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Popis kratica

MS  — Mycoplasma synoviae

MG  — Mycoplasma gallisepticum

NAD - nikotinamid adenin dinukleotid
PCR - polymerase chain reaction

ELISA — enzyme-linked imunosorbent assay
SPA  —serum plate agglutination test

IHA - inhibicija hemaglutinacije



Popis priloga

Tablice

Tablica 1: Vrijednosti titra specifi¢nih protutijela za bakteriju Mycoplasma synoviae u

necijepljenog zarazenog jata (N) 1 cijepljenih jata (C1-C3).

Slike

Slika 1: Vrijednosti titra specificnih protutijela za bakteriju Mycoplasma synoviae u necijepljenog

zarazenog jata (N) i cijepljenih jata (C1-C3).
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1. UVOD

Mycoplasma synoviae (MS) je bakterija koja predstavlja potencijalni problem za mnoge
uzgajivace peradi, poglavito farme kokoSi. Pojava zaraze bakterijom MS na takvoj farmi moze
prouzrociti znacajan pad proizvodnje 1 kvalitete jaja te smanjiti dnevni prirast §to u konacnici
dovodi do ekonomskih gubitaka i smanjenja rentabilnosti te proizvodnje. U svrhu suzbijanja
pojave 1 Sirenja ove bolesti na farmama, razvijeno je niz cjepiva. Cjepivo s vrlo ucinkovitom
zaStitom je cjepivo s atenuiranim MS-H sojem. Specifi¢nost ovog soja je moguénost rasta na nizoj
temperaturi, na 35°C, koja je prisutna u gornjim diSnim prohodima. Na viS$oj temperaturi tijela
propada S$to sprjecava vertikalni prijenos. Primjenom MS-H cjepiva Zeli se kolonizirati
predilekcijska mjesta za bakteriju MS sa manje virulentnim MS-H sojem kako bi se blokiralo
vezanje divljeg soja. U ovom diplomskom radu opisano je istrazivanje kojim se zeli utvrditi razine
titra protutijela nakon zaraze divljim sojevima i nakon cijepljenja MS-H sojem u teskih linija

kokosi.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Mycoplasma synoviae

Ptic¢ji patogen Mycoplasma synoviae (MS) cClan je razreda Mollicutes, skupine bakterija
koju karakteriziraju male dimenzije, nedostatak stanicne stjenke, kompleksne nutricionisticke
potrebe te sposobnost dugoro¢nog zadrzavanja u domacinu i izazivanja kronicnih infekcija
(KLEVEN, 2018.). Zaraza bakterijom MS najceSc¢e se javlja kao subklinicka infekcija gornjeg
diSnog trakta u kombinaciji sa newcastleskom bolesti, zaraznim bronhitisom i drugim zarazama
disnog sustava. Takoder, zaraza s bakterijom MS moZze postati sistemska bolest i rezultirati
zaraznim sinovitisom (KLEVEN i FERGUSON-NOEL, 2008.). Uz navedeno, zadnjih desetak
godina ucestale su i promjene na ljusci kod nesilica $to moze znacajno narusiti kvalitetu jaja

(FABERWEE i sur., 2009).

2.1.1. Incidencija i distribucija

Zarazni sinovitis zabiljeZen je primarno kod peradi u fazi rasta, u dobi od 4 do 12 tjedana,
najceSce u tovnih pilica. Zaraza s bakterijom MS cesta je pojava u viSedobnim jatima kokosi,
pogotovo nesilica (MOHAMMED, 1986., OPTIZ, 1983.). Zbog navedenog je zaraza s bakterijom
MS globalno raSirena s incidencijom ve¢om od 80% na farmama nesilica u Europi 1 Hrvatskoj

(GOTTSTEIN i sur., 2021.).

2.1.2. Prijenos

Horizontalni prijenos se lako javlja pri direktnom kontaktu, pa je tako i ¢esto Sirenje izmedu
baterijskih kaveza. (OLSON 1 sur. 1964., OLSON 1 sur. 1967.) lako mikoplazme kratko
prezivljavaju izvan domacin, upravo visedobne farme osiguravaju stalno kruzenje uzrocnika medu

objektima i zadrzavanje na farmi.



Prijenos bolesti odvija se preko diSnog trakta 1 uglavnom bude 100% zaraZenost u jatu, ali

samo mali broj kokosi razvije lezije po zglobovima.

Uzroc¢nik kratko perzistira u okolini, §to je pokazalo istraZivanje sa jednodnevnim pili¢ima
stavljenima u kontaminiranu okolinu, ali znakovi infekcije su se pojavili tek u dobi 33 do 54 dana

starosti (MAROIS i sur., 2005.).

Ptice su dozivotno zarazene i prenositelji ovog uzro¢nika. (KLEVEN 1 FERGUSON-
NOEL, 2008)

Vertikalni prijenos javlja se kod prirodno i umjetno zarazenih kokosi (CARNAGHAN,
1961.), 1 ima bitnu ulogu u Sirenju bakterije MS u peradi. Stoga bi se sva jaja koriStena za
proizvodnju zivih virusnih cjepiva trebala uzimati iz jata slobodnih od bakterije MS (VARDMAN,
1976.).

2.1.3. Inkubacija

Zarazni sinovitis primijecen je kod pili¢a dobi od Sest dana, upucujuéi na to da je period
inkubacije relativno kratak kod vertikalno zarazenih jedinki. Period inkubacije nakon
horizontalnog Sirenja u pravilu traje 11 do 21 dan. Protutijela se mogu dokazati i prije nego Sto
bolest postane klinicki vidljiva. Kod jedinki koje su pokusno zarazene u dobi od 3 do 6 tjedana sa
inokulumom koji sadrzi eksudat iz zglobova zarazene peradi ili Zzumanjak zarazenih zametaka
zabiljezen je sljedeci redoslijed prijemljivosti 1 inkubacije: nozni jastuci¢, 2-10 dana; intravenski,
7-10 dana, intrakranijalno, 7-10 dana; intraperitonealno, 7-14 dana; intrasinusno, 14-20 dana; i

aplikacija u konjuktivu, 20 dana.

Perad je takoder podlozna i intrasmuskularnoj inokulaciji. Intratrahelana inokulacija
rezultirala je zarazom traheje 1 sinusa najranije 4 dana i u¢inkovito se Sirila na druge jedinke
kontaktom. Lezije po zracnim vre¢icama su na vrhuncu 17 do 21 dana nakon aplikacije aerosolom

(KLEVEN i sur., 1972).



Zakljuéno, period inkubacije varira s titrom i patogenosti soja u inokulumu (KLEVEN i

FERGUSON-NOEL, 2008.).

2.1.4. Klini¢ka slika

Prvi znakovi kod jata zahvadenog zaraznim sinovitisom su blijeda kresta, Sepavost 1
poremecen rast. Kako bolest napreduje, perje postaje neuredno, a kresta se smanji. Otekline se
obi¢no pojavljuju oko zglobova, a ucestali su i zuljevi po prsima. Skoc¢ni zglobovi i jastuci¢i na
stopalima su primarno ukljuceni, ali kod nekih ptica zahvacena je veéina zglobova; no povremeno
su pronadene ptice sa generaliziranom zarazom, ali bez vidljivih ote€enja zglobova. Ptice postaju
bezvoljne, dehidrirane 1 mrsave. lako su jako zahvaéene boleS¢u, mnoge ptice nastavljaju jesti i
piti ako su postavljene blizu hrane i vode. Zelena diskoloracija izmeta, koja sadrzi velike koli¢ine
urata Cest je nalaz. Gore opisani akutni znakovi popraceni su sporim oporavkom, no sinovitis moze
perzistirati dozivotno kod jedinki u jatu. U drugim slu¢ajevima, nema akutne faze ili nije primjetna,
a moze biti vidljiva kod samo nekoliko kroni¢no zahvacenih ptica u jatu. Kokosi zarazene preko
diSnog trakta mogu pokazivati blagu hripavost za 4 do 6 dana ili mogu biti asimptomatske
(MORROW i sur., 1997.). Upala zracnih vrec¢ica moze se javiti u bilo kojoj dobi i najcesce je
primjecena kao razlog znacajnih gubitaka kod tovnih pili¢a (KING, 1973.). U terenskim uvjetima,
vec¢ina lezija zracnih vrecica uzrokovanih zarazom s bakterijom MS javljaju se tijekom zime.
Potomstvo roditeljskih jata zaraZenih bakterijom MS imaju predispoziciju razviti upalu zracnih

vrecica, smanjeni prirast i smanjenu konverziju hrane (LOTT i sur., 1978.).

Disni znakovi i lezije slicne su onima kod bakterije Mycoplasma gallisepticum (MG), samo
blazeg karaktera, i kao i kod MG, postoji sinergija s drugim uzro¢nicima di$nih zaraza, tj. Ceste su
sekundarne zaraze (KLEVEN i sur., 1972.). Lezije diSnog trakta uzrokovane s bakterijom MG u
pocetku poprimaju oblik viska mukoznog eksudata popracenog kataralnim i1 kazeoznim

eksudatom, koji mogu poprimiti amorfne mase u zracnim vrec¢icama (OIE, 2018.).



2.1.5. Patogeneza

Postoji znac¢ajna razlika izmedu izolata u njihovoj sposobnosti da izazovu oboljenje; mnogi
izolati izazivaju blage ili nikakve klinicke znakove (SENTIES-CUE, 2005.). Utvrdena je znatna
promjenjivost u virulentnosti sojeva, no nisu pronadeni dokazi o selektivnom tropizmu prema
epitelnim membranama donjeg diSnog trakta u odnosu na membrane zglobova, tetivnih ovojnica i
burza (HINZ 1 sur., 2003.). Zaklju€eno je da patogenost ukljucuje vezanje 1 kolonizaciju gornjeg
diSnog trakta plus dodatni neidentificirani faktori povezani uz sistemsku invaziju i stvaranje lezija.
Sojevi bakterije MS izolirani iz zracnih vrec€ica skloniji su izazivanju upale zra¢nih vrec¢ica, dok
oni izolirani iz sinovijalnih ovojnica su sklonije izazivanju sinovitisa (KLEVEN i sur., 1975.).
Lezije po zra¢nim vre¢icama su znatno izrazenije pri hladnim vremenskim uvjetima (YODER i

sur., 1977.).

2.1.6. Dijagnostika

Dijagnoza zaraze bakterijom MS temelji se na dokazu patogena i/ili specificnih protutijela.
Dokaz MS patogena provodi se uzgojem u kulturi i/ili odredivanjem vrsno specificnih nukleinskih
kiselina putem PCR metode. Za dokaz specificnih MS protutijela koriste se postupci poput testa
inhibicije hemaglutinacije (IHA), imunoenzimskog testa (ELISA — Enzyme Linked Imunosorbent
Assay) i serumske aglutinacije (SPA-serum plate agglutination test) (KLEVEN, 2008b.; OIE,
2008.).

a) Uzgoj 1 identifikacija

Bakterija MS je relativno izbirljiv mikroorganizam koji zahtjeva medij bogat proteinima
obi¢no obogacen serumom 1 serumskim faktorima (KLEVEN, 2008.). Ona fermentira glukozu
koja se dodaje u medij za uzgoj, a zahtjeva dodatno i nikotinamid adenin dinukleotide (NAD) za

rast (KLEVEN, 2008b.).

Sojevi MS otporni su na antibiotike koji utjecu na sintezu stani¢ne stjenke i djelomi¢no na talij
acetat. Penicilin (2,000 UI/ml) i talij acetat (do 1:2.000) se stoga dodaju u medij kako bi kontrolirali
rast ostalih bakterija i kontaminaciju gljivicama (BRADBURY, 1998., OIE, 2008.).
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Kolonijama bakterije MS obi¢no treba 3 do 5 dana od inokulacije da postanu vidljive

(KLEVEN, 2008b.).

Unatoc¢ tome S$to se uzgoj smatra standardom u dijagnostici zaraze bakterijom MS, spor rast
koji mozZe potrajati i do 3 do 4 tjedna, Cesto prerastanje podloge s nepatogenim mikoplazmama, te
njezina izbirljiva priroda predstavljaju kriticne prepreke za Siru uporabu mikrobioloske metode

dijagnostike MS u praksi (AHMED, 2016.).
b) Seroloske metode

Najcesci seroloski testovi koji se koriste u dijagnostici zaraze MS su SPA, IHA 1 ELISA (OIE,
2008.).

SPA test je jednostavan, brz i jeftin test za detekciju MS protutijela. Izvodi se mijeSanjem
jednake koli¢ine testiranog uzorka seruma i obojanog MS antigena. Antigeni za MS komercijalno
su dostupni. SPA test ima dostatnu osjetljivost jer naj¢eS¢e dokazuje rano proizvedene
imunoglobuline nakon infekcije, IgM protutijela. No, glavni nedostatak ovoga testa je niska
specificnost. Unakrizne reakcije izmedu MS, nedavno cijepljenih ptica sa cjepivima na bazi uljnih
emulzija, kao 1 sastojci medija koriStenog u pripremi antigena najces¢i su razlozi za pojavu lazno
pozitivne reakcije pri provedbi SPA testova (GLISSON i sur. 1984., KLEVEN, 2008b., YODER,
1989.).

Primjena THA testa je viSe specificna u usporedbi sa SPA testom, no neki drugi ¢imbenici
ograni¢avaju njegovu Siru uporabu poput utroSenog vremena i rada, a takoder i nedovoljna
komercijalna dostupnost reagensa (KLEVEN, 2008b., KLEVEN i sur., 1988.). Jedna od glavnih
nedostataka ove metode je niska osjetljivost jer moze detektirati protutijela tek nakon treceg tjedna
od zarazavanja, jer [HA test dokazuje IgY, protutijela koja se produciraju kasnije (TALKINGTON
1 KLEVEN, 1983.).

ELISA test razvijen je kako bi se poboljSala osjetljivost IHA testa i specificnost SPA testa,
buduéi da ovim postupkom dokazujemo sva stvorena specificna protutijela. Pokraj mnogih
komercijalno dostupnih ELISA kitova za dokaz bakterije MS, mogu se koristiti i ,,in house* ELISA
kitovi (HIGGINS i WHITHEAR, 1986., OPTIZ i sur., 1983.).

11



Nacelno, visoka ucestalost antigenih razli¢itosti od strane MS izolata, unakrizne reakcije
izmedu MS, Mycoplsma gallisepticum (MG) 1 drugih patogena, smetnje sa cjepivima na bazi uljnih
emulzija 1 nekim lijekovima su prijavljene kao razlozi za lazno pozitivne rezultate dobivene
seroloskim testovima (KLEVEN, 2008b.). Stoga su seroloski testovi za MS predlozeni tek za
metode probiranja umjesto za definitivnu dijagnostiku. Jata sa pozitivnim seroloskim rezultatima
bi trebala biti potvrdena drugom metodom poput izolacije patogena i molekularnom detekcijom

patogena (RAVIV i LEY, 2013.).
¢) Molekularne metode

Uvodenje molekularnih metoda predstavljalo je bitan pomak u dijagnostici zaraze bakterijom
MS. Preciznost, usteda vremena i novCana isplativost molekularnih metoda ucinilo ih je

komplementarnima ili ¢ak alternativama konvencionalnim metodama dijagnostike.

Lancana reakcija polimeraze (PCR-Polymerase chain reaction) predstavila se kao sigurnija,
preciznija i primjenljivija alternativa prethodno koristenim metodama takoder izbjegavajuci neke

od njihovih $tetnih nuspojava (AHMED, 2016.).

Dijagnostika bakterije MS PCR ili RealTime PCR metodom pokazala je 100% specifi¢nost uz
procjenu osjetljivosti od 100 CFU-a (LAUERMAN i sur., 1993.). Usporedbom analize klinickih
uzoraka molekularna metoda moZze detektirati bakteriju MS u 17 uzoraka, dok klasi¢na izolacija

moze dokazati MS u samo 7 od 27 uzoraka (MAROIS i sur., 2000.).

2.1.7. Prevencija i kontrola

Infekcije mikoplazmama Sire se vertikalno (preko zarazenih jaja) kao i horizontalno
(bliskim kontaktom, kontaminiranim Cesticama praSine, infektivnim aerosolom i kapljicama) i

moze perzistirati u jatu u subklinickom obliku (FERGUSON-NOEL, 2020.).

Neke od metoda koje se koriste u sprjeCavanju Sirenja zaraze uklju¢uju mjere biosigurnosti

1 upravljanja, lijeCenje i cijepljenje.

Cijepljenje:

12



Trenutno su komercijalno dostupna dva atenuirana cjepiva, temperaturno osjetljivo MS-H
cjepivo i NAD neovisni MS1 sojevi (KREIZINGER, 2017.). Mutagenezom terenskog izolata iz
Australije, odabran je zivi temperaturno osjetljiv soj MS cjepiva MS-H koji je koristen i u ovom
istrazivanju (MORROW, 1998.). Cijepljenje se provodi okulonazalnom primjenom cjepiva ili

rasprsivanjem kako bi cjepni soj doSao u gornje diSne prohode.

2.1.8. Ekonomski znacaj

Mikoplazme mogu prouzorciti velike gubitke u peradarskoj industriji smanjenjem
proizvodnje jaja, smanjenjem prirasta i konverzije hrane, smanjenjem kvalitete trupa, povecanjem

smrtnosti, uz troskove cijepljenja i lijecenja (KLEVEN, 2008.).

Abnormalnosti apeksa ljuske jaja (AAJ) karakterizirane su izmjenama na povrsini ljuske,
stanjenom ljuskom, pove¢anom prozirnos¢u i pojavom napuklina i pukotina. Procijenjena srednja
vrijednost ekonomskog gubitka jata u kojem je 5% jaja imalo AAJ u dobi od 30 do 75 tjedana
starosti iznosi oko 3% bruto povrata cijene jaja (FEBERWEE 1 sur. 2009.). Osim promjena na
ljuskama, zaraza sojevima MS uzrokuje prolaznu imunosupresiju, pove¢anu smrtnost 1 do 4%
tovnih pili¢a te 5 do 10% smanjenu proizvodnju jaja i valivost kod nesilica 1 roditeljskih jata

(NASCIMENTO i sur. 2005.).

Dodatni ekonomski teret bakterije MS takoder ukljucuje njeno pracenje i1 otkrivanje.
Mikrobiolosko izdvajanje je vremenski zahtjevna metoda koja zahtjeva vise razli¢itih medija.
SeroloSke 1 molekularne metode su brze, no i cijene testova su vise, uz visa pocetna ulaganja u
opremu. No, za neke proizvodace, pogotovo uzgajivace, izbor moze biti koriStenje sve tri metode
za potvrdu 1 sigurno otkrivanje, ali 1 vrijedan ulaganja uzevsi u obzir gubitak npr. kod mati¢nog

jata JARQUIN, 2012.).
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2.2. MS-H cjepivo

Budu¢i da su kokosi doZivotni nositelji uzrocnika, farme s viSe dobnih skupina veoma je
izazovno zadrzati slobodne od MS. U takvim jatima cijepljenje se predstavlja kao najbolja mjera
kontrole pojave i Sirenja ove bolesti, a kao najbolji izbor pokazalo se Zivo temperaturno osjetljivo

MS-H cjepivo.

Nakon uspjesno provedene mutageneze i stvaranja ts-11 soja od bakterije MG, Morrow i
sur. (MORROW, 1998.) su primijenili isti postupak za proizvodnju temperaturno osjetljivog klona
australskog izolata od bakterije MS kao procjenu za moguce cjepivo. Soj nazvan MS-H pokazao
je ts* fenotip, kolonizirao dusnik kokosi i potaknuo stvaranje serumskih protutijela 3 tjedna nakon
inokulacije okulonazalno. Naknadno provedena istrazivanja potvrdila su da je laboratorijski i
komercijalno proizvedeno MS-H cjepivo ucinkovito (MARKHAM, 1998a.) i sigurno
(MARKHAM, 1998b.). Nakon okulonazalne primjene u purana, MS-H cjepivo koloniziralo je
gornji disni trakt i potaknulo mjerljiv odgovor protutijela, ali nije izazvalo lezije u diSnom traktu

(NOORMOHAMMADI i sur. 2003.).

Prednosti 1 nedostatci MS-H cjepiva:

Prednosti: Nedostatci:
- apatogena - okulonazalna primjena
- dugorocna stimulacija mukozne imunosti - zamrznuto cjepivo

- dozivotna zastita (potrebna stru¢nost)

- nema vertikalnog prijenosa - moze izazvati odgovor
- veoma ogranicen horizontalni prijenos protutijela

- potrebna jedna doza
- ne postaje viruletan

- moze se razlikovati od ostalih terenskih sojeva
Jos jedna prednost MS-H cjepiva je temperaturna osjetljivost. To znaci da je kolonizacija

bakterije ograni¢ena (na 39,5°C), a kokoS$ jedino treba zadrzati normalnu tjelesnu temperaturu

(41,5°C), ne mora biti imunokompetentna (CARGILL, 2016.).
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2.3. Imunoenzimni test (ELISA)

ELISA ili imunoenzimni test jedna je od seroloskih metoda dijagnostike koja se ¢esto koristi
u veterinarskoj medicini. Moze se koristiti za dokazivanje prisutnosti specificnih protutijela, ali i

za dokaz antigena. Ova metoda moze biti kvanitativna ili kvalitativna.

Uvodenju ELISA metode u istrazivanja prethodilo je otkri¢e da se topljivi antigen ili protutijela
mogu vezati za ¢vrstu podlogu tako da se ne isperu puferiranom fizioloSkom otopinom. U tu se
svrhu rabe polistirenske mikrotitracijske ploce Cetvrtastog oblika koje obi¢no imaju 96 (12 x 8)

plitica (RUNJE i sur., 2006).

Reakcija ELISA temelji se na vezanju antitijela 1 antigena iz uzorka te spektrofotometrijskom
mjerenju nastale reakcije, do koje dolazi zbog promjene boje. Ovom visoko osjetljivom i
selektivnom metodom moguce je odrediti vrlo nisku koncentraciju analita od primjerice nekoliko

ng po kg ispitivanog uzorka. (BUTORAC i sur. 2013.)

Sama metodologija ELISA metode ukljucuje imobilizaciju jedne ili dvije komponente, tj.
antigena ili antitijela na ¢vrstu podlogu. To uklanja probleme separacije, s obzirom da nakon
reakcije izmedu vezane i nevezane komponente jedna komponenta ostaje pri¢vr§¢ena na ¢vrstu
podlogu, a ostatak se jednostavno uklanjanja pri ¢emu ostavlja vezani reaktant u obliku u kojem
ga je moguce lako izmjeriti. Mjerenje predstavlja drugu veliku prepreku koja je obzirom na
metodologiju rijeSena na nacin da se jedna komponenta, odnosno detektor antitijelo, obiljezi s
enzimom. ObiljeZena antitijela se tada mogu detektirati. Nakon dodatka supstrata za enzim,
reakcija rezultira mjerljivim promjenama intenziteta obojenja. Imunoenzimski testovi dolaze u
mnogim oblicima i imaju brojne primjene. Analiti¢arima su dostupni komercijalni testovi ili pak

razvijaju specifi¢ne testove za svoje vlastite primjene (BONWICK i SMITH, 2004).

2.3.1. Vrste ELISA testova

Danas su razvijeni razli€iti tipovi ELISA testova zbog potrebe za vecom specifi¢nosti testa
prema sastojcima koji se odreduju i koji mogu imati razli¢itu kemijsku strukturu i svojstva, te radi

dobivanja preciznijih rezultata u konacnici (AYDIN, 2015.). Postoji nekoliko vrsta tehnika
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imunoloskog odredivanja pomo¢u ELISA testa: indirektna, "sendvic¢", konkurentna i nova

viSestruka 1 prijenosna metoda pomocu mikrotitarskih ploca (BUTORAC i sur., 2013).

U svrhu brze i efikasnije dijagnostike, razvijeni su ELISA kitovi sa unaprijed pripremljenim
reagensima za provodenje testova, a kitovi koriSteni u detekciji protutijela MS najcesce koriste

indirektnu ELISA metodu.

Indirektna metoda:

Izvodi se u nekoliko koraka i sluzi za dokazivanje prisustva specifi¢nih protutijela u ispituju¢em
uzorku. U prvom koraku, u jazice se dodaje antigen. Antigen ¢e se nespecificno vezati za
polistiren 1 nakon ispiranja u jaZice se dodaje otopina za blokiranje. Nakon ispiranja dodaje se
uzorak koji bi mogao sadrzavati specifi¢na protutijela za adsorbirani antigen. Nakon ponovljenih
ispiranja puferiranom otopinom s deterdZzentom dodaju se sekundarna protutijela oznaena
enzimom. Kada se viSak sekundarnih protutijela ukloni ispiranjem dodaje se supstrat i nakon

inkubacije reakcija se zaustavlja stop otopinom i slijedi oCitavanje rezultata.
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2.4. Lan¢ana reakcija polimerazom (PCR)

Metoda lancane reakcije polimerazom (engl. polymerase chain reaction, PCR) se koristi za
dobivanje velikog broja kopija odredenog dijela DNA kako bi se taj dio mogao koristiti za
sekvenciranje, gel elektroforezu ili za razne druge eksperimente (ANONYMUS, 2021.).

Enzim koji se koristi kod PCR-a je Taq polimeraza, specificna DNA polimeraza izolirana iz

bakterije Thermus Aquaticus. Uloga Taq polimeraze je stvaranje novih dijelova DNA koriste¢i
postojece kao predlozak. Bakterija Thermus Aquaticus je termostabilna bakterija kojoj
odgovaraju visoke temperature pa je zato Taq polimeraza pogodna za PCR budu¢i da se

umnazanje dijelova DNA odvija na visokim temperaturama (ANONYMUS, 2021.).
PCR se odvija u tri faze:

1. Denaturacija se odvija na temperaturi od 96°C koja omogucéava razdvajanje

dvolan¢ane DNA u zasebne lance.

2. Vezanje se odvija na temperaturi od 55-65°C koja je pogodna za vezanje pocetnica

na jednolan¢anu DNA.

3. Produljenje lanca se odvija na temperaturi od 72°C kako bi Taq polimeraza

produljila pocetnice i sintetizirala novi lanac.

Ovaj se ciklus obi¢no odvija 25 do 35 puta, ovisno o duljini DNA. Vizualizacija DNA
nakon PCR-a obi¢no se provodi gel elektroforezom. koja se bazira na provlacenju fragmenata
DNA kroz gel koristeci elektri¢nu struju pa se fragmenti razdvajaju na osnovu veli¢ine

(ANONYMUS, 2021.).
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Monitoring i imunoprofilaksa bakterije Mycoplasma synoviae

Na farmi kokosi roditeljskog jata hibrida teske linije Ross 308 su uoceni klinicki 1
patomorfoloski znakovi karakteristi¢ni za zarazu s bakterijom Mycoplasma synoviae. Provedena
je seroloSka i molekularna dijagnostika te je potvrdeno prisustvo bakterije Mycoplasma synoviae
u necijepljenom jatu (N). Slijedeca jata pilenki (C1-C3) u uzgoju cijepljena su cjepivom s MS-H

sojem izmedu 6 1 9 tjedna uzgoja.

3.2. Uzorkovanje seruma

U istrazivanju su koristeni serumi porijeklom od krvi pilenki i kokosi razli¢itih dobnih
skupina (18 do 52 tjedna) uzetih s farme roditeljskog jata hibrida teSke linije Ross 308. Pri
uzorkovanju je uzeto od 30 do 48 uzoraka krvi po jatu, a izdvojeni serumi su do pretrage ¢uvani

na— 20 °C.

Pretraga seruma na titar specifi¢nih protutijela za bakteriju Mycoplasma synoviae ELISA

postupkom.

Serumi su pretraZeni na titar specificnih protutijela za Mycoplasma synoviae primjenom
komercijalnog imunoenzimnog (ELISA) kita MS ELISA (BioChek, Reeuwijk, Nizozemska)
prema uputama proizvodaca. Opticka gustoca je ocitana pri 550 nm na spektrofotometru pQuant

(Bio-Tek Instruments, SAD) te preraunata u titar sukladno uputama.

3.3. Statisticka obrada rezultata

Rezultati su obradeni statisticki primjenom racunalnog programa Statistica 13.5.0.17.
(TIBCO Software Inc., SAD). Normalnost raspodjele je testirana Kolmogorov-Smirnov testom, a

rezultati su analizirani Anova LSD testom uz razinu znac¢ajnosti p<0.05.
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4. REZULTATI

Rezultati pretrage seruma na titar specificnih protutijela za bakteriju Mycoplasma synoviae

prikazani su Tablicom 1. i Slikom 1.

Titar protutijela kod necijepljenog zarazenog jata N ima vrlo niske titreve protutijela
(Tablica 1.), no nazo¢nost bakterije je potvrdena molekularnom dijagnostikom. Udio pozitivnih
seruma je relativno nizak, oko 30%. Do 40. tjedna prosjecna vrijednost i udio pozitivnih se
smanjio. Kod cijepljenih jata vrijednosti titra kod prvog uzorkovanja su nize ili neSto vise od
vrijednosti kod zarazenog jata, no kod drugog uzorkovanja kod drugog jata dolazi do znacajnog

porasta titra na 1400, uz znacajan porast udjela pozitivnih seruma na 63%, uz najvisi titar od 6451.
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Tablica 1. Vrijednosti titra specificnih protutijela za bakteriju Mycoplasma synoviae
necijepljenog zarazenog jata (N) i cijepljenih jata (C1-C3) (srednja vrijednost+SD)

JATA
UZORKOVANIE - — = =

458+547 3394399 419+601 472+659

1 33, 10/30 24, 5/30 25 ., 5/40 18 ., 9/40
(30%) (16,6%) (12,5%) (22,5%)
289+275 1400+1306
+
2 401, 5/39 52t.5°142 /ig(zzs‘y) 411, 19/30 ]

(12,8%) 1 ° (63%)

3000
A
2500
2000
1500 8
B
1000 B
B
B
500 -|-
0 n H
N C1 c2 C3
H]l B2

Slika 1. Vrijednosti titra specifi¢nih protutijela za bakteriju Mycoplasma synoviae u necijepljenog
zarazenog jata (N) i cijepljenih jata (CI1-C3) (srednja vrijednost£SD). Vrijednosti oznacene

razli¢itim velikim slovima abecede (A, B) se medusobno statisticki znacajno (p<0.05) razlikuju.
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5. RASPRAVA

Bakterija Mycoplasma synoviae moze prouzrociti velike ekonomske Stete uzgajiva¢ima
peradi. Zaraza jedinki ovom bakterijom ¢esto puta prode neopazeno ili nepravilno dijagnosticirano
zbog sekundarnih oboljenja koja uslijede nakon prvotnog izbijanja bolesti. Najznacajniji problemi
koje uzrokuje su u vidu smanjene konverzije hrane, prirasta tovnih pili¢a, smanjenje kvalitete

ljuske jaja i kvalitete trupa uslijed razvoja sekundarnih oboljenja.

Ptice koje su zarazene ovom bakterijom ostaju dozivotni nositelji uzro¢nika 1 Sire ga na ostale
jedinke u jatu. To najcesce stvara probleme u jatima sa viSe dobih skupina izmedu kojih se

uzrocnik tada lako S§iri i perzistira.

U takvim jatima neke od mjera biosigurnosti nisu uvijek primjenjive te cijepljenje predstavlja
najbolju metodu zastite jata. Cjepivo izbora je temperaturno osjetljivo atenuirano MS-H cjepivo
dobiveno od istoimenog soja. Ono naseljava gornje diSne prohode jedinke i time sprjeCava

naseljavanje drugih divljih patogenih sojeva poticanjem primarno lokalne zastite.

Takoder poti¢e humoralni imuni odgovor i stvaranje protutijela koja sistemski Stite organizam od
zaraze divljim sojevima, a ¢iju smo razinu mjerili u ovom istrazivanju koriste¢i komercijalne

ELISA MS kitove za dokaz razine titra specifi¢nih protutijela u serumu.

Cilj istraZivanja je bio utvrditi i usporediti titar protutijela kod jata zaraZzenog bakterijom MS (N)
i kod cijepljenih jata (C1-C3). Oc¢ekivani titar protutijela kod cijepljenih jata krece se u rasponu od
500 do 3000, uz dosta negativnih seruma, buduc¢i da humoralni odgovor nije dominantni na¢in

poticanja zastite.

U N jatu je zabiljezen neobi¢no nizak titar protutijela, ¢ija bi oCekivana vrijednost trebala prelaziti
preko 5000. Mogu¢i razlog toga su slabije imunosno stanje testiranih jedinki. Pri ponovnom
testiranju istog jata, bila je manja zastupljenost pozitivnih jedinki, kao 1 njihov titar protutijela $to

bi moglo upucivati na postepeni oporavak jata od zaraze.

Pri prvom testiranju uzoraka iz C1 jata zabiljeZene su vrijednosti titra ispod grani¢nih o¢ekivanih
vrijednosti (339+399). No ve¢ pri drugom testiranju uzoraka, vrijednosti su porasle do minimalne

granice ukazujuéi na slabiji ali dostatan imunosni odgovor jedinki (504+862).
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Kod C2 jata su prilikom prvog testiranja takoder zabiljeze donje grani¢ne vrijednosti titra
protutijela od oko 419+601. Pri drugom testiranju vrijednosti su pokazale znaCajan porast titra
protutijela, 1 to do 1400. U sva Cetiri ispitivana jata, ovo je jedina zabiljezena statisti¢ki znacajna
razlika. Zabiljezeno odstupanje moze biti razlog tome $to je u jednom trenutku ovo jato, ispitano
molekularnom dijagnostikom, bilo pozitivno i na divlji soj MS bakterije. Pri drugom testiranju je

ujedno zabiljezena i najveca ucestalost pozitivnih uzoraka u ovom jatu 63%.

C3 jato je testirano samo jednom i dobiveni titar protutijela je takoder bio pri donjim granicama
ocekivanog titra protutijela: 472+659. Rezultati testiranja nisu znac¢ajno odstupali od vrijednosti

dobivenih u ostalim jatima.

Porast titra protutijela u cijepljenim jatima upucuje na aktivnu i postojanu imunost koju potice

kolonija MS-H soja, dok kod N jata to nije slucaj zbog opadajuceg broja titra protutijela.
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6. ZAKLJUCCI

Slijedom opisanih rezultata istrazivanja valja zakljuciti:

1. Nema znacajne razlike u titru protutijela izmedu jata inokuliranog MS bakterijom i
cijepljenih jata u teSke pasmine kokosi.

2. Lokalna imunost je osnova zastite, dok niske razine humoralne imunosti ukazuju na
neprobijanje zastite divljim sojevima.

3. Zbog kroni¢ne zaraze bakterijom MS, uvijek su prisutni pozitivne jedinke u jatu uz
postupan pad razine protutijela u serumu.
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8. SAZETAK

DINAMIKA TITRA PROTUTIJELA PRIJE I NAKON PRIMJENE MS-H CJEPIVA U
IMUNOPROFILAKSI BAKTERUE Mycoplasma synoviae KOD JATA TESKE LINIJE
KOKOSI

Matej Kolar

Mycoplasma synoviae predstavlja jednu od prijetnji u peradarstvu na globalnoj razini buduéi da
izaziva velike ekonomske gubitke. Primjena atenuiranog temperaturno osjetljivog MS-H cjepiva
jedna je od uc¢inkovitih biosigurnosnih mjera kojom bi izbjegli takve gubitke. Princip djelovanja
MS-H cjepiva je kolonizacija gornjih diSnih puteva peradi sa manje patogenim sojem kako bi
sprijecili prihvacanje divljih patogenih sojeva. U ovom diplomskom radu opisano je istrazivanje
kojim se utvrdila razina titra protutijela u kokosi teSke pasmine nakon zaraze divljim sojem i nakon
cijepljenja MS-H cjepivom. Izmedu dvije skupine nije postojala znacajna razlika u titru protutijela
prilikom prvog testiranja. Nakon provedenog drugog testiranja zabiljezeno je kako je kod kokosi
zarazenih divljim sojem doSlo do smanjenja titra protutijela, a kod kokosi cijepljenih MS-H
cjepivom je porasta titar protutijela zbog moguceg proboja zastite. Rezultati istrazivanja ukazuju

na aktivnu imunost postignutu cijepljenjem.

Kljuéne rijeci: Mycoplasma synoviae, MS-H, cijepljenje, titar protutijela, ELISA,
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9. SUMMARY

DYNAMICS OF ANTIBODIES TITER BEFORE AND AFTER THE APPLICATION OF MS-
H VACCINE IN IMMUNOPROPHYLAXIS OF THE BACTERIA Mycoplasma synoviae IN A
BROILER PARENT FLOCK

Matej Kolar

Mycoplasma synoviae is one of the global threats in poultry industry as it causes large economic
losses. The use of an attenuated temperature-sensitive MS-H vaccine is one of the effective
protective measures to avoid such losses. The principle of action of the MS-H vaccine is the
colonization of the upper respiratory tract of poultry with a less pathogenic strain to prevent the
adherence of wild pathogenic strains. This thesis describes a study that determined the level of
antibody titers in broiler breeder flocks after infection with wild-type strain and after vaccination
with MS-H vaccine. There was no significant difference in antibody titer between the two groups
during the first sampling. After conducting a second test, an antibody titer decreased in wild-type
infected chickens, while increase in antibody titers occurred in chickens vaccinated with the MS-
H vaccine, as probable result of wild type infection. The results of the study indicate active

immunity achieved by vaccination.

Key words: mycoplasma synoviae, MS-H, vaccination, antibody titers, ELISE
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