene
su u vec€ini slucajeva iz obrisaka kloake ili skupnog uzorka izmeta, dok je u samo jednom
slucaju E. faecalis izdvojen iz obriska zdrijela.

Sve ptice iz kojih su izdvojeni enterokoki imale su odredene klinicke znakove bolesti, te
se u skoro svim slucajevima radilo o jako mladim ili mladim jedinkama. Takoder, spomenute
bakterije izdvojene su iz skupnih uzoraka izmeta, obrisaka kloake i/ili zdrijela, §to potvrduje
nalaze ostalih istrazivanja u kojima je dokazano da se ove bakterije uobicajeno nalaze na
sluznici probavnog i respiratornog sustava. lako su ptice od kojih su potjecali pozitivni uzorci
pokazivale razli¢ite znakove bolesti, nije moguce utvrditi da li se radilo o primarno
patogenom djelovanju enterokoka ili vjerojatnije o kombinaciji negativnih predisponirajuc¢ih
¢imbenika, padu otpornosti i sekundarnim bakterijskim infekcijama, u kojima su i enterokoki
imali jednu od uloga.

Kljucne rijeci: bakterije, Enterococcus spp., ptice kuéni ljubimci



9. SUMMARY

Prevalence of bacteria of the genus Enterococcus spp. in pet birds

Although birds of different species are increasingly becoming pets around the world,
owners are often not aware of their minimum needs for accommodation and food, and
possible disease transmissions, especially zoonoses. Therefore, their health problems are very
often related to inadequate accommodation and nutrition, which in turn causes stress and
decreased immunity, and makes them prone to secondary bacterial infections. In order to
prevent the transmission of microorganisms, it is necessary to recognize their physiological

health status, know the normal microflora and detect pathological processes in time.

Considering that there is not much literature on the bacterial microflora of pet birds,
especially the species of the genus Enterococcus spp., this research gained insight into their
occurrence in birds admitted to the Clinic of the Department of Poultry Diseases in the period
from February to October 2020. Out of a total of 392 birds of different species, sex and age
examined, 184 samples were taken for microbiological examination. Further identification to
the species level was performed using the MALDI TOF method. Of the total number of taken
samples, 55 (29.89%) were completely negative, while the remaining 129 (70.1%) were
positive, and different types of Gram positive and Gram negative bacteria were isolated.
Bacteria of the genus Enterococcus were isolated from a total of five samples (3.87%), and
species E. faecalis (from four samples) and E. faecium / E. hirae (from one sample) were
identified. Bacteria Enterococcus sp. were isolated in most cases from cloacal swabs or
pooled faecal sample, whereas in only one case E. faecalis was isolated from a pharyngeal
swab.

All birds from which enterococci were isolated had certain clinical signs, and in almost all
cases they were very young or young individuals. Also, the mentioned bacteria were isolated
from pooled samples of feces, cloacal swabs and / or pharynx, which confirms the findings of
other studies in which it was proven that these bacteria are commonly found on the mucosa of
the digestive and respiratory systems. Although the birds from which the positive samples
originated showed different signs of disease, it is not possible to determine whether it was
primarily the pathogenic action of enterococci or more likely a combination of negative
predisposing factors, decreased resistance and secondary bacterial infections, in which
enterococci also played a role.

Key words: bacteria, Enterococcus spp., pet birds
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