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Infekcija bakterijom Gallibacterium anatis
U kokoSi nesilica

ballibacterium anatis infection in
lauing hens

Lozica*, L., M. A. Liyemo., D. Horvatek Tomic, Z. Gottstein

Sazetak

allibacterium anatis jedan je od najéescih uzrocnika infekcije gornjih disnih puteva i donjega re-

produktivnog sustava kokosi. Premda je dio fizioloske mikroflore, u nepovoljnim uvjetima moze

uzrokovati infekciju te posljeditno smanjenje proizvodnje i porast mortaliteta. Klinicka slika i pato-

morfoloske promijene vrlo su nespecificne, Sto otezava postavljanje etioloske dijagnoze. Najcesce
uzrokuje probleme na farmama kokosi nesilica, iako je dokazan i na roditeljskim farmama te farmama tovnih
pilica. Infekcija bakterijom G. anatis potencijalna je opasnost za peradarsku industriju zbog velikih ekonom-
skih gubitaka koje moze uzrokovati u kratkom razdoblju. S obzirom na to da se radi o oportunistickom pato-
genu, za kontrolu bolesti najvaznija je primjena biosigurnosnih mjera te nacela svi unutra - svi van. Zbog vrlo
brzog razvoja rezistencije na antimikrobne pripravke, u slu¢aju infekcije preporucuje se primjena cjepiva te
prilagodba programa imunoprofilakse svakoj pojedinoj farmi.

Klju€ne rijeci: Gallibacterium anatis, perad, kokosi nesilice

Abstract

Gallibacterium anatis is one of the most common causative agents of upper respiratory and lower re-
productive tract infections. Although it is a part of the physiological microflora, it can cause an infection in
unfavorable conditions that leads to a decrease in production and an increase in mortality rates. The clinical
symptoms and pathomorphological changes are not specific, which complicates diagnosis. It is most often
found on layer farms, although it has been detected on breeder and broiler farms as well. Infection with G.
anatis represents a potential threat for production because of its economic impact on the poultry industry.
It can cause major losses in a short period of time. Since it is an opportunistic pathogen, the most useful
methods for controlling the disease are implementation of biosafety measures and “all in-all out” principle.
Due to the very rapid development of multidrug resistance, vaccine application and individual adjustment of
the immunoprophylaxis program to the farm is essential in order to prevent disease outbreaks.
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Uvod

Gallibacterium anatis jest kokobacilarna, gram-
negativna bakterija iz porodice Pasteurellaceae
(Christensen i sur., 2003). Dio je fizioloske mikro-
flore reproduktivnog sustava i gornjih disnih puteva
kokosi (Bisgaard, 1977., Bojesen i sur., 2003.a), iako
moze uzrokovati infekcije koje uzrokuju pad proi-
zvodnje jaja i porast mortaliteta. Posljednjih je ne-
koliko desetljeca prepoznata pod razlicitim imenima
- Pasteurella anatis, avian Pasteurella haemolyti-
ca, Actinobacillus salpingitidis, da bi na kraju dobila
ime Gallibacterium anatis. Godine 1982. Bisgaard je
predlozio naziv Gallibacterium kao samostalan rod.
Poslije je taj rod uklju¢en u porodicu Pasteurellaceae
na temelju sekvenca 16s rRNA gena (Christensen i
sur., 2003.). Rod trenuta¢no ima sedam skupina s
razli¢itim vrstama povezanih sli€nostima sekvenca
165 rRNA gena te fenotipskim karakteristikama. Vr-
ste koje danas ubrajamo u ovaj rod jesu G. anatis, G.
melopsittaci, G. salpingitidis, Gallibacterium genos-
pecies lll, Gallibacterium group V i G. trehalosifer-
mentans (Christensen i sur., 2003.; Bisgaard i sur.,
20089.). G. anatis moze se podijeliti na dva makro-
skopski razlicita biovara: nehemoliticki biovar anatis
i biovar haemolytica koji stvara zonu beta-hemolize
na krvnom agaru i smatra se ucestalijim uzro¢nikom
infekcija (Kristensen i sur., 2011.; Persson i Bojesen,
2015.; Ataei i sur., 2017.; Chavez i sur., 2017.). Galli-
bacteriumijeizoliran iz svinja, goveda, razlicitih vrsta
ptica i peradi kao Sto su purani, golubovi, prepelice
i fazani, pa i ovjeka (Bisgaard, 1977.; Mushin i sur.,
1980.; Bisgaard, 1993.; Bojesen i sur., 2003. b; Ne-
ubauer i sur., 2009.; Aubin i sur., 2013.), no smatra
se da najStetnije utjete na nesivost kokosi nesilica
i stopu mortaliteta tovnih pilica (Neubauer i sur.,
20089.; Singh i sur., 2016.; Persson i Bojesen, 2015.).
G. anatis jedan je od naj¢escih uzrocnika poremeca-
ja reproduktivnog i diSnog sustava u kokosi nesilica
uz kolibacilozu (Proctor i sur., 2006.; Bojesen i sur.,
2007.; Kristensen i sur., 2011.; Singh i sur., 2016.).
NajceSce patomorfoloske promijene koje uzrokuje
jesu peritonitis, hepatitis i salpingitis (Bojesen i sur.,
2004.; Proctor i sur., 2006.; Kristensen i sur., 2011.;
Persson i Bojesen, 2015.). S obzirom na nespecific-
nost klinicke slike i patomorfoloskih promijena, tes-
ko je postaviti dijagnozu bez dodatnih dijagnostitkih
pretraga.

Patogeneza, klinicka slika

Premda se G. anatis smatra komenzalnim mikro-
organizmom koiji je sastavni dio mikroflore gornje-
ga disnog i donjega reproduktivnog sustava zdrave
peradi, u nepovoljnim uvjetima moze uzrokovati bo-
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lest. Predisponirajuci ¢imbenici za nastanak infekcije
jesu neprikladni zoohigijenski uvijeti, stres, narusen
imunosni i hormonski status, genetska predispo-
zicija te infekcije drugim mikroorganizmima (Boje-
sen i sur., 2003.; Bojesen i sur., 2004.; Rzewuska
i sur., 2007.; Neubauer i sur., 2009.; Abd El-Hamid
i sur., 2016., Persson i Bojesen, 2015.). Razvoj in-
fekcije, supklinicke ili klinicke, uzrokuje postupan ili
nagao pad proizvodnie jaja, ovisno o opcem zdrav-
stvenom stanju jata, te povecan mortalitet. Cesto
se radi o koinfekciji s avijarnim patogenim sojevima
E. coli (APEC) koji uzrokuju vrlo sli¢nu klinicku sliku
i patomorfoloske promjene. Kao u slucaju koliba-
ciloze, zarazavanju diSnog sustava testo prethodi
infekcija virusom, ¢ime disni sustav postaje osjet-
makrofaga te sposobnost fagocitoze makrofaga
i neutrofila koji imaju obrambenu ulogu (Matthijs i
sur., 2009.; Antao, 2010.; Mellata, 2013.). Ostece-
nje tkiva diSnog sustava virusima dovodi do gubitka
cilija i trepetljikavih stanica, Sto uzrokuje smanjenu
cilijarnu aktivnost i ciscenje mukocilijarnog sekreta
te lakseg prianjanje i prodiranje bakterija (Matthijs
i sur., 2009.). Ostecenje tkiva disnog sustava moze
biti uzrokovano neprikladnim zoohigijenskim uvjeti-
ma kao sto su losa ventilacija i prevelik broj Zivotinja
u objektu (Abd El-Hamid i sur., 2016.), Sto takoder
moze dovesti do proboja bolesti u jatu.

Klinicka i patomorfoloska slika vrlo su nespecific-
ne. Depresija, proljev i pad proizvodnije jaja uotava-
ju se na vrhuncu proizvodnije, no sli¢ni se simptomi
mogu uotiti i kod kokcidioze, zaraznog bronhitisa,
zarazne korice, newcastleske bolesti, influence ili
kolere. Infekcija donjega reproduktivnog sustava
uzrokuje atrofiju folikula, deformacije ljuski jaja,
kao i razlike u njihovoj velicini, pad proizvodnije jaja
te povecan mortalitet zbog pojave peritonitisa. Bo-
lest se moze pojaviti u obliku akutne septikemije s
naglim mortalitetom u zdravih nesilica, a moze biti
prisutna i u supklinickom obliku u jatu (Paudel i sur.,
2013.). Cesto uotene patoloske promijene jesu gnojni
salpingitis, folikulitis, peritonitis, perikarditis, upala
zratnih vrecica, hepatitis i septikemija (slike 1.A, B,
C). Kronicna infekcija ocituje se lokaliziranim ili ge-
neraliziranim gnojnim peritonitisom (Hatem i sur.,
2016.; Singh i sur,. 2016.). S obzirom na to da su
simptomi jednaki kao u slu¢aju kolibaciloze, postav-
ljanje etioloske dijagnoze otezano je (Neubauer i sur.,
2009.). Utvrdeno je da G. anatis moze uzrokovati
pad proizvodnije jaja bez pojave klinicke infekcije, za
razliku od srodne joj bakterije Pasteurella multocida.
U pojedinim je slucajevima G. anatis bila izolirana iz
organa koji nisu bili makroskopski patoloski promi-
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jenjeni, iako je uzrokovala uginuce Zivotinja. Zepeda
i suradnici (2010.) 48 sati nakon intranazalne inoku-
lacije bakterija uotili su histopatoloske promijene u
dusniku, plu¢ima, zra¢nim vrecicama i jetri, iako ni
klinicki znakovi ni makroskopske promijene prilikom
patomorfoloske pretrage nisu bili vidljivi. Kod koko-
Si nesilica samo je nesenije izrazit stres, a hormonski
status (visoke razine estrogena) dodatno pridonosi
prijemljivosti na infekciju s E. coli, pa tako i G. anatis,
do kojih nerijetko dolazi ascendentnim putem (Anon.,
2014.). Smatra se da je ascendentna infekcija glavni
nacin sirenja bolesti na reproduktivni sustav, jetru i
slezenu, Sto je i dokazano intraperitonealnom inoku-
lacijom Gallibacterium u pilica (Bojesen i sur., 2004.).
Nespecificni klinicki znakovi i nedostatak patogno-
moni¢nih simptoma otezavaju postavljanje ante
mortem dijagnoze, dok se postmortalni nalaz testo
moze usporediti s onim prisutnim kod kolibaciloze,
kolere, zarazne korice peradi, newcastleske bolesti ili
influence (Christensen i sur., 2003.). Tezina klini¢kih
simptoma, trajanje bolesti i stopa mortaliteta ovise i
o timbenicima okolisa kao sto su losa higijena, nepri-
kladna ventilacija, visoka razina amonijaka u zraku te
prisutnost drugih bolesti u jatu (Paudel i sur., 2015.;
Abd El-Hamid i sur., 2016.). Infekcija moze nastati
horizontalnim i vertikalnim putem, no smatra se da
ie horizontalni ¢esci (Bojesen i sur., 2003.). Paudel i
suradnici (2013.) dokazali su da je primarno mjesto
infekcije disni sustav te da hoane imaju ulogu rezer-
voara iz kojega se u drugoj fazi infekcije uzro¢nik si-
stemski Siri, i to naj¢eSce u organe reproduktivnog
sustava. Istu je tvrdnju dokazao i Neubauer sa surad-
nicima (2009.) izdvajanjem istog izolata iz disnog i
reproduktivnog sustava. Epizootioloskim pracenjem
u Hrvatskoj takoder je utvrdena upravo dominantna
ucestalost izolata G. anatis u obriscima gornjih dis-
nih puteva i zdrijela (Lozica i sur., 2018.b). Smatra
se da se vertikalni prijenos zbiva putem zarazene
sperme pijetlova. Paudel i suradnici (2015.) dokazali
su prisutnost G. anatis u testisima i epididimisu pije-
tlova dobi 35 tjedana nakon intranazalne inokulacije,
sto dokazuje mogucnost vertikalnog prijenosa. Tada
su uoceni morfoloski deformirani spermiji te losija
kvaliteta sperme. Dokazan je i transovarijalni prije-
nos, sto je potvrdilo izdvajanje bakterije iz Zumanjka
(Bojesen i sur., 2004.; Paudel i sur., 2014.; Persson
i Bojesen, 2015.). Na Sirenje G. anatis od mijesta ula-
ska po cijelom organizmu, uz druge prisutne lezije,
utjecu i ¢imbenici okolisa, imunosupresija i kaniba-
lizam (Neubauer i sur., 2009.; Paudel i sur., 2014.;
Abd El-Hamid i sur., 2016.). Isto tako i mikroklimatski
uvijeti u objektu mogu utjecati na povecanu pojavnost
infekcija, a time i brze Sirenje jatom. Lawal i suradnici
(2017.) dokazali su statisticki znacajnu razliku u po-
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javnosti infekcije u jatu u suho i vlazno doba godine.
lako u strogo kontroliranim uvjetima u intenzivnom
uzgoju razlike nisu toliko znacajne, promjena mikro-
klimatskih uvjeta moze biti predisponirajuci ¢imbe-
nik. Nadalje, neki smatraju da dob nema utjecaja na
pojavnost bolesti (Bojesen i sur., 2003.), iako drugi
autori tvrde suprotno (Bisgaard, 1977.; Persson i Bo-
jesen, 2015.).

Cimbenici virulencije

Cimbenici virulencije omogucuju pojavu bolesti
i odreduju patogenost nekog mikroorganizma, te
su nuzni za njegovu odrzivost (Persson i Bojesen,
2015.). Oni pridonose pojavi simptoma, kolonizaci-
ji, boljem iskoristavanju hranjivih tvari, izbjegavaniju
imunosnog sustava i adheziji molekula. Bakterija G.
anatis ima razlicite ¢imbenike virulencije kao Sto
su RTX-like toxin GtxA, outer membrane vesicles
(OMV), kapsula, fimbrije, metaloproteaze te spo-
sobnost hemaglutinacije. Mnoga se istrazivanja te-
melje na dokazivanju mogucnosti koristenja tih ¢im-
benika virulencije u proizvodnji autogenih cjepiva kao
nositelja patogenosti. RTX-like toxin GtxA sintetizira-
ju sve bakterije porodice Pasteurellaceae (Pedersen
i sur., 2015.). Djeluje leukotoksi¢no na makrofage
peradi te razara eritrocite Sto se oCituje nastankom
beta-hemolitickih zona na krvnom agaru u sluca-
ju G. anatis bv. haemolytica. OMV su membranske
strukture koje stvaraju sve gram-negativne bakteri-
je. Imaju ulogu u interakciji s okoliSem i unutar bak-
terijske populacije te omogucuju bakteriji prezivlja-
vanje u stresnim uvjetima. Njihova je glavna uloga
prihvacanije, kolonizacija i zastita bakterijske stanice
(Singh i sur., 2016.). Novija se istrazivanja temelje
na mogucnosti iskoristavanja razlicitih cimbenika vi-
rulencije kao adjuvansa i antigena u cjepivu koje bi
pruzalo unakriznu zastitu od vise biovarova iz roda
Gallibacterium. G. anatis takoder ima sposobnost
stvaranja biofilma Sto omogucuje prihvacanje na
povrsine zivih tkiva i ima vaznu ulogu u patogenezi i
pojavi kroni¢nih infekcija, uz pojacanu neosjetljivost
na antimikrobne pripravke (Singh i sur., 2016.).

Dijagnostika

Dijagnoza infekcije bakterijom G. anatis moze se
postaviti na temelju izolacije bakterije iz tkiva te fe-
notipskim i genotipskim metodama. S obzirom na
nespecificnost klinickih znakova i patomorfoloskih
promijena potrebne su dodatne dijagnosticke meto-
de za postavljanje sigurne dijagnoze. Bakterije rastu
na krvnom agaru, bijelosivkaste su boje, promijera
2 - 3 mm, a hemoliticke sojeve obiljezava tvorba
zone beta-hemolize velitine 1- 2 mm nakon 24-sat-
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Slika 1. A. Perihepatitis. B. Fibrinozni peritonitis. C. Folikulitis. (Foto.: Li¢a Lozica)

ne inkubacije, na temelju koje se moze posumnjati
na G. anatis (slika 2.A). Identifikacija se temelji na
morfoloskim karakteristikama i biokemijskim testo-
vima, a dijagnoza se potvrduje metodom lan¢ane
reakcije polimerazom (engl. polymerase chain re-
action, PCR) ili metodom MALDI- TOF (engl. matrix-
assisted laser desorption/ionization time of flight).
Osim PCR-a za razlikovanje klonova G. anatis moze
se rabiti polimorfizam duzine umnozenih fragmena-
ta (engl. amplified fragment length polymorphism,
AFLP), fluorescentna hibridizacija in situ (engl. flu-
orescent in situ hybridization technique, FISH) kao i
elektroforeza u pulsiraju¢em polju (engl, pulsed-fi-
eld gel electrophoresis, PFGE), omogucujuci prepo-
znavanije razli¢itih specificnih patogenih sojeva (Bo-
jesen i sur., 2007.). Zasad ne postoje komercijalni
kitovi za imunoenzimni test (ELISA) u svrhu dijagno-
stike, no moze se primijeniti in-house ELISA kao di-
jagnosticka metoda, ali i za provjeru procijepljenosti
jata u slucaju primjene autogenog cjepiva (Gottstein
i sur., neobjavljeni podaci).

Terapija i profilakticke mjere

Gallibacterium anatis jest komenzalni mikroor-
ganizam koji u nepovoljnim uvjetima uzrokuje infek-
Ciju, stoga samo u jatima drzanima u optimalnim
uvjetima nece biti bolesti. Pridrzavanje biosigurno-
snih mjera na farmi znatno ¢e smanijiti mogucnost
nastanka i Sirenja bolesti, a time i ekonomske gubit-
ke koji bi nastali lijletenjem. Zbog Sirenja infekcije ho-
rizontalnim putem bolest se vrlo brzo moze prosiriti

cijelom farmom. U intenzivnom uzgoju u peradar-
skoj industriji brzo se razvija antimikrobna rezisten-
cija zbog uctestale uporabe antibiotika. Zabiljezena
je testa multirezistentnost G. anatis na tetracikline,
streptomicin, trimetoprim-sulfametoksazol te kino-
lone (Bojesen i sur., 2011.; Johnson i sur., 2013.; Abd
El-Hamid i sur., 2016.; Singh i sur., 2016.). Osjetlji-
vost na antimikrobne preparate iz skupine aminogli-
kozida te za amoksicilin i eritromicin razlicita je (Jo-
nes i sur., 2013.; Abd El-Hamid i sur., 2016.). Egipat-
ski istrazivaci zakljucili su da je jedan od pokazatelja
da je G. anatis filogenetski odvojen mikroorganizam
od roda Pasteurellaceae Cinjenica da su svi njiho-
vi izolati s farmi bili rezistentni na oksitetraciklin,
trimetoprim-sulfametoksazol i streptomicin, koji
su najcesce koristeni antibiotici u lije¢enju infekcija
uzrokovanih bakterijama iz roda Pasteurella u ko-
kosi, purana i pataka (Dewhirst i sur., 1993.; Janda,
2011.; Jones i sur., 2013.; Elbestawy i sur., 2014.).
Moguce je da se zbog neprikladne terapije drugih
bolesti u jatu razvija multirezistencija koja se primi-
jeti tek naknadno u slucaju izbijanja bolesti. Rezultati
istrazivanja antimikrobne rezistencije provedeni na
izolatima izdvojenim u Hrvatskoj takoder pokazuju
visoku u¢estalost multirezistentnih sojeva (Lozica i
sur., 2018.a). Smanjenju pojave antimikrobne rezi-
stencije moze pridonijeti koriStenje autogenih cje-
piva. Razvoj prikladnog cjepiva protiv G. anatis jest
izazov zbog velike genetske varijabilnosti unutar vr-
ste, odnosno velikog broja biovarova kod kojih ne do-
lazi do unakrizne zastite (Christensen i sur., 2003.;
Persson i sur., 2010.; Bojesen i sur., 2011.; Johnson i
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Slika 2. Gallibacterium anatis u &istoj kulturi na krvnom agaru.
(Foto.: Aleksandar Gavrilovic)

sur., 2013.; Chavez i sur., 2017.). U istrazivanju koje
su proveli Bojesen i suradnici (2003.a, b), dokazano
je da su hemoliticki biovarovi Gallibacterium spp. ¢e-
sto bili prisutni na farmama s niskom ili umjerenom
biosigurnosnom zastitom, sto upucuje na to da su
velik rizik za pojavnost ove bakterije uvijeti drzanja
i mjere biosigurnosti. Trenutatna se istrazivanja te-
melje na identifikaciji dijelova mikroorganizama koji
bi bili prikladni antigeni za razvoj cjepiva. Pangenom-
ska istrazivanja omogucuju identifikaciju antigena
koji bi bili odgovorni za poticanje zastitnog imuno-
snog odgovora. Pokusima se dokazuje mogucnost
iskoristavanja OMV-a kao adjuvansa i antigena za
cjepivo mnogih bakterijskih vrsta, ukljucujuci bakte-
rije iz roda Pasteurellaceae, kao Sto su Mannheimia
haemolytica, Pasteurella multocida i Neisseria me-
ningitidis grupe B (Holst i sur., 2009.; Roier i sur.,
2013.). Zastita moze biti specificna za odredeni soj,
odnosno biovar, zbog varijabilnosti OMV-a unutar
jedne vrste bakterije (Holst i sur., 2009.). Persson
i suradnici (2018.) istrazili su mogucnost koristenja
OMV-a kao adjuvansa uz druge ¢imbenike virulen-
cije kao antigene, pri ¢emu su dokazali da kombi-
nacija OMV i F1fA (F17 slican fimbrijama) u cjepivu
ima potencijal zastititi domacina od razvoja salpin-
gitisa. U tom istrazivanju nisu primijecene upale, ek-
sudat, atrofija folikula i jaka hiperemija (Persson i
sur., 2018.). Ipak, dodatna istrazivanja potrebna su
kako bi se dokazala ucinkovitost i vrijeme poluzivo-
ta protutijela. lako su neki ¢imbenici virulencije vrlo
detaljno opisani, patogeneza u prirodnim uvjetima i
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dalje nije u potpunosti razjasnjena (Persson i Boje-
sen, 2075.). In vivo pokusima potvrden je potencijal
koristenja FIfA i GtxA kao antigena u cjepivu protiv
infekcija bakterijama iz roda Gallibacterium (Kristen-
sen i sur., 2010.; Pedersen i sur., 2015.; Pors i sur,
2016.b). Takoder se trenutacno vrlo ¢esto rabe i au-
togena cjepiva, uglavnom u kombinaciji s E. coli, koja
su se pokazala vrlo djelotvornima u zastiti kokosi
nesilica smanjivanjem mortaliteta i pada nesivosti
(Gottstein i sur., 2018.).

Zakljucak

Infekcija bakterijom G. anatis na farmama u Hr-
vatskoj potencijalna je prijetnja za proizvodnju zbog
velikih ekonomskih gubitaka koje moze uzrokovati.
lako primjena cjepiva nije dovoljna mjera za kontrolu
bolesti, uz primjenu biosigurnosnih mjera i nacela svi
unutra — svi van moze pomoci u sprec¢avanju bole-
sti na farmi. Preventivnim se cijeplienjem smanjuje
potreba za antimikrobnom terapijom zarazenih jata,
sto ima pozitivan utjecaj i na zdravlje ljudi te na ra-
zvoj antimikrobne rezistencije. Stalnim pracenjem
epizootioloske situacije potrebno je kontrolirati po-
javnost i Sirenje patogenih biovarova koji su opasni
za perad u proizvodniji, te prilagoditi program imu-
noprofilakse potrebama farme i epizootioloskom
podru¢ju u kojemu se nalazi.
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