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Sazetak

olibaciloza uzrokovana pti¢jim patogenim sojevima bakterije Escherichia coli (APEC) stvara ve-

like gospodarske gubitke u intenzivnoj peradarskoj proizvodnji. Cesto nastaje kao sekundarna
infekcija zbog imunosupresije uzrokovane drugim bolestima. Osim toga, neadekvatni zoohigijenski
uvjeti i drugi stresni ¢cimbenici kao Sto je nesivost mogu utjecati na pojavu bolesti. S obzirom na ve-
like Stete koje uzrokuje te postojanje zoonotskog potencijala, utvrdivanje proSirenosti APEC sojeva
i njihova tipizacija, moze pomoc¢i u provodenju nuznih profilakti¢kih mjera kao sto je cijepljenje. U
ovom su istrazivanju izdvojeni sojevi E. coli iz leSina dostavljenih na patomorfolosku pretragu s
farmi peradi koje imaju probleme s kolibacilozom. Iz bakterijskih je kultura izdvojena ukupna DNK i
odredena pripadnost filogenetskim skupinama (A, B1, B2, D) dokazivanjem gena chuA, yjaAiulom-
ka DNK TspE4.C2 primjenom PCR reakcije. Utvrdeno je i postojanje pojedinih gena virulencije koji
mogu biti pokazatelj patogenosti sojeva. Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da postoji velika
raznovrsnost filogenetskih skupina E. coli Sto otezava provodenje imunoprofilakse, te su utvrdene
razlike u prevalenciji odredenih gena virulencija izmedu pojedinih sojeva.

Abstract

vian pathogenic Escherichia coli (APEC) can cause serious losses in poultry production. It often

begins as a secondary infection caused by immunosuppression. Moreover, inadequate zoohy-
gienic conditions and stress, such as the laying period, may cause problems. Due to the great losses
and possible zoonotic potential of APEC, molecular characterization and determination of phylo-
genetic diversity is very important, for it can help in conducting prophylactic measures. During
this epizootiological survey, poultry carcasses were brought from farms for pathomorphological
examination due to the suspicion of colibacillosis. Afterwards E. coli strains were isolated and mo-
lecular characterization was undertaken. Some of the most frequent virulence genes which may
be indicators of strain pathogenicity were determined. The results showed contamination with di-
fferent E. coli phylogroups according to phylogenetic group markers (chuA, yjaA, TspE4.C2), with
a predominant finding of B2 phylogroup. In addition, some differences in the frequency of certain
virulence genes between isolated strains were determined, which could affect the efficiency of im-
munoprophylactic measures.
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uvoD

Kolibaciloza je svaka lokalizirana ili sustav-
na zarazna bolest uzrokovana gram-negativ-
nom bakterijom Escherichia coli koja naseljava
sluzni¢ne povrsine (Bidin, 2008.). Patogeni so-
jevi E. coli dijele se na crijevne i izvancrijevne.
Sojevi bakterije E. coli koji uzrokuju izvancrijev-
ne infekcije (engl. extraintestinal pathogenic
E. coli, EXPEC) obicno su dio fizioloske crijevne
mikroflore zdravih Zivotinja. Patogeni sojevi
posjeduju ¢imbenike virulencije pomocu kojih
naseljavaju povrsinu sluznica i uzrokuju bolest.
EXPEC sojevi dijele se u cetiri patovara — pticji
patogeni sojevi E. coli (engl. avian pathogenic
E. coli, APEC), septikemijski sojevi E. coli (engl.
septicaemia associated E. coli, SePEC), uropa-
togeni sojevi E. coli (engl. uropathogenic E. coli,
UPECQ) i sojevi E. coli uzro¢nici meningitisa no-
vorodencadi (engl. newborn meningitic E. coli,
NMEC) (Moulin-Schouleur i sur., 2007.; Antdo,
2010.; Mellata, 2013.). Pti¢ji patogeni sojevi E.
coli uzrokuju razli¢ite lokalizirane i sistemske
infekcije kao Sto su upala zracnih vrecica, ko-
liseptikemija, koligranulomatoza, perikarditis,
peritonitis, sinovitis, salpingitis, upala Zuma-
nj¢ane vrecice i sindrom otecene glave. Bolest
najcesce zapocinje infekcijom diSnog sustava u
peradi stare 3 do 12 tjedana, nakon ¢ega slijedi
sistemska infekcija karakterizirana fibrinoznim
lezijama i septikemijom koje dovode do uginuéa
(Moulin-Schouleur i sur., 2007.; Schouler i sur.,
2012.), ali do zaraze moze doci i ascenden-
tno, putem reproduktivnog trakta (Landman i
sur., 2014.). Zarazavanju diSnog sustava Cesto
prethodi infekcija mikoplazmama ili nekim viru-
2016.). Razlog pocetka infekcije upalom zra¢nih
vrecica jest povecéana osjetljivost zbog smanje-
ne koli¢ine makrofaga u tom podrucju (Antdo,
2010.; Mellata, 2013.), odnosno smanjene
sposobnosti fagocitoze makrofaga i neutrofi-
la (Matthijs i sur., 2009.). Isto tako, oStecenje
tkiva diSnog sustava virusima karakterizirano
je gubitkom cilija i trepetljikavih stanica, ¢ime
se smanjuje cilijarna aktivnost i ¢iS¢enje mu-
kocilijarnog sekreta, te oStecenjem epitela koje
omogucuje lakSe prianjanje bakterija (Matthijs
i sur.,, 2009.). Osim toga, neprikladni zoohigi-
jenski uvjeti, stresni ¢imbenici i soj pili¢a utjecu
na osjetljivost zracnih vrecica prema bakteriji.
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Kolibaciloza ¢esto nastaje i kao sekundarna in-
fekcija zbog imunosupresije uzrokovane drugim
bolestima kao 5to su zarazna bolest burze, za-
razna anemija pili¢a ili Marekova bolest. U tom
slucaju mogu je uzrokovati i komenzalni sojevi
E. coli Sto objasnjava sve ¢eScu pojavu A-sojeva
(Dissanayake i sur., 2014.).

Serotipizacija i odredivanje seroloskih sku-
pina dosad je ve¢ provjerena metoda tipizacije
APEC sojeva. Oni najceSce pripadaju serovarovi-
ma 01, 02, 018 i 078 (Moulin-Schouleur i sur.,
2007.; Johnsonisur., 2008.; Ewersisur., 2009.).
Sojeve E. coli moze se podijeliti u Cetiri filoge-
netske skupine: A, B1, B2 i D, odredivanjem pri-
sutnosti gena yjaAi chuA, te ulomka DNK TspE4.
C2 lantanom reakcijom polimerazom (engl. po-
lymerase chain reaction, PCR) (Clermont i sur.,
2000.), te u sedam podskupina: Ao, A1, B1, B2z,
B2s, D1 i D2 (Carlos i sur., 2010.), pri ¢emu se
B23 nalazi samo u ljudi. Veéina patogenih izvan-
crijevnih sojeva pripada skupini B2, manji dio
skupini D, a komenzalni sojevi skupini A i B1
(Picard i sur., 1999.; Clermont i sur., 2000.; Es-
cobar-Paramo i sur., 2006.; Carlos i sur., 2010;
Maturana i sur., 2011.). Imajuéi na umu da svi
izvancrijevni patovarovi imaju isto filogenetsko
podrijetlo, moze se pretpostaviti da postoji zoo-
notski potencijal pti¢jih patogenih sojeva E. coli
(Moulin- Schouleur, 2007.; Johnsoni sur., 2009.;
Antdo, 2010.). B2 i D filogenetske skupine po-
sjeduju Sirok spektar ¢imbenika virulencije od
kojih je velik dio epidemioloSki vezan uz poja-
vu slucajeva izvancrijevnih infekcija (Manges i
sur., 2007.). Patogeni serovarovi E. coli ¢esto se
mogu izolirati iz crijeva klinicki zdravih jedinki,
Sto dokazuje da je Cesto oportunisticki patogen.
MijeSanjem crijevnih i izvancrijevnih sojeva do-
lazi do medusobne izmjene genetskog materi-
jala i prilagodbe komenzalnih sojeva koji onda
postaju sposobni za infekciju. Molekularna epi-
demioloska istrazivanja diljem svijeta utvrdila
su nekoliko potencijalnih rezervoara EXPEC-a,
kao Sto su probavni trakt ¢ovjeka, zivotinje koje
se koriste kao izvor hrane, Zivotinjski proizvodi,
okolis kontaminiran otpadnim vodama i ku¢ni
ljubimci (Manges i Johnson, 2012.). Najvazniji
izvor zaraze zracnih vrecica jesu feces i konta-
minirana prasina (Porter, 1998.).

Pti¢ji patogeni sojevi E. coli uzrokuju koliba-
cilozu u nesilica, roditeljskih jata i tovnih pilica,
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Sto dovodi do visokog morbiditeta i mortaliteta,
a time i velikih ekonomskih gubitaka u peradar-
skoj industriji. U roditeljskim jatima teskih linija
E. coli najéesc¢e uzrokuje salpingitis te poslje-
di¢no peritonitis i septikemiju (Gregersen i sur.,
2010.). S obzirom na velike gospodarske Stete,
utvrdivanje proSirenosti APEC sojeva i njihova
tipizacija mogu pomoc¢i u provodenju nuznih
profilaktickih mjera kao sto je cijepljenje. Zbog
raznovrsnosti sojeva trenutacno dostupna ko-
mercijalna cjepiva nisu adekvatna, te se sve
vise podlijeze proizvodnji inaktiviranih autoge-
nih cjepiva (Landman, 2014.).

MATERIJAL | METODE
Uzorci

Izdvojeno je 48 sojeva E. coli podrijetlom od
leSina dostavljenih na patomorfoloSku pretra-
gu s dvije farme peradi roditeljskih jata teskih
linija (genetike Ross, Farma 1 2) i jedne farme
nesilica lake linije (Farma 3) sakupljenih tijekom
2016. godine. Na farmi 1 uzorkovanje je prove-
deno dva puta, kada je perad bila dobi 43 tjedna
i udobi od 55 tjedana, a na farmi 2 jednom s 15
tjedana, te na farmi 3 Cetiri puta, kada je perad
bila dobi 59, 74, 75i 79 tjedana.

Izolacija i identifikacija E. coli

Prilikom patomorfoloske pretrage leSi-
na uzeti su obrisci organa koji su nasadeni na
hranjivi agar (Nutrient Agar, Difco, Francuska) i
Brilliant Green agar (Oxoid, Velika Britanija) te
inkubirani aerobno 24 sata pri 37 °C. Sojevi E.
coliidentificirani su na temelju makroskopskog
izgleda kolonija i biokemijskih karakteristika, a
identifikacija je dodatno potvrdena metodom
MALDI-TOF spektrometrije (engl. matrix-assi-
sted laser desorption / ionization time of flight)
i APl testom (Biomerieux, Francuska).

vewv 7

Izdvajanje i procis¢avanje DNK

Ciste kulture E. coli presadene su na plo-
¢e hranjivog agara (Nutrient Agar, Difco, Fran-
cuska) i korisStene za izdvajanja DNK pomocu
Chelex 100 (BioRad, Francuska) prema uputi
proizvodaca. lzdvojena DNK ¢uvana je na -20
°Cdoizvodenja pretrage. Neposredno prije pre-
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trage u uzorcima je odredena koncentracija DNK
pomocu BioDrop uredaja (Cambridge, Ujedinje-
no Kraljevstvo), a potom je za PCR reakciju kon-
centracija u uzorcima prilagodena na 20 pg/mL.

Lancana reakcija polimerazom

Izvedene su tri multiplex PCR reakcije prema
protokolu Clermont i sur. (2000.) za svaki uzo-
rak za sveukupno 22 gena virulencije. U prvoj
reakciji koristeno je osam pocetnica (R1, R2,R3,
R4, K12, chuA, yjaA, TspE), u drugoj pet (iroN,
ompT, hlyF, Iss, iutA), a u trecoj devet (astA, irp2,
papC, iucD, tsh, vat, cvi/cva, ibeA, sitA). U svakoj
PCR reakciji koristene su specifitne uzvodne i
nizvodne pocetnice, master mix Emerald (Pro-
mega, SAD), voda slobodna od RNK/DNK-aza i
ranije izdvojena DNK. Ukupan volumen po PCR
reakciji bio je 25 pL.

Gel-elektroforeza

Umnosci PCR reakcija razdvojeni su elektro-
forezom. Za prvu i tre¢u multiplex reakciju kori-
Sten je 2 %-tni agarozni gel, a za drugu reakciju
3 %-tni gel zbog razlike u velicinama umno-
zaka. Razdvajanje se izvodilo 30 min na 80 V i
65 mA, a zatim kroz 50 min pri 130 Vi 65 mA.
Umnosci su vizualizirani primjenom SYBR Safe
boje (Invitrogen, SAD).

REZULTATI I RASPRAVA

Klini¢cki je na farmama u oboljelih jedinki
primije¢eno oteZano kretanje, otecenost gla-
ve, povremeni problemi s disanjem i proljevom.
Patoanatomskom pretragom leSina uocene su
kroni¢na purulentna pneumonija uz kazeoznu
upalu zracnih vrecica, perikarditis, peritonitis,
perihepatitis, hepatomegalija, splenomegali-
ja, tendosinovitis, salpingitis i enteritis. Neke
od uocenih patoloskih promjena prikazane su
na slici 1. Obrisci su uzeti s organa koji su bili
patoloski promijenjeni ili predstavljaju predi-
lekcijska mjesta za infekciju E. coli, kao Sto su
jetra, slezena, pluca, crijeva i jajnik. Uocene
makroskopske promjene u vecine leSina upu-
C¢ivale su na koliseptikemiju, Sto je i potvrdeno
izdvajanjem E. coli u €istoj kulturi iz pretraziva-
nih organa, te potvrdeno i MALDI-TOF metodom
pretrage i API testom.
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i

Na temelju rezultata PCR-a, sojevi su svr-
stani u filogenetske skupine i podskupine. Od
ukupno 48 pretrazenih sojeva E. coli, ve€ina
ih pripada B2 filogenetskoj skupini (52,08 %),
a dokazana je i prisutnost drugih skupina - B1
(22,92 %), D (16,67 %) i A (8,33 %). Odredena je
i ucestalost filogenetskih podskupina pri ¢emu
je najzastupljenija bila B2s podskupina (47,92
%). Na grafikonu 1 prikazana je usporedba za-
stupljenosti filogenetskih skupina, a na grafiko-
nu 2 zastupljenost filogenetske podskupine B2
na farmama 1, 2i 3. Na farmi 1 bili su primijece-
ni tezi klinicki simptomi te su prilikom patomor-
foloske pretrage uocene izrazenije patoloske
promjene.

U tablici 1 prikazana je ucestalost filogenet-
skih skupina i podskupine B2s po organima iz
kojih su uzeti obrisci, pri ¢emu se moze vidjeti
da je najzastupljenija skupina B2 najcesce izoli-
rana iz jetre, slezene, folikula i pluca.

U tablici 2 prikazana je ucestalost nekih od
gena virulencije koji se smatraju vaznima za pa-
togenost APEC u pojedinih filogenetskih skupi-
na. Moze se uociti vrlo visoka ucestalost razlici-
tih gena virulencije kod filogenetske skupine B1
i B2, a relativno mala u skupine A.

16

Pti¢ji patogeni sojevi E. coli uzrokuju razli-
Cite lokalizirane i sistemske infekcije, a bolest
najceSc¢e zapocinje infekcijom diSnog sustava
koja se razvije u sistemsku infekciju i dovodi
do uginuca. Kod nesilica je pak samo nesenje
izrazit stres, a hormonski status (visoke razine
estrogena) pridonose prijemljivosti na infekciju
s E. coli koja vrlo ¢esto nastupa ascendentno,
putem jajovoda (Anon., 2014.). Ovakav status
zivotinja u proizvodniji olakSava simultano za-
razavanje razlic¢itim sojevima. Podjela sojeva E.
coliufilogenetske skupine omogucuje razvrsta-
vanje u komenzale ili razli¢ite patotipove (Cor-
doni i sur., 2016.). Takvu metodu podjele, koja
se temelji na dokazu gena chuA, yjaA i ulomka
DNK TspE4.C2, opisali su Clermont i sur. (2000.).
Ona je koriStena u ovom istrazivanju i pokazala
se vrlo korisnom.

Unatoc izrazitoj raznovrsnosti APEC izolata,
istrazivanja su pokazala sli¢nostiizmedu NMEC,
SePEC, UPEC i APEC sojeva u pripadnosti sero-
grupama, filogenetskim grupama i posjedova-
nju faktora virulencije, sto upucuje na mogu¢-
nost postojanja zoonotskog potencijala APEC
sojeva (Ewers i sur., 2007.; Mellata i sur., 2013.;
Guabiraba i sur.,, 2015.). Rezultati iz tablice 1

Slika 1. Promjene uocene
patomorfoloskom pretra-
gom. A. Fibrinozni perihe-
patitis. B. Fibrinozni polise-
rozitis, egg peritonitis.

Veterinar Godina 2017. Godite 55. Broj 2.
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Grafikon 1. Usporedni
prikaz ucestalosti filoge-
netskih skupina na farma-
mai,2i3(%).

66,67

15,38

Farmal Farma 2 Farma 3

mB2 "D ®mBl mA

. 46,15
Grafikon 2. Prikaz za-

stupljenosti filogenetske
podskupine B23 na farma-
ma,2i3(%).

40,63

33,33

B Farmal Farma2 MmFarma3

Tablica 1. Prikaz ucestalosti filogenetskih skupina i B23 podskupine po organima iz kojih su uzeti obrisci.

Filogenetska skupina Fil. podskupina
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pokazuju da je najzastupljenija filogenetska
skupina (B2) najtesce izolirana iz jetre, foliku-
la, slezene i pluca, gdje su obicno i najizrazenije
patomorfoloske promjene. U ovom smo istrazi-
vanju, zbog velike zastupljenosti filogenetske
skupine B2, provjerili i kojim podskupinama
pripadaju APEC sojevi koje smo izdvaijili. Metoda
utvrdivanja podskupina zasniva se na dokazu
svih triju gena koji se koriste i za odredivanje
filogenetskih skupina (chuA, yjaA, TspE4.C2). Na
temelju dokaza tih gena utvrdili smo da je pre-
valencija skupine B23 ¢ak 47,92 % od ukupno
pretrazenih sojeva, odnosno da 23 od 25 izola-
ta iz skupine B pripada spomenutoj podskupini.
U dosadasnjim istrazivanjima nijedan APEC soj
nije svrstan u skupinu B23 za koju se smatra
da joj pripadaju samo humani sojevi. Takav re-
zultat ima veliku vaznost jer upucuje na veliku
genetsku srodnost izoliranih sojeva razlicitih zi-
votinjskih vrsta i ljudi, a uz to je dodatan poka-
zatelj zoonotskog potencijala pticjih patogenih
sojeva. Postojanje takvih sli¢nosti otekivano je

s obzirom na njihovu vaznost u omogucivanju
prezivljavanja bakterija u ekstraintestinalnim
uvjetima. Unato¢ tome, potvrduje da postoji
mogucnost prijenosa EXPEC sojeva na ljude kao
rezultat neadekvatnog postupanja sa zivotinja-
ma, odnosno manipulacijom leSinama i mesom
koje sluzi za prehranu ljudi.

Prevalencija gena virulencije koje smo odre-
divali, a koji se smatraju vaznima za patogenost
APEC sojeva, djelomicno se slaze s rezultatima
slicnih istrazivanja drugih autora. U tablici 2
prikazana je njihova ucestalost u zajedni¢ckom
uzorku i pojedinim filogenetskim skupinama.
Moze se uociti ve¢a ucestalost razlicitih gena
virulencije kod filogenetskih skupina B1i B2, a
relativno mala u skupine A za koju se smatra
da joj pripadaju samo komenzalni sojevi E. coli.
Rezultati su pokazali vec¢u zastupljenost pap(,
chuA, iutA i sitA gena u teskih linija i nesilica s
obje farme, za razliku od irp2, astA i hlyF gena
koji su zastupljeniji samo kod nesilica s farme 2.
Ewersisur. (2009.) istrazivali su jesu li sojevi iz-

Tablica 2. Prikaz ucestalosti pojedinih gena virulencije (%).

Zajednicki
uzorak
(n=48)

Geni
virulencije

Filogenetska skupina

Filogenetska
podskupina

18
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dvojeni iz fecesa klinicki zdrave peradi rezervo-
ar izvancrijevnih infekcija i zaklju€ili da zdrava
perad moze sluziti kao genska zaliha (eng. gene
pool) za EXPEC sojeve. Jedan od mogucih naci-
na Sirenja zaraze jest i u klaonici putem trupova
kontaminiranih fecesom i sadrzajem crijeva (Jo-
hnson i sur., 2009.). Isto tako, domestifikacija
zivotinja imala je neposredan utjecaj na mikro-
floru Zivotinja putem pasminske selekcije, prila-
godbe hranidbe i zoohigijenskih uvjeta u uzgoju
te izlozenosti razli¢itim antibioticima. Ucestala
upotreba antimikrobnih preparata u intenziv-
nom uzgoju u peradarskoj industriji dovela je do
toga da konzumacijom mesa dolazi do razvoja
sve vece antimikrobne rezistencije jer perad
ima ulogu rezervoara ExPEC-a (Manges i sur.,
2007.; Manges i Johnson, 2012.).

Upravo zbog mijeSanja sojeva medu razlici-
tim zivotinjskim vrstama i ljudi te komenzalnih
sojeva iz okolisa, vazno je pristupiti takvom
opce zdravstvenom i gospodarskom problemu
na prikladan nacin. Iz dosadasnjih je istraziva-
nja poznato da se sve ¢eS¢e komenzalni sojevi
(B1, A skupine) izdvajaju kao uzrocnici bolesti,
Sto znaci da na problem treba gledatii s ekolos-
ke strane, a ne samo ekonomske i zdravstvene.
Iz tog razloga mnogi autori predlazu tzv. One
Health pristup. Onecis¢enjem okolisa kontami-
niraju se voda i hrana domacih zivotinja, preko
kojih se u konacnici indirektno djeluje na zdrav-
lje ljudi.

ZAKLJUCAK

Rezultati upucuju na veliku raznolikost filo-
genetskih skupina E. coli u istim jatima peradi
Sto otezava moguénost imunoprofilakse. Na pr-
vim dvjema farmama uklju¢enima u epizootio-
loSko istrazivanje koriSteno je zivo i inaktivirano
komercijalno cjepivo dostupno na trzistu, alibez
pozitivnog ishoda. Zbog toga se kao trenutacno
najbolje rjeSenje preporucuju inaktivirana auto-
gena cjepiva pripremljena od “stajskih sojeva”
E. coli. Adekvatnim cijepljenjem peradi mogla bi
se smanjiti pojavnost bolesti primarno u peradi,
a time i pritisak na ljudsku populaciju kod koje
su sve CeSce infekcije urinarnog trakta uzro-
kovane EXPEC sojevima genetski vrlo srodnim
pti¢jim patogenim sojevima E. coli. Preventiv-
nim cijepljenjem smanjuje se potreba za an-
timikrobnom terapijom zarazenih jata. Na taj
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bi nain smanjena upotreba antibiotika imala
pozitivan utjecaj i na zdravlje ljudi te smanijila
stvaranje antimikrobne rezistencije koja je sve
veci problem. Iz tog je razloga bitno kontinuira-
no provoditi epizootioloska istrazivanja kako bi
se pratila i kontrolirala pojavnost i Sirenje po-
tencijalno opasnih sojeva za samu perad ali i
ljudsku populaciju.
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