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ISPITIVANJE UTICAJA ORNITHOBACTERIUM
RHINOTRACHEALE NA POJAVU PATOMORFOLOSKIH
PROMENA U RESPIRATORNIM ORGANIMA BROJLERSKIH
RODITELJA I FAZANA NAKON VESTACKE INFEKCIJE

REZIME

Prvi podaci o oboljenju prouzrokovanom O. rhinotracheale datiraju iz 1991.
godine kada je u juznoj Africi, Jan du Preez (Zan di Prez) otkrio novo oboljenje brojlera
koje se manifestovalo blagim respiratornim simptomima. BakterioloSkim ispitivanjem
organa obolelih brojlera otkrivena je gram-negativna, pleomorfna, Stapicasta bakterija,
sporog rasta, koja se nije mogla identifikovati kao neka od poznatih bakterijskih vrsta.
Danasnji naziv Ornithobacterium rhinotracheale prihvaéen je 1994. godine, kada je
izvrSena 1 Kklasifikacija uzroc¢nika. Prema podacima iz literature infekcija O.
rhinotracheale dovodi do znac¢ajnih ekonomskih gubitaka u zivinarskoj proizvodnji koji
su posledica povecanog mortaliteta, suprimiranog rasta, smanjene proizvodnje jaja i
odbacivanja trupova na klanici. U literaturi ima veoma malo podataka o klinickoj slici
kod brojlerskih roditelja, dok podaci o patomorfoloSkim promenama ne postoje. Prema
navodima iz literature O. rhinotracheale je izolovan iz nekoliko razli¢itih vrsta divljih
ptica, ali nema podataka o ornitobakteriozi fazana. Zbog toga su sprovedena ispitivanja
imala za cilj da se utvrdi uticaj O. rhinotracheale na razvoj patomorfoloskih promena u
respiratornim organima 1 zdravstveno stanje kokos$i brojlerskih roditelja 1 fazana iz
odgoja.

Za eksperiment je odabrano 22 fazana starosti 19 nedelja i 22 kokosi brojlerskih
roditelja hibrida ,,Ross 308 starosti 15 nedelja. Ptice su podeljene u Cetiri grupe koje su
drzane na podnom sistemu, u odvojenim prostorijama. Nakon sedmodnevne
aklimatizacije, inficirana je po jedna grupa od 16 fazana i1 16 brojlerskih roditelja
intratrahealnom aplikacijom suspenzije 48-Casovne kulture O. rhinotracheale, soj
B3263/91 u sterilnom fizioloskom rastvoru, u koncentraciji od 5 X 10" CFU/ml. Po
jedna grupa od Sest fazana i Sest brojlerskih roditelja sluzile su kao kontrolne grupe
kojima je intratrahealno aplikovan po 1 ml sterilnog fizioloskog rastvora. Posle
inficiranja ptice su svakodnevno opservirane i merena im je telesna masa neposredno
pre inficiranja i sedam dana kasnije. Sedmog dana od inficiranja eutanazirano je po Sest
ptica iz inficiranih i Cetiri ptice iz kontrolnih grupa, intravenskom aplikacijom preparata
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ptice iz inficiranith 1 dve ptice iz kontrolnih grupa. Neposredno pre eutanazije
uzorkovana je krv za seroloski pregled, punkcijom brahijalne vene. LeSevi eutanaziranih
ptica su obdukovani i uzorkovani su unutrasnji organi za bakteriolosko i histopatolosko
ispitivanje. Od preostalih inficiranih ptica (6 brojlerskih roditelja i 6 fazana) uzorkovana
je krv na svake dve nedelje u periodu do 16 nedelja 1 ispitivana metodom ELISA kako
bi se utvrdio seroloski odgovor na uzro¢nika. Uzorci organa ptica: nosnih Supljina,
infraorbitalnih sinusa, larinksa, traheje, pluca, srca, slezine, jetre, bubrega i brisevi
vazdusnih kesa ispitani su bakterioloski, metodom izolacije 1 identifikacije uzroc¢nika.
Za histopatolosko ispitivanje uzorkovani su tkivni isecci nosne Supljine, infraorbitalnih
sinusa, larinksa, traheje, pluca i1 vazduSnih kesa koji su fiksirani u 10% puferizovanom
formalinu. Nakon obrade u automatskom tkivnom procesoru uzorci su kalupljeni u
parafinske blokove. Parafinski isecci debljine oko 5 um bojeni su standardnom
hematoksilin-eozin metodom (HE).

Kod vestacki inficiranih kokosi brojlerskih roditelja nije utvrden nepovoljan uticaj
uzro¢nika na zdravstveno stanje. Eksperimentom je potvrdeno da kod kokosi brojlerskih
roditelja infekcija O. rhinotracheale protic¢e supklinicki i da nema nepovoljan uticaj na
prirast. Patoanatomske promene kod vestacki inficiranih kokos$i brojlerskih roditelja
manifestovale su se u respiratornim organima u vidu blagog kataralnog zapaljenja
gornjih disajnih puteva: nosnih Supljina, larinksa, traheje i hiperemijom pluca kod 20%
inficiranih kokosi. Histopatoloske promene kod vestacki inficiranih kokosi brojlerskih
roditelja najcesce su bile zastupljene u plu¢ima (50%), traheji (40%), larinksu (20%),
vazdusnim kesama (20%), nosnim Supljinama (10%) 1 infraorbitalnim sinusima (10%).
Manifestovale su se u vidu kataralnog zapaljenja gornjih respiratornih organa i
hiperemijom pluéa. Dominantnu celijsku populaciju u inflamatornom infiltratu
predstavljali su heterofili. Ornithobacterium rhinotracheale soj B3263/91 nije bilo
moguce reizolovati iz organa kokosi brojlerskih roditelja, komercijalnog hibrida ,,Ross
308%, sedam do dvanaest dana posle eksperimentalnog inficiranja u starosti od Sesnaest
nedelja.

Vestacka infekcija O. rhinotracheale sojem B3263/91 imala je nepovoljan
uticaj na prirast fazana. Patoanatomske promene kod vestacki inficiranih fazana
manifestovale su se u respiratornim organima u vidu kataralnog zapaljenja gornjih
disajnih puteva: nosnih Supljina, infraorbitalnih sinusa, larinksa 1 traheje, kao i1
hiperemijom pluca i aerosakulitisom. Histopatoloske promene kod vestacki inficiranih

fazana najcesSce su otkrivene u plu¢ima (70%), larinksu (50%), traheji (50%), nosnim



Supljinama (40%), infraorbitalnim sinusima (30%) i1 vazdu$nim kesama (30%). Promene
su se manifestovale u vidu kataralnog zapaljenja gornjih respiratornih puteva, a
dominantnu celijsku populaciju u inflamatornom infiltratu predstavljali su heterofili.
Ornithobacterium rhinotracheale soj B3263/91 reizolovan je iz respiratornih organa
fazana: infraorbitalnih sinusa, larinksa, traheje 1 pluc¢a, sedam do dvanaest dana posle
veStackog inficiranja u starosti od dvadeset nedelja. Iz ostalih unutrasnjih organa
uzro¢nik nije izolovan.

Seroloski odgovor kod vestacki inficiranih kokosi brojlerskih roditelja i fazana
odlikovao se brzim stvaranjem specificnih antitela za uzro¢nika koja su dostigla
maksimalan nivo u krvi, u prvoj nedelji posle vestackog inficiranja. Vrednosti titra
antitela su postepeno opadale i1 odrzavale se na stabilnom nivou do dvanaeste nedelje od
inficiranja, a nakon Cetrnaest nedelja od inficiranja specifi¢na antitela viSe se nisu mogla
otkriti metodom ELISA.

sojem B3263/91 od kokosi brojlerskih roditelja komercijalnog hibrida ,,Ross 308*.

Kljuéne reéi: Ornithobacterium rhinotracheale, brojlerski roditelji, fazani,

patomorfoloske promene, respiratorni organi
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EXAMINATION OF THE INFLUENCE OF ORNITHOBACTERIUM
RHINOTRACHEALE ON THE APPEARANCE OF
PATHOMORPHOLOGICAL LESIONS IN RESPIRATORY ORGANS
OF BROILER BREEDERS AND PHEASANTS AFTER
EXPERIMENTAL INFECTION

SUMMARY

The first data relating to disease caused by O. rhinotracheale originate from
1991, when Jan du Preez discovered a new disease in broiler chickens in South Africa,
which manifested itself with mild respiratory symptoms. Bacteriological examination of
infected birds’ organs revealed a gram-negative, pleomorphic, slow growing, rod
bacterium, which could not be identified as any of the known bacterial species. The
present name Ornithobacterium rhinotracheale was accapted and the agent was
classified in 1994. The literature states that the O. rhinotracheale infection can cause
significant economic losses in the poultry industry as a consequence of increased
mortality, suppressed growth, reduced egg production and increased carcase
condemnation rate at processing. There are few data about clinical features in broiler
breeders nor can data about the gross lesions be found in the literature. According to the
literature, O. rhinotracheale has been isolated from several different wild bird species,
but there are no data relating to ornithobacteriosis in pheasants. For these reasons
investigations were carried out to determine the influence of O. rhinotracheale on the
development of pathomorphological lesions in the respiratory organs and on the health
status of broiler breeders and pheasants from the rearing stage.

A total of 22 pheasants, 19 weeks of age and 22 "Ross 308" broiler breeder hens,
15 weeks of age were used in this study. The birds were divided into four groups which
were housed in a floor system, in separate rooms. After seven days of acclimatization,
one group of 16 pheasants and 16 broiler breeder hens were infected intratracheally with
a suspension of 48-hour culture of O. rhinotracheale strain B3263/91 in sterile saline in
concentration of 5 X 10" CFU/ml. Six pheasants and six broiler breeders served as
control groups and were inoculated intratracheally with 1 ml of sterile saline per bird.
After infection, the birds were observed daily and weighed at the time of infection and
seven days post-inoculation. On the seventh day post-inoculation, 6 birds from infected
groups, and 4 birds from control groups were euthanized by intravenous application of
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birds from infected groups and two birds from control groups were euthanized.
Immediately prior to euthanasia, blood samples were taken for serological examination
by a puncture, from the brachial vein. The euthanized birds were autopsied and the
internal organs were sampled for bacteriological and histopathological examination.
Blood samples from the remaining infected birds (6 broiler breeders and 6 pheasants)
were taken every two weeks, for up to 16 weeks, and tested by ELISA to determine the
serological response to the agent. Samples of the birds’ organs: nasal cavities,
infraorbital sinuses, larynx, trachea, lungs, heart, spleen, liver, kidneys and swabs of the
air sacs were processed for bacteriological isolation and identification. For
histopathological examination tissue samples of nasal cavities, infraorbital sinuses,
larynx, trachea, lungs and air sacs were taken and fixed in 10% buffered formalin. After
processing in an automated tissue processor the samples were embedded in paraffin
blocks. Approximately 5 pum thick paraffin sections were stained using the standard
hematoxylin-eosin method (HE).

It was not determined that the agent had a negative effect on the health condition
of the experimentally infected broiler breeder hens. The experiment confirmed that O.
rhinotracheale infection in broiler breeder hens runs in subclinical form and does not
influence the growth rate. In experimentally infected broiler breeder hens, gross lesions
were manifested in the respiratory organs in the form of a mild catarrhal inflammation
of the upper respiratory tract: nasal cavities, larynx, trachea, and hyperemia of the lungs
in 20% of infected hens. Histopathological lesions in experimentally infected broiler
breeder hens were most frequently detected in the lungs (50%), trachea (40%), larynx
(20%), air sacs (20%), nasal cavities (10%) and infraorbital sinuses (10%). The lesions
were manifested in the form of catarrhal inflammation of the upper respiratory tract and
lung hyperemia. The predominant cell population in the inflammatory infiltrate were
heterophils. Ornithobacterium rhinotracheale strain B3263/91 could not be reisolated
from ,,Ross 308 broiler breeder hens, 7 to 12 days after experimental infection at the
age of 16 weeks.

The experimental infection with O. rhinotracheale B3263/91 strain had a
negative effect on the growth rate of pheasants. Gross lesions in experimentally infected
pheasants were manifested in the respiratory organs in the form of catarrhal
inflammation of the upper respiratory tract: nasal cavities, infraorbital sinuses, larynx
and trachea, hyperemia of the lungs and aerosacculitis. Histopathological lesions in

experimentally infected pheasants were most frequently detected in the lungs (70%),



larynx (50%), trachea (50%), nasal cavities (40%), infraorbital sinuses (30%) and air
sacs (30%). They were manifested in the form of catarrhal inflammation of the upper
respiratory tract, with heterophils as a predominant cell population in the inflammatory
infiltrate. Ornithobacterium rhinotracheale strain B3263/91 was reisolated from the
following respiratory organs of pheasants: infraorbital sinuses, larynx, trachea and
lungs, 7 to 12 days after experimental infection at the age of 20 weeks. The agent could
not be isolated from other internal organs.

The serological response in experimentally infected broiler breeders and
pheasants was characterized by rapid production of specific antibodies that reached a
maximum level in the blood in the first week after experimental infection. The antibody
titers decreased gradually and were maintained at a stable level until the twelfth week
after inoculation. Fourteen weeks post-inoculation specific antibodies could not be
detected by ELISA.

The investigations was demonstrated that pheasants are more sensitive to
experimental infection with O. rhinotracheale B3263/91 strain than broiler breeder hens

of commercial hybrid “Ross 308”

Key words: Ornithobacterium rhinotracheale, broiler breeders, pheasants,

pathomorphological lesions, respiratory organs
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1. UVOD

Gajenje zivine u industrijskoj proizvodnji stvorilo je uslove za nastanak bolesti
infektivne 1 neinfektivne etiologije koje se do tada nisu javljale u malim ekstenzivnim
zapatima. Uzgoj velikog broja ptica na ograni¢enom prostoru, narocito uz nepostovanje
tehnoloskih principa 1 normativa i veliki proizvodni zahtevi nepovoljno su uticali na
zdravstveno stanje, $to je omogucilo pojedinim mikroorganizmima, za koje se ranije
nije znalo, da ispolje patogeno delovanje.

Respiratorne bolesti su veoma Ceste u intenzivnoj zivinarskoj proizvodnji zbog
bliskog kontakta ptica koji pogoduje aerogenom Sirenju infekcije. U etiologiji
respiratornih bolesti ucestvuju mikroorganizmi (virusi, bakterije, gljivice) 1 faktori
sredine. S obzirom da su klinicki manifestne respiratorne infekcije uglavnom
multikauzalne etiologije, veoma je bitno poznavati ulogu pojedinih infektivnih agenasa
u etiopatogenezi. Uloga nekih relativno skoro otkrivenih agenasa u kompleksu
respiratornih bolesti, kao §to je Ornithobacterium rhinotracheale, jo$ uvek se istrazuje.

Ornithobacterium rhinotracheale poznat je od 1991. godine kada je u juznoj
Africi, Jan du Preez otkrio novo oboljenje brojlera koje se manifestovalo blagim
respiratornim simptomima. Bakterioloskim ispitivanjem organa obolelih brojlera
otkrivena je gram-negativna, pleomorfna, Stapicasta bakterija, sporog rasta, koja se nije
mogla identifikovati kao neka od poznatih bakterijskih vrsta. DanaSnji naziv
Ornithobacterium rhinotracheale prihvacen je 1994. godine, kada je izvrSena 1
klasifikacija uzro¢nika. Od tada je prisustvo ovog agensa otkriveno kod brojnih
domacih 1 divljih vrsta ptica Sirom sveta. Prema podacima iz literature infekcija O.
rhinotracheale dovodi do znacajnih ekonomskih gubitaka u Zivinarskoj proizvodnji koji
su posledica pove¢anog mortaliteta, suprimiranog rasta, smanjene proizvodnje jaja i
odbacivanja trupova na klanici. Ovaj uzro¢nik respiratornih bolesti ptica je jedina vrsta
iz roda Ornithobacterium koji pripada familiji Flavobacteriaceae. MoZze da prouzrokuje
akutno, kontagiozno oboljenje kod ¢urica i pilica koje se prenosi direktnim 1 indirektnim
kontaktom, a postoje indicije da je moguca i vertikalna transmisija.

Inicijalni simptomi infekcije su nazalni iscedak, kijanje, kasalj i sinuzitis na koje

se ponekad nadovezuje tezak respiratorni distres, prostracija i uginuée. Simptomi su
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praceni i smanjenim konzumiranjem hrane i vode. Od patoanatomskih promena javljaju
se traheitis, aerosakulitis, edem pluca i pneumonija fibrinoznog do fibrinozno-gnojnog
karaktera. Za izolaciju bakterija koristi se agar sa 10% ovcije krvi uz inkubaciju pod
mikrooaerofilnim uslovima tokom 48 h. Pretpostavlja se da su ovako slozeni zahtevi za
izolaciju jedan od razloga zbog kojih se O. rhinotracheale retko otkriva u rutinskoj
dijagnostici. U terapiji oboljenja najbolje rezultate su dali: ampicilin, amoksicilin i
tetraciklini. Postoje komercijalne vakcine, ali se vakcinacija retko primenjuje.

Poznato je da je uzro¢nik Siroko rasprostranjen kod zivine u intenzivnoj
zivinarskoj proizvodnji. Objavljeno je vise naucnih radova o manifestacijama infekcije
kod brojlera i ¢uraka, a misljenja nauc¢nika o patogenosti uzro¢nika za ove dve vrste
ptica su podeljena. U literaturi ima veoma malo podataka o klini¢koj slici kod
brojlerskih roditelja, dok podaci o patomorfoloSkim promenama ne postoje. Prema
navodima iz literature O. rhinotracheale je izolovan iz vise razliitih vrsta divljih ptica,
ali nema podataka o ornitobakteriozi fazana. Ovo su bili glavni razlozi koji su nas
opredelili da u eksperimentalnim uslovima istrazimo uticaj uzro¢nika na pojavu
patomorfoloskih promena i zdravstveno stanje dve srodne vrste ptica iz supfamilije
Phasianinae. Ispitivanja su sprovedena na kokoSima brojlerskih roditelja (Gallus
domesticus) 1 fazanima (Phasianus colchicus) kako bi se izmedu ostalog utvrdilo, da li
se patogeno dejstvo uzrocnika vise ispoljava kod domace visokoselkcionisane kokos$i u

odnosu na srodnu divlju vrstu.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Respiratorne bolesti ptica

U zdravstvenoj problematici intenzivne zivinarske proizvodnje znacajno mesto
zauzimaju respiratorne bolesti koje mogu da prouzrokuju velike direktne i indirektne
gubitke. Njihovom S$irenju pogoduje blizak kontakt ptica u velikim aglomeratima, na
ograni¢enom prostoru, §to omogucava lako aerogeno prenosenje infektivnih agenasa. U
etiologiji respiratornih bolesti ucestvuju mikroorganizmi: virusi, bakterije, gljivice 1
faktori sredine. Respiratorne infekcije mogu da izazovu: virus infektivnog bronhitisa,
virus infektivnog laringotraheitisa, virus atipi¢ne kuge Zivine i drugi paramiksovirusi,
influenca virusi tipa A, pneumovirusi, reovirusi, adenovirusi grupe 1, Bordetella avium,
Escherichia  coli, Avibacterium  paragallinarum, Mycoplasma  gallisepticum,
Mycoplasma synoviae, Mycoplasma meleagridis, Mycoplasma iowae, Pasteurella
multocida, Riemerella anatipestifer, Ornithobacterium rhinotracheale, Aspergillus
Sfumigatus, Aspergillus flavus. Od faktora sredine znacajni su koncentracija Stetnih
gasova, amonijaka 1 ugljendioksida, vlaznost vazduha, temperatura u objektu, kvalitet 1
stanje prostirke. Samo neki od navedenih uzro¢nika poput virusa atipicne kuge 1
infektivnog bronhitisa su primarni patogeni. U vecini slu¢ajeva respiratorne bolesti su
prouzrokovane veéim brojem infektivnih agenasa ili kombinovanim uticajem
infektivnih agenasa i nepovoljnih uslova sredine (van Empel, 1998a; Chin 1 saradnici,

2003).



Etiologija respiratornih
oboljenja zivine

nfektivii | [ faktori
virusi bakterije - gljivice — NH3
- CcOo2
virus infektivnog | |—| Bordetella avium Aispergis
bronhitisa urmigatus
viaznos
—— Escherichia coli “vzﬂh
|| virus infektivnog ] i
laringotraheitisa | || Avibacterium
paragallinarum
virus atipicne | | Mycoplasma Aspergillus - -
1 kuge i drugi gallisepticum flavus
paramiksovirusi | [ Mycoplasma
| [ nfluenca virusi Synoviaé
tipa A [ Mycoplasma
meleagridis
— pneumovirusi
| | Mycoplasma
iowae
— reovirusi
- Pasteurella
| [ adenovirusi multocida
grupe 1 [ Riemerella
anatipestifer
|| Omithobacterium
rhinotracheale

Shema 1. Etiologija respiratornih oboljenja Zivine

(prema podacima van Empel, 1998a; Chin i saradnici, 2003)

2.2, Istorijat

Jan du Preez je 1991. godine, otkrio novo oboljenje kod brojlera u juznoj Africi.
Bolest se manifestovala blagim respiratornim simptomima koji su pocinjali kijanjem u
uzrastu od 28 dana i trajali su do kraja tovnog perioda. Mortalitet je bio povecan (preko
3%), a proizvodni rezultati, konverzija hrane i dnevni prirast, slabiji. Patoanatomski
nalaz karakterisao se pojavom pneumonije 1 penuSavog belicastog eksudata u
vazdusnim kesama koji je opisan kao eksudat slican jogurtu. Bakterioloskim
ispitivanjem otkrivena je gram-negativna, pleomorfna, Stapi¢asta bakterija, sporog rasta
koja se nije mogla identifikovati kao neka od poznatih bakterijskih vrsta (van Beek i
saradnici, 1994).

Ubrzo se ispostavilo da su bakterije sli¢ne pastereli koje su izolovane 1987.
godine iz pataka koje su ispoljavale respiratorne simptome, u Madarskoj, identi¢ne

ovim izolatima iz juzne Afrike. Bakterije opisane kao sli¢ne riemereli izolovane iz

4



¢uraka sa respiratornim simptomima u Nemackoj 1991. 1 1992. godine, takode su imale
iste morfoloske i biohemijske osobine kao izolati iz juzne Afrike (Hafez i saradnici,
1993).

Medutim, u retrospektivnim istrazivanjima doSlo se do saznanja da je
ornitobakterijum izolovan jo§ 1981. godine u severnoj Nemackoj iz ¢uraka starih pet
nedelja koje su ispoljavale respiratorne znake u vidu nazalnog iscetka, facijalnog edema
1 fibrinozno-gnojnog aerosakulitisa, a 1983. godine izolovan je iz traheje mladih vrana.
Uzrocnik je izolovan 1986. godine u Izraelu iz c¢uraka razliCite starosti sa nalazom
aerosakulitisa 1 eksudativne pneumonije (Bock 1 saradnici, 1995, 1997). U periodu
izmedu 1986. 1 1988. godine izolovan je iz jata roditeljskih ¢uraka u Engleskoj u kojima
su se manifestovali znaci depresije, smanjene nosivosti, kaslja, niskog mortaliteta,
fibrinozno-gnojnog aerosakulitisa 1 pneumonije. Tada su izolovane bakterije opisane
kao bakterije slicne pastereli (Pasteurella-like bacterium) (Chin i saradnici, 2003).
Izolacija ovih bakterija u Kaliforniji datira od 1986. godine, a Charlton je u periodu
izmedu 1990. 1 1991. godine opisao 14 izolata poreklom od pili¢a i ¢uri¢a (Charlton i
saradnici, 1993).

Na nekoliko farmi ¢uraka u Holandiji i Nemackoj, 1992. 1 1993. godine, javili su
se respiratorni poremecaji sa klinickim znacima suzenja, kijanja, nazalnog eksudata i
otoka infraorbitalnih sinusa, prac¢eni usporenim rastom. Na nekim od tih farmi mortalitet
je konstantno rastao uprkos primeni medikamenata. Kod brojlera u ovom periodu,
javljali su se blagi do srednji respiratorni problemi i akutna uginuc¢a. U Holandjiji je ova
infekcija zapaZena kod pilica 1 ¢uraka u prvim nedeljama zivota i li¢ila je na
pasterelozu. Klini¢ki znaci su se pojavili kod ¢uraka u starosti od 2-8 nedelja, a kod
brojlera u starosti od 2-5 nedelja (van Beek i1 saradnici, 1994). Gram negativne
Stapicaste bakterije poput onih izolovanih u juznoj Africi, Nemackoj 1 Madarskoj
izolovane su iz tkiva uginulih ptica i u ovim slu¢ajevima. U Nemackoj se u tom periodu
infekcija O. rhinotracheale javljala kod ¢uraka starijih od 14 nedelja (Hafez i saradnici,
1993).

Provobitno je novootkrivena bakterija nazivana pleomorfni gram-negativni
Stapi¢ (pleomorphic gram-negative rod- PGNR) (Charlton 1 saradnici, 1993), pastereli
sli¢na (Hafez i saradnici, 1993) ili kingeli slicna bakterija (van Beek i saradnici, 1994).
Kasnije je Bisgaard ustanovio da bi ona mogla biti klasifikovana u okviru grupe
bakterija koje se oznacavaju kao TAXON 28 (van Empel i Hafez, 1999). Godine 1994.
predlozeno je ime Ornithobacterium za ovaj novi rod u okviru rRNK superfamilije V, a

za vrstu naziv rhinotracheale (Vandamme 1 saradnici, 1994).



Postoji misljenje da su infekcije izazvane ornitobakterijumom kod Zivine pre
1993. godine pogresno pripisivane virusima ili bakterijama kao S$to su: Pasteurella,
Riemerella, Flavobacterium/Cytophaga spp. ili NADH nezavisna vrsta Haemophilus
paragallinarum (Mouahid 1 saradnici, 1992; Hafez i saradnici, 1993; Bragg i saradnici,
1997). Kada je promenjen rutinski nacin izolacije bakterija, uzro¢nika respiratornih
oboljenja Zivine, §to se odnosi na produzenje inkubacionog perioda u sredini sa 5-10%
CO,, O. rhinotracheale je izolovan u slucajevima aerosakulitisa i pneumonije kod
¢uraka 1 brojlera Sirom sveta (van Beek 1 saradnici, 1994; Ryll 1 saradnici, 1996; Travers
1 saradnici, 1996; Odor 1 saradnici, 1997; Roepke i saradnici, 1998).

Ornithobacterium rhinotracheale je izolovan iz mnogih vrsta ptica: kokosi,
pataka, gusaka, ¢uraka, fazana, golubova, galebova, jarebica, prepelica, nojeva, biserki i
vrana (Charlton 1 saradnici, 1993; Vandamme i saradnici, 1994; Devriese 1 saradnici,
1995; van Empel i saradnici, 1997). Siroka rasprostranjenost infekcije kod ptica
dokazana je 1 seroloski u mnogim zemljama (Hafez i Sting, 1996; Ryll i saradnici, 1997;
van Empel 1 Hafez, 1999; Canal i saradnici, 2003; Chansiripornchai i saradnici, 2007).

Istrazivanjem kolekcija izolovanih kultura mikroorganizama u Nemackoj
otkriveno je da je O. rhinotracheale prvi put izolovan iz respiratornog trakta ¢uraka
1981. godine (Vandamme i saradnici, 1994). U literaturi nema podataka da je pre toga
uzro¢nik bio izolovan bilo gde u svetu (Hinz i Hafez, 1997). Na osnovu genetskih
ispitivanja nauc¢nici smatraju da su ove bakterije relativno skoro presle sa divljih na
domace vrste ptica (Amonsin 1 saradnici, 1997).

Terapija bolesti uobi¢ajenim oralnim antibioticima nije davala zadovoljavajuce
rezultate. Narocito u slucajevima klini¢ki izraZzene pneumonije, primena enrofloksacina
ili trimetoprim-sulfametoksazola nije bila efikasna. I pored terapije, gubici su iznosili
¢ak 1 do 25% u par nedelja. Izolovani sojevi iz ovakvih sluc¢ajeva u Holandiji bili su
veéinom rezistentni na flumekvin, a samo neznatno osetljivi na enrofloksacin i
trimetoprim u kombinaciji sa sulfonamidom. Tetraciklin, ampicilin 1 amoksicilin
pokazali su se kao veoma efikasni (Hafez 1 saradnici, 1993; van Beek i saradnici, 1994;

van Empel, 1998a).



2.3. Etiologija
2.3.1. Klasifikacija

Ornithobacterium rhinotracheale je jedina vrsta iz roda Ornithobacterium koji
pripada familiji Flavobacteriaceae 1 TRNK superfamiliji V. Rod Ornithobacterium je u
bliskom taksonomskom srodstvu sa rodovima: Riemerella, Flavobacterium, Weeksella 1

Capnocytophaga (Vandamme 1 saradnici, 1994).

Vrsta: Ornithobacterium rhinotracheale
Rod: Ornithobacterium

Familija: Flavobacteriaceae

Red: Flavobacteriales

Klasa: Flavobacteria

Tip: Bacteroidetes (Euzéby, 1997).

2.3.2. Morfolo$ke osobine

Ornithobacterium rhinotracheale je gram-negativna, nepokretna, pleomorfna,
StapiCasta bakterija. Ne stvara spore ni kapsulu. Sadrzaj G+C parova kod ovog
uzroc¢nika iznosi izmedu 37 1 39 mol%. Bakterijske celije su §ljivolikog oblika debljine
0,2 do 0,9 um, a duZzina varira od 0,6 do 5 pm. Nije utvrdeno da poseduju posebne
strukture kao S$to su pili, fimbrije, plazmidi niti specificnu toksi¢nu aktivnost

(Vandamme 1 saradnici, 1994; Leroy-Sétrin, 1998).

2.3.3. Kulturelne osobine

Ornithobacterium rhinotracheale se ubraja u mezofilne (raste na temperaturi od
30 do 42° C), hemoorganotrofne mikroorganizme. Raste u aerobnoj, anaerobnoj,
mikroaerofilnoj 1 atmosferi obogacenoj ugljendioksidom (Euzéby, 1997).

Optimalan rast se postize inkubiranjem na krvnom agaru sa 5% ovcije krvi,
tokom 48 h u mikroaerofilnoj sredini (5 do 10% CO2) na temperaturi od 37° C. Pod
ovim uslovima kolonije O. rhinotracheale izrastu u vidu tackica nakon inkubacije u
trajanju od 24 h. Posle 48 h razvijaju se male, cirkularne, konveksne, sive do sivo-bele
kolonije, sa kontinuiranim ivicama, ponekad sa crvenim odsjajem. Oko njih se ne stvara

zona hemolize (Chin i saradnici, 2003).



lako je O. rhinotracheale prvobitno okarakterisan kao beta nehemolitican,
istrazivanja sprovedena na severnoameri¢kim izolatima su pokazala, da pod odredenim
uslovima, mogu da daju hemolizu na krvnom agaru. Hemoliza se javlja kada se nakon
inicijalne inkubacije u mikroaerofilnoj sredini sa 7,5% CO», u trajanju od 48 h, hranljive
podloge inkubiraju dodatnih 48 h u aerobnoj sredini, na sobnoj temperaturi.
Ispitivanjem osobina 23 izolata pod navedenim uslovima, utvrdeno je da na agaru sa
ovéijom krvi mogu da daju zonu o-hemolize, B-hemolize ili ne daju hemolizu
(Tabatabai i saradnici, 2010).

Kolonije O. rhinotracheale karakteriSe intenzivan miris koji podseca na buternu
kiselinu. U primarnoj izolaciji veéina kolonija pokazuje varijacije u Sirini od 1 do 3 mm
posle inkubacije u trajanju od 48 h. U supkulturi je veli¢ina kolonija uniformnija. Ne
raste na ,,MacConkey* agaru, ,,Endo* agaru, ,,Simon’s* citratnom agaru. Rast na teCnim
podlogama zavisi od soja, a podesni su ,Brain-heart infusion broth®, ,Pasteurella
broth®, ,,Todd Hewitt broth* (Chin i saradnici, 2003).

Kada raste u tecnom medijumu O. rhinotracheale je pleomorfniji nego na
&vrstim podlogama poput agara. Cesto formira nestabilne lance koji mogu da sadrze od
nekoliko do viSe hiljada bakterijskih Celija 1 koji se lako raspadaju. Dobra selektivna
podloga jos uvek nije dostupna ali se rast drugih bakterija moze suprimirati dodavanjem
gentamicina i1 polimiksina (oba po 5 pg/ml) krvnom agaru sa 5% ovcije krvi. Posto je
oko 90% sojeva O. rhinotracheale osetljivo na oba antibiotika, istovremeno treba

zasejati 1 krvni agar sa 5% ovcije krvi bez antibiotika (van Empel, 1997; Hafez, 2002).
2.3.4. Biohemijske osobine
U mikrobioloskoj dijagnostici rezultati konvencionalnih biohemijskih testova

mogu da budu nekonzistentni (Chin i saradnici, 2003). U tabeli 1. navedene su neke od

biohemijskih osobina uzro¢nika od znacaja za dijagnostiku.



Tabela 1. Enzimi koje lu¢i O. rhinotracheale

TEST REZULTAT

Alkalna fosfataza
Esteraza-lipaza

Leucin aminopeptidaza
Valin aminopeptidaza
Cistin aminopeptidaza
Kisela fosfataza
Fosfohidrolaza
a-Galaktozidaza
B-Galaktozidaza
a-Glukozidaza
N-acetil-B-glukozamidaza
Tripsin

a-Himotripsin

Lipaza -
B-Glukuronidaza -
B-Glukozidaza -
a-Manozidaza -
a-Fukozidaza -
(Chin 1 saradnici, 2003)

Fl ||| ] ]

Ispitivanjem 56 sojeva razli¢itog porekla koji su pripadali razlic¢itim
serotipovima utvrdeno je da kada se ispitivanja izvode pod optimalnim uslovima, O.
rhinotracheale proizvodi oksidazu, beta-galaktozidazu, arginin dehidrolazu, alkalnu
fosfatazu, esterazu-lipazu, leucin arilamidazu, cistin arilamidazu, kiselu fosfatazu,
fosfohidrolazu, alfa-glukozidazu, N-acetil-B-glukozamidazu, stvara kiselinu bez gasa iz
glukoze, fruktoze, laktoze i galaktoze. Ne proizvodi katalazu, lizin dekarboksilazu,
ornitin dekarboksilazu, Zzelatinazu, esterazu (C4), lipazu (C14), himotripsin, beta-
glukuronidazu, alfa-manozidazu, alfa-fukozidazu, ne razlaze trostruki Secer sa gvozdem,
ne redukuje nitrate do nitrita, ne stvara kiselinu iz maltoze, saharoze, fruktoze i riboze

(van Empel 1 Hafez, 1999).

2.3.5. Osetljivost na hemijske agense

Sojevi O. rhinotracheale potpuno se inaktivisu 0,5% rastvorom mravlje kiseline

1 oksal-sir¢etne kiseline 1 0,5% rastvorom aldehidnog jedinjenja (20% glutaraldehid)

nakon izlaganja u trajanju od 15 minuta (Hafez i Schulze, 1998).



2.3.6. Serotipovi i sojevi

Primenom seroloSkih metoda dokazano je postojanje 18 serotipova koji se
oznacavaju latiniénim slovima od A do R. Visok procenat (94%) izolata poreklom od
pilica 1 57% izolata poreklom od curi¢a pripada serotipu A. Postoji korelacija izmedu
geografskog porekla bakterija i pripadnosti odredenom serotipu. Serotip C izoluje se
samo iz pili¢a i ¢urica iz juzne Afrike i SAD-a. Nema dokaza za postojanje specifi¢nosti
odredenog serotipa prema domacinu (van Empel i saradnici, 1997; Hafez, 1998b; van
Empel, 1998b). Serotipovi A 1 C poreklom od pili¢a i serotipovi B, D 1 E poreklom od
¢uraka ispoljavaju pribliznu virulentnost i za pili¢e 1 za ¢urke. ObjaSnjenje za razli¢itu
distribuciju serotipova kod ovih vrsta moglo bi se traziti u razli¢itoj industrijskoj praksi
u njihovom uzgoju (van den Bosch, 2001).

Amonsin 1 saradnici (1997) su primenom PCR metode (polimerase chain
reaction - lanCana reakcija polimeraze) ustanovili da vecina od 55 ispitanih izolata
poreklom od domestifikovanih ptica Sirom sveta ima ograni¢enu heterogenost i da
pripada maloj grupi blisko udruzenih klonova. Zbog toga pretpostavljaju da su ove

bakterije u skorije vreme presle sa divljih na domace vrste ptica.

2.4. Domacdini

Ornithobacterium rhinotracheale je izolovan Sirom sveta iz brojnih vrsta ptica:
kokosaka, ¢uraka, pataka, gusaka, golubova, galebova, nojeva, fazana, biserki, jarebica,
prepelica (Charlton 1 saradnici, 1993; Vandamme 1 saradnici, 1994; van Empel 1 Hafez,

1999).

2.5. Putevi prenosenja

Infekcija O. rhinotracheale se prenosi horizontalno, direktnim i indirektnim
putem; zivina se naj¢esce inficira aerogeno ili peroralno preko vode za pice. Objavljena
su istrazivanja koja idu u prilog postojanju i vertikalne transmisije (van Empel, 1998a).

Na jednom primeru eksperimentalne infekcije roditeljskih ¢uraka starih 55
nedelja potvrdeno je da O. rhinotracheale moze da prezivi u jajniku i jajovodu ne
dovodeé¢i do pojave klinickih simptoma (Back i saradnici, 1997, 1998b; Nagaraja i
saradnici, 1998).
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U drugom eksperimentu koriS¢eni su brojlerski pili¢i 1 curiéi izlezeni iz
seropozitivnih roditeljskih jata. Ove ptice su bile u potpunoj izolaciji za vreme
istrazivanja, dobijale su sterilnu hranu i vodu. Nakon inficiranja virusom atipi¢ne kuge
peradi (Newcastle disease virus - NDV) 1 virusom rinotraheitisa Curaka (turkey
rhinotracheitis virus - TRTV) aerosolom, O. rhinotracheale je izolovan iz vazdus$nih
kesa.

Ovo potvrduje da se O. rhinotracheale prenosi jajima i to ili transovarijalno ili
kontaminacijom prilikom prolaska jajeta kroz kloaku - pseudovertikalni put prenosenja.
Ornithobacterium rhinotracheale je izolovan iz ljuski jaja 1 Zumancetne kese
jednodnevnih ptica (u manje od 1% slucajeva) (van Empel, 1997). Rezultati ovih
istrazivanja ukazuju da je vertikalna transmisija moguca, a njome bi se moglo objasniti
brzo Sirenje O. rhinotracheale u komercijalnoj Zivinarskoj proizvodnji u poslednjih 15

godina (Tanyi, 1995).

2.6. Patogeneza

Zivina u intenzivnom uzgoju moZe da se inficira u svim uzrastima, mada je
patogenost uzro¢nika za durke izrazenija kod starijih jedinki. Zapazeni su brojni
slu¢ajevi udruzenih infekcija prouzrokovanih O. rhinotracheale 1 drugim
mikroorganizmima, uzro¢nicima respiratornih oboljenja Zivine: Escherichia coli,
Bordetella avium, NDV, virus infektivnog bronhitisa (/nfectious bronchitis virus - IBV),
TRTV, Mycoplasma synoviae (De Rosa i saradnici, 1997; Odor i saradnici, 1997; Salem
1 saradnici, 1997; Erbeck 1 McMurray, 1998; Charlton, 1999; Sakai i saradnici, 2000;
Zorman-Rojs 1 saradnici, 2000).

U pogledu patogenosti uzro¢nika u literaturi se isticu dva gledista. Jedna grupa
istrazivaca smatra da O. rhinotracheale uzrokuje minimalne patoloSke promene kod
pili¢a 1 Curi¢a 1 da se intenzitet ispoljavanja patoloskih promena pojacava drugim
mikroorganizmima (virusima 1 bakterijama) uzro¢nicima respiratornih bolesti (van
Empel i saradnici, 1996; Back 1 saradnici, 1997; Droual i Chin, 1997; Franz i saradnici,
1997; van Empel i saradnici, 1999). Nasuprot ovakvom mis$ljenju, Ryll i saradnici
(1996), Travers i saradnici (1996), Sprenger i saradnici (1998) i van Veen i saradnici
(2000Db) objavljuju radove u kojima se iznosi da se eksperimentalnim inficiranjem samo
ornitobakterijumom, bez drugih mikroorganizama mogu izazvati patoloSke promene
slicne onima kod prirodne infekcije, Sto ide u prilog stavu da je uzro¢nik primarni

patogen.
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U eksperimentu koji je izveo Paul van Empel sa grupom istrazivaca 1999.
godine, pokazano je da O. rhinotracheale uzrokuje zapaljenje pluca i vazdusnih kesa,
posto su u prvoj nedelji nakon eksperimentalnog inficiranja aerosolom SPF (specific
pathogen freee - slobodni od specifi¢nih patogenih uzro¢nika) leghorn pili¢a (prethodno
inficiranih NDV-om), izolovane samo Cciste kulture ovih bakterija koje su otkrivene i
imunohistohemijski u tkivima. U eksperimentu su bile 4 grupe od po 30 pili¢a. Prva
grupa inficirana je NDV-om 21. dana, a ornitobakterijumom 26. dana. Druga grupa
inficirana je samo ornitobakterijumom 26. dana.

U prvoj grupi, dva dana nakon inficiranja ornitobakterijumom, epitel vazdusnih
kesa infiltruju makrofagi 1 polimorfonukleari. Vazdusne kese postaju edematozne i
dolazi do formiranja granuloma. O. rhinotracheale je imunohistohemijski detektovan u
svim delovima vazdus$nih kesa, ali je najviSe vezan za makrofage. Aerosakulitis je bio
najizrazeniji 5-9 dana od inficiranja, nakon cega je usledio oporavak. Na delovima
BALT-a u pluéima javile su se promene posle 4 ili 5 dana od inficiranja
ornitobakterijumom, ¢iji su antigeni imunohistohemijski otkriveni u tim lezijama. Ni u
jednom drugom organu nisu nadeni antigeni O. rhinotracheale.

U drugoj grupi piliéa zapaZena je minimalna infiltracija vazduSnih kesa
polimorfonuklearima, jedan dan nakon inficiranja. Imunohistohemijski je detektovan O.
rhinotracheale pricvri¢en za cilije epitela vazdu$nih kesa samo prvog dana posle
inficiranja, a kasnije se viSe nije mogao detektovati u tkivu (van Empel 1 saradnici,
1999).

Ovaj eksperiment u znacajnoj meri rasvetljava patogenezu infekcije O.
rhinotracheale. Veoma je vazan podatak da inficiranje pili¢éa ornitobakterijumom,
aerosolom, bez prethodne virusne infekcije ne dovodi do znacajnih promena na
respiratornom traktu. Kod ovih piliéa zapazene su samo neznatne promene na
vazdusnim kesama koje su ubrzo iSCezle, a nastale su kao posledica pricvri¢ivanja
bakterija za respiratorni epitel. Ornithobacterium rhinotracheale se posle 2 dana nije
mogao detektovati u tkivu ni bakterioloSki ni imunohistohemijski. Rezultati opisanog
eksperimenta idu u prilog stavu da O. rhinotracheale nije u stanju da samostalno
izazove patoloSke promene i1 da se promene ispoljavaju u prisustvu drugih
mikroorganizama uzro¢nika respiratornih oboljenja, u ovom slu¢aju NDV-a.

Iako opisani eksperiment u znacajnoj meri doprinosi razumevanju infekcije O.
rhinotracheale, treba uzeti u obzir i podatke do kojih su dosli drugi istrazivaci, a koji
idu u prilog stavu da je uzro¢nik primarni patogen. Ovi podaci izneti su u poglavlju

»Eksperimentalna infekcija®.
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U cilju wutvrdivanja faktora koji doprinose patogenezi infekcije O.
rhinotracheale,  istrazivana je interakcija O. rhinotracheale 1 epitelnih Ccelija.
Eksperimentalnim inficiranjem u uslovima in vitro, pokazano je da se O. rhinotracheale
veoma efikasno atherira za razlicite vrste ¢elija iz kultura epitelnih ¢elija, sa nivoom do
80 atherirajucih bakterija po celiji, 3 Casa nakon inficiranja. Poredenjem razli¢itih O.
rhinotracheale izolata utvrdeno je da svi testirani sojevi imaju atherentno svojstvo, ali
razli¢itog intenziteta. Analizom spoljaSnje membrane atherentnih sojeva metodom
elektroforeze ,,SDS-PAGE®“ utvrdeno je da postoje razlike medu sojevima u
elektroforetskoj pokretljivosti proteinskog i lipopolisaharidnog dela. Analizom infekcije
u prisustvu precis¢enog lipopolisaharida (LPS), dobijenog od O. rhinotracheale, doslo
se do saznanja da postoji LPS-dozno zavisna inhibicija athezije ove bakterije.
Ustanovljeno je da je ovaj efekat specifican za soj poSto inhibiciju ne prouzrokuje
lipopolisaharid iz svih sojeva. Ovaj podatak pokazuje da je athezija O. rhinotracheale
za epitelne celije omogucena posredstvom jedinstvenog soj specifi¢nog i LPS osetljivog
mehanizma.

Kako bi se bolje razumela interakcija O. rhinotracheale 1 makrofaga, inficirani
su HD-11 pile¢i makrofagi O. rhinotracheale sojem 30. Mikroskopski je utvrdena
pojava dozno zavisne neopsonizujuce atherencije i unoSenja O. rhinotracheale u
makrofage. Merenjem proizvodnje azotnog oksida (NO) kao markera inflamacije, doslo
se do zakljucka da O. rhinotracheale stimuliSe njegovu proizvodnju, mada znatno
slabije od enterobakterija (E. coli 1 S. enteritidis).

Prethodnim tretiranjem makrofaga rekombinantnim pile¢im gama interferonom
(rChIFNYy), neznatno se povecava proizvodnja azot oksida. Lipid A poreklom od
polimiksina B ne inhibira proizvodnju azot oksida koju stimuliSe O. rhinotracheale.
Ovo jedinjenje efikasno blokira proizvodnju koju indukuju enterobakterije. Dodavanjem
precis¢enog LPS-a poreklom od O. rhinotracheale, HD 11 celijama stimulisanim na
proizvodnju azot oksida, na polimiksin B osetljiv nacin (prethodno tretiranim rChIFNy),
pokazalo se da u preciS¢enoj formi LPS poreklom od O. rhinotracheale pokazuje
proinflamatornu  aktivnost. Eksperimentalnim inficiranjem makrofaga miSeva,
stimulisanim rMoINFy-om pokazano je da ni O. rhinotracheale ni pre€iS¢eni LPS ne
stimuliSu prizvodnju azot oksida.

Na osnovu ovog eksperimenta moze se zakljuciti da se O. rhinotracheale brzo
unosi u makrofage i da podstice inflamatorni odgovor u pile¢im makrofagima

posredstvom stimulusa nezavisnog od LPS-a. Lipopolisaharid dobijen od O.
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rhinotracheale je bioaktivan samo u preciS¢enoj formi. RazliCit odgovor pilecih 1

.....

2.7. Inkubacioni period

Eksperimentalnim inficiranjem c¢uraka u starosti od 22 nedelje, intratrahealno,
prvi simptomi u vidu depresije, kaslja i smanjenog konzumiranja hrane javljaju se za 24
h. Posle 48 h od inficiranja, bolesne ¢urke iskasljavaju krvavo-sluzav sadrzaj, a nakon 5
dana zapazaju se znaci oporavka (Sprenger i saradnici, 1998).

Eksperimentalnim inficiranjem pilia u starosti od pet nedelja aerosolom,
bakterije dospevaju u respiratorne organe posle 2 dana, a klinicki znaci zapazaju se

posle 4 dana (van Empel i saradnici, 1999).

2.8. Klinicka slika

Ornithobacterium rhinotracheale moze da prouzrokuje akutno, visoko
kontagiozno oboljenje kod Zivine, ali izrazenost klinickih znakova, trajanje oboljenja 1
procenat mortaliteta kod potvrdenih infekcija veoma se razlikuju (tabela 2). Razlozi leZe
u uticajima brojnih faktora sredine (nepostovanje tehnoloskih principa i zoohigijenskih

normativa), drugih oboljenja i sekundarnih infekcija (van Empel i Hafez, 1999).

Tabela 2. Duzina trajanja i procenat mortaliteta potvrdenih infekcija
O. rhinotracheale

starost (u nedeljama) | mortalitet (%) | trajanje (u danima)

Curke >7 1-15 7-8
brojleri 3-4 0-10 5-8
brojlerski roditelji 24-52 1-3 >21

(van Empel 1 Hafez, 1999)
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2.8.1. Klini¢ka slika kod brojlera

Kod brojlera se oboljenje manifestuje na dva nacina. Bolest se najc¢esce ispoljava
respiratornim poremecajima kada se klini¢ki znaci javljaju izmedu trece 1 Seste nedelje
zivota sa mortalitetom od 2 do 10%. Javlja se depresija, nazalni iscedak, kijanje,
facijalni edem, smanjeno uzimanje hrane i smanjen prirast (Franz i saradnici, 1997;
Odor i saradnici, 1997; van Empel i Hafez, 1999).

Ponekad se bolest manifestuje supkutanim edemima glave i1 iznenadnim
uginué¢ima mladih piliéa (¢ak do 20% u nekoliko dana) kao posledica osteitisa,
osteomijelitisa 1 encefalitisa, Sto moze ali i ne mora da bude praceno respiratornim
simptomima (Goovaerts i saradnici, 1998).

Respiratorni virusi kao sto su NDV 1 IBV pojacavaju ispoljavanje simptoma
poremecaja respiratornih organa (Travers, 1996). Travers 1 saradnici (1996) opisuju tri
sindroma vezana za ovu infekciju. Prvi je primarno vezan za respiratorni trakt, drugi se
karakteriSe slabo izrazenim respiratornim znacima uz izrazit peritonitis pri
patoanatomskom pregledu, a tre¢i uz respiratorne znake odlikuju artritis i hromost. Sva
tri sindroma pra¢ena su smanjenim prirastom i1 povecanom konverzijom hrane.

Ornithobacterium rhinotracheale se CeS¢e javlja tokom zimskih meseci,
verovatno kao posledica losije ventilacije i viSeg nivoa amonijaka i praSine u objektima

u ovom periodu godine (Schleifer, 1997).

2.8.2. Klini¢ka slika kod brojlerskih roditelja

Kod brojlerskih roditelja oboljenje zahvata ptice u periodu noSenja, uglavnom u
Spicu nosivosti ili neposredno pre pronosenja. Javlja se neznatno poviSenje mortaliteta,
smanjeno je uzimanje hrane i prisutni su blagi respiratorni simptomi. Mortalitet je
varijabilan ali relativno nizak u nekomplikovanim sluc¢ajevima. Moze se javiti pad
nosivosti, smanjenje veli¢ine jaja 1 smanjen kvalitet ljuske. Procenat oplodenih 1
izlezenih jaja u vecini slucajeva nije promenjen (Hafez, 1996).

Asadpour 1 saradnici (2008) sproveli su ispitivanje prisustva O. rhinotracheale u
22 jata brojlerskih roditelja u Iranu. Uzro¢nik je izolovan iz trahealnih briseva,
uzorkovanih iz pet jata razliCite starosti koja u vreme uzimanja uzoraka nisu ispoljavala

bilo kakve simptome.
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Ornithobacterium rhinotracheale je izolovan iz uginulih embriona kao i
jednodnevnih brojlera i ¢uri¢a u inkubatorima u Egiptu, gde je postojao problem

povecanog mortaliteta embriona (EI-Gohary, 1998).

2.8.3. Klinic¢ka slika kod komercijalnih nosilja

Kod komercijalnih nosilja bolest se moZe manifestovati smanjenjem nosivosti,
povecanim procentom jaja deformisane ljuske 1 poviSenim mortalitetom (Sprenger i

saradnici, 2000).

2.8.4. Klinicka slika kod ¢uraka

Kod c¢uraka starijih od 8 nedelja klini¢ki znaci su izrazeniji, dok infekcija u
mladim jatima (2 do 8 nedelja) obicno prolazi asimptomatski (Roepke i saradnici,
1998). Bolest je ceS¢e zapazena kod Curana u starosti oko 14 nedelja, a mortalitet je
naroCito visok kod jedinki starijih od 20 nedelja. Infekcija se najcesce ispoljava u
zimskim mesecima (Hafez i saradnici, 1993; Schleifer, 1997).

Mortalitet se kre¢e izmedu 1 1 15% u toku akutne faze bolesti (8 dana), ali su
zabelezeni slucajevi sa znatno visSim mortalitetom, ¢ak i do 50% (De Rosa i saradnici,
1996; Back 1 saradnici, 1998a). Pocetni klinicki znaci su: kasalj, kijanje 1 nazalni
iscedak, koje u nekim slucajevima prate ozbiljni respiratorni poremecaji: dispnoja,
prostracija, sinuzitis. Smanjeno je uzimanje hrane i vode. Bolest traje 7 do 10 dana, a

klini¢ki znaci u nekim sluc¢ajevima zapazaju se samo kratko vreme pre smrti.

2.8.5. Klinic¢ka slika kod roditeljskih ¢uraka

U roditeljskim jatima moZe se javiti pad nosivosti i povecanje broja neizlezenih

jaja (Schleifer, 1997; van Empel 1 Hafez, 1999).
U najkra¢im crtama znaci infekcije mogu se prikazati i na slede¢i nacin:
1. Relativno blagi respiratorni znaci kod mladih ptica koji pocinju kijanjem, a

udruzeni su sa neznatnim povisenjem mortaliteta, ali znac¢ajnim indirektnim

gubicima (slabiji prirast, veliki broj Skartova).
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2. Iznenadna uginuéa mladih ptica usled promena lokalizovanih na glavi u vidu
osteitisa, osteomijelitisa 1 encefalitisa. Ovaj oblik moZe se javiti sam ili
udruzen sa respiratornim simptomima.

3. Akutna pneumonija sa poviSenim mortalitetom (¢ak i do 50%), kod ¢uraka
starijih od 12 nedelja.

4. Kod starijih ¢uraka pareze i paralize, usled artritisa, osteitisa, osteomijelitisa.

5. Kod roditeljskih ¢uraka, brojlerskih roditelja i komercijalnih nosilja pad
nosivosti 1 smanjen kvalitet ljuske jaja. Ovaj vid infekcije se teSko

prepoznaje (van den Bosch, 2001).

2.9. Patoanatomske promene

Najvaznije promene manifestuju se na respiratornim organima, mada su cesto
promenjeni i1 drugi organi. Na osnovu opisanih primera infekcije kod pilica, tesko je
odvojiti promene specifi¢ne za ovu bakteriju posto su one u vecini slucajeva posledica
udruzenog dejstva O. rhinotracheale 1 drugih mikroorganizama. Kod ¢uraka postoje
primeri eksperimentalne monoinfekcije prouzrokovane ornitobakterijumom koji pruzaju
mogucénost za realnije sagledavanje patogenosti uzro¢nika i patoloskih promena koje on
mozZe da izazove.

Kod brojlerskih pili¢a inficiranih ornitobakterijumom mogu da se jave: sinuzitis,
traheitis, aerosakulitis, hepatomegalija, splenomegalija, perikarditis i pneumonija.
Najupecatljivije promene vezane su za respiratorni sistem, a najceSée se srecu:
aerosakulitis, pleuritis i pneumonija (El-Gohary i saradnici, 1998).

Van den Bosch (2001) navodi da se kod inficiranih brojlera u vazdusnim kesama
javlja penuSav, beo eksudat, slican jogurtu, cesto udruZzen sa unilateralnom
pneumonijom. Ove promene obi¢no i§¢ezavaju nakon nedelju dana, a mogu da budu
maskirane napredovanjem drugih infekcija 1 kao takve neprepoznatljive u daljem
periodu.

U literaturi se opisuje viSe slucajeva udruzenih infekcija u kojima uz O.
rhinotracheale ucestvuju NDV ili IBV (van Empel i saradnici, 1996; Odor i saradnici,
1997). Odor i saradnici (1997) opisuju udruzene infekcije izazvane ornitobakterijumom
i IBV-om kod brojlera na poluostrvu Delmarva u Americi. Patoanatomski nalaz
karakterisao se profuznim zutim ili belim, te¢nim, penuSavim sadrzajem sa kazeoznim
,»ostrveima® u vazduSnim kesama. Neki autori ovakav eksudat opisuju kao eksudat

slican jogurtu - ,,yoghurt-like* (van Empel i saradnici, 1996; Sakai i saradnici, 2000).
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Nalaz je karakterisalo i prisustvo pleuralnog eksudata ili fibrinoznog pleuritisa,
fibrinozne pneumonije, ¢es¢e unilateralne 1 formiranje priraslica za zid grudnog kosa.
Kod nekih pili¢a bila su zahvacéena cela pluéa, a kod drugih samo deo (Odor i saradnici,
1997).

Van Empel 1 saradnici (1996) opisuju patoanatomske promene kod brojlera
nastale kao posledica eksperimentalne infekcije prouzrokovane ornitobakterijumom i
NDV-om. Utvrden je aerosakulitis koji se manifestovao penusavim eksudatom i
nakupljanjem fibrina i pneumonija (u vecini slucajeva unilateralna), sa jasnom granicom
izmedu zahvacenog i zdravog dela plu¢nog tkiva.

U ovakvim slucajevima teSko je razgraniCiti koje su promene posledica
bakterijske, a koje virusne infekcije, pa se moze govoriti o udruzenom ili sinergisticCkom
delovanju navedenih mikroorganizama u izazivanju patoanatomskih promena (Travers,
1996; Odor i saradnici, 1997).

U nekim slucajevima infekcija izazvana O. rhinotracheale kod brojlera se
manifestovala supkutanim edemima glave uz prisustvo osteitisa, osteomijelitisa i
encefalitisa (Goovaerts 1 saradnici, 1998; Goovaerts 1 saradnici, 1999).

Opisane su 1 degenerativne promene na sréanoj muskulaturi (Hafez i saradnici,
1993).

Patoloske promene prouzrokovane ovom bakterijom kod brojlerskih pilica
mogle su da budu razlog visokog procenta odbacivanja trupova na klanicama koji je u
nekim sluc¢ajevima iznosio preko 50% (van Veen i saradnici, 2000a).

Ornithobacterium rhinotracheale kod <¢uraka moze da izazove sinuzitis,
traheitis, aerosakulitis, hepatomegaliju, splenomegaliju, perikarditis i pneumoniju
(Hafez 1 saradnici, 1993; De Rosa 1 saradnici, 1996; Back 1 saradnici, 1998b; Roepke 1
saradnici, 1998; Joubert 1 saradnici, 1999; Zorman-Rojs 1 saradnici, 2000).

U jednom slucaju oboljenja roditeljskih ¢uraka u Americi obdukovano je 16
¢uraka starosti 27-42 nedelje kompanije A 1 14 ¢uraka starosti 31-32 nedelje kompanije
B. Sluznica sinusa bila je hiperemi¢na kod veéine obdukovanih d¢uraka. Zidovi
vazdusnih kesa bili su jako zadebljali zbog prisustva fibrinoznog eksudata, a kod
nekoliko ¢uraka vazdusne kese je ispunjavao kazeozni eksudat. Kod vecine ¢uraka jetra
je bila uvecana, hiperemicna sa bledim podru¢jima po rubovima. Kod pojedinih leSeva
slezina i bubrezi su bili hiperemi¢ni. Kod nekoliko leseva uocen je perikarditis koji se
karakterisao prisustvom petehija na epikardu i zamuéenog eksudata u osr¢ju. Kod 26
¢uraka utvrdene su promene na plu¢ima u vidu unilateralne ili bilateralne konsolidacije.

Pluca su bila uvecana, ¢vrsta, hiperemic¢na i sa fibrinoznim eksudatom na pleuri. Manje
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ucestao nalaz bio je fibrinozni eksudat u peritonealnoj Supljini 1 zglobovima (kod
nekoloko leseva) i prisustvo askarida u crevima (De Rosa i saradnici, 1996).
Najkonzistentnije patoanatomske promene kod inficiranih ¢uraka i1 koko$i
brojlerskih roditelja u Sloveniji ¢inili su: aerosakulitis, unilateralna ili bilateralna
pneumonija, i akumulacija fibrina na plu¢ima i pleuri (Zorman-Rojs, 2000).
Obdukcijom leSeva uginulih i eutanaziranih ¢uraka nakon eksperimentalnog
inficiranja ornitobakterijumom intratrahealno, utvrden je konjunktivitis (u medijalnom
ocnom uglu nalazio se beliast eksudat). Vazdusne kese bile su zadebljalih zidova 1
ispunjene belim do zutim kazeoznim sadrzajem. Perikardijum je €esto bio hiperemican,
zadebljao, zamucen, neproziran i ispunjen kazeoznim, zuto-belim eksudatom. Promene
na plué¢ima manifestovale su se u vidu hiperemije i pneumonije fibrinoznog do
fibrinozno-gnojnog karaktera. Eksperimentalnim inficiranjem ¢uraka aerosolom
prouzrokovan je aerosakulitis koji se manifestovao prisustvom penusave mutne te¢nosti
u vazduSnim kesama i edem pluca (Sprenger i saradnici, 1998). Ovaj eksperiment je

detaljnije opisan u poglavlju ,,Eksperimentalna infekcija“.

2.10. HistopatoloSke promene

Histopatoloske promene najcesée se otkrivaju u plué¢ima, pleuri 1 vazduSnim
kesama. U slucajevima infekcije u farmskim uslovima, u plu¢ima se javlja hiperemija i
nakupljanje fibrina pomeSanog sa makrofagima i heterofilima, koji se mogu videti
slobodni u lumenu parabronhija i vazdusnih kapilara. Intersticijum je difuzno infiltrovan
makrofagima 1 u manjem broju heterofilima. Uocavaju se 1 fokalne koagulacione
nekroze, Ciji je centar smesSten u lumenu parabronhija odakle se Sire na okolni parenhim.
Nekroti¢na ognjiSta ispunjena su gustim nakupinama nekrotizovanog heterofilnog
infiltrata ili eksudata u kojima mogu biti rasute i male grupe bakterija. Mnogi kapilarni
krvni sudovi su proSireni 1 ispunjeni fibrinskim trombima. Pleura 1 vazduSne kese mogu
da budu znatno zadebljale, edematozne ili sa intersticijalnim fibrinskim depozitima.
Difuzno su infiltrovane heterofilima i proZete malim ognjiStima nekrotizovanog
heterofilnog infiltrata i fibroze (Chin 1 saradnici, 2003).

Kod oboljenja  roditeljskih  ¢uraka u  Americi  prouzrokovanog
ornitobakterijumom, histopatoloSki nalaz u plu¢ima karakterisao se pisustvom
fibrinozno-heterofilnog eksudata u lumenu parabronhija i atrija i izmedu vazdu$nih
kapilara. Bakterije su retko uocavane u eksudatu. Ponegde su se mogla uociti ognjista

fibrinozno-gnojnog zapaljenja, koja su se sastojala iz infiltrata velikog broja
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degranulisanih heterofila pomesanih sa nekroticnim detritusom 1 heterofila rastrkanih u
parabronhijama. Pojedina ognjista bila su okruzena visejedarnim dzinovskim celijama i
sadrzavala su gram-negativne bakterije. Pleura je bila zadebljala zbog fibrinozno-
heterofilne infiltracije. U vecini slucajeva pluca su imala izrazen perivaskularni i
intersticijalni edem uz infiltraciju heterofilima i po nekim limfocitom. Ponegde se u
velikim arterijama intersticijuma mogla zapaziti blaga proliferacija endotela,
vakuolizacija citoplazme i infiltracija endotelnog sloja heterofilima. Zidovi vazdus$nih
kesa su bili zadebljali kao posledica fibrinozno-gnojnog zapaljenja.

Nalaz u jetri karakterisalo je prisustvo akutne koagulacione nekroze uz trombozu
pojedinih krvnih sudova, narocito na periferiji jetrinih lobusa. Na periferiji nekroti¢nih
podrucja uocavane su degenerativne promene. Kod nekoliko ¢uraka na periferiji jetre je
uoceno multifokalno propadanje hepatocita uz prisustvo serofibrinoznog eksudata u
kome se nalazio mali broj heterofila. Kod nekoliko ¢uraka nadena je hiperemija
nazalnih sinusa, slezine, bubrega i1 serofibrinozni eksudat u vaskularnim sinusima
slezine (De Rosa 1 saradnici, 1996).

Eksperimentalnim inficiranjem c¢uraka ornitobakterijjumom intratrahealno,
prouzrokovana je izrazita hiperemija pluca. Parabronhije 1 vazdus$ni kapilari bili su
ispunjeni fibrinom, heterofilima, makrofagima i malim brojem gram-negativnih,
Stapicastih bakterija. Pleura veéeg broja Curaka bila je prekrivena debelim omotacem
koji se sastojao iz fibrina, heterofila i makrofaga. Kod ¢uraka zrtvovanih sedam dana
nakon inficiranja u parabronhijama su se nalazile nakupine fibrina, oivi¢ene spljoStenim
epitelnim Celijama 1 infiltrovane fibroblastima, makrofagima i heterofilima. U
intersticijumu pluéa nadena su multipla ognjiSta koja su se sastojala iz nekroti¢nog
detritusa okruzenog viSejedarnim dzinovskim celijama, makrofagima 1 po nekim

heterofilom (Sprenger 1 saradnici, 1998).

2.11. Laboratorijska dijagnoza

Klini¢ki znaci 1 patoanatomske promene su od malog znacaja za postavljanje
dijagnoze posto se 1 kod mnogih drugih infektivnih oboljenja javlja sli¢na klinicka slika
1 sli¢ne patoanatomske promene. Dijagnoza se moze postaviti primenom direktnih i
indirektnih metoda. Direktne metode dokazivanja uzro¢nika su imunohistohemijska
metoda, molekularne metode (PCR) i izolacija uzro¢nika, a indirektne metode su
seroloske metode kojima se dokazuju specificna antitela za uzroc¢nika (shema 2) (Hafez,

2002).
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LAB DIJAGNOZA
C. rhinotracheale

DIREKTNA INDIREKTNA
| SEROLOSKA
ISPITIVANJA
DETEKCIJA IZOLACIJA |
| ELISA
AGLUTINACIJA
IDENTIFIKACIJA AGF
IMUNC-
PCR HISTOHEMIJA
SEROTIPIZACIJA
API 2C NE
| API-ZYN
API-NFT
ELISA masnokiselinski profi
AGLUTINACIJA
AGF

Shema 2. Laboratorijska dijagnoza O. rhinotracheale (Hafez, 2002)

2.11.1. Detekcija bakterija

Za detekciju bakterija mogu se koristiti PCR 1 imunohistohemijske metode.

Metoda PCR moze se izvoditi upotrebom kombinacije prajmera OR16S-F1 (5’-GAG

AAT TAA TTT ACG GAT TAA G) i OR 16S-R1 (5’- TTC GCT TGG TCT CCG
AAG AT). Ova kombinacija umnozava fragment od 784 bazna para na 16S rRNK genu

ornitobakterijuma, ali ne 1 kod srodnih bakterija sa kojima se on mozZe zameniti (Hafez 1
Beyer, 1997; van Empel, 1998a; Hung i Alvorado, 2001). U buduénosti bi PCR mogao
biti prilagoden za dokazivanje O. rhinotracheale u trahealnim brisevima, jajima i
uzorcima iz ambijenta (Hafez, 2002).

Primenom imunohistohemijske metode utvrdeno je da je O. rhinotracheale
prisutan u 70% slucajeva oboljenja sa ispoljenim respiratornim simptomima kod
brojlera, dok se bakterioloski i/ili seroloski samo 30% slucajeva sa respiratornim
simptomima moze dovesti u vezu sa O. rhinotracheale (van Empel 1 saradnici, 1999;

van Veen i saradnici, 2000a; Hafez, 2002).
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2.11.2. Izolacija

Uzorke za bakteriolosko kultivisanje treba uzeti u ranom stadijumu bolesti. O.
rhinotracheale se moze izolovati iz traheje, trahealnih briseva, pluca i1 vazdusnih kesa.
Pokusaji izolacije uzro¢nika iz krvi, srca i jetre nisu dali rezultate (Hafez 1 saradnici,
1993). Medutim, izolacija je bila uspeSna iz ovih organa, pa Cak i iz zglobova, mozga,
jajnika i jajovoda eksperimentalno inficiranih ptica (van Beek i saradnici, 1994; Back i
saradnici, 1998b). Za primarnu izolaciju obi¢no se koristi krvni agar sa 10% ov¢ije krvi.
Ploce se inkubiraju na temperaturi od 37° C tokom 48 &asova, pod anaerobnim ili
mikroaerofilnim uslovima. O. rhinotracheale dobro raste i na triptoznom-soja agaru kao
1 u peptonskoj vodi i pasterela bujonu pod aerobnim i anaerobnim uslovima. U uzorcima
kontaminiranim brzo-rastu¢im bakterijama kao §to su E. coli, Proteus ili Pseudomonas
desava se da prerastu O. rhinotracheale kolonije, pa one ne bivaju otkrivene u rutinskoj
dijagnostici. Posto je potvrdeno da je vecina izolata O. rhinotracheale rezistentna na
gentamicin preporucuje se upotreba 10 pg gentamicina po mililitru podloge da bi se
sprecio rast drugih bakterija iz kontaminiranih uzoraka i1 omogudila izolacija O.
rhinotracheale (Hafez 1 saradnici, 1993; Back 1 saradnici, 1998b). Kao efikasna
selektivna podloga navodi se krvni agar sa dodatkom 5 pg gentamicina i polimiksina po

mililitru podloge (van Empel, 1997).

2.11.3. Identifikacija

Na krvnom agaru kolonije su male, sivo-bele, neprozirne, nehemoliti¢ne 1
variraju u pre¢niku od 1 do 3 mm. O. rhinotracheale je gram-negativni pleomorfni
Stapi¢. Ne raste na ,,MacConkey* agaru. Proizvodi oksidazu ali ne i indol. Svi izolati su
galaktozidaza (ONPQ) pozitivni, katalaza negativni 1 veéina njih daje pozitivnu reakciju
u ureaza testu (Hafez, 2002). Medutim, Gilinther i saradnici (2002) izolovali su i
identifikovali citohrom-oksidaza negativan soj O. rhinotracheale iz Curaka.

Nakon inkubacije u mikroaerofilnim uslovima u trajanju od 48 h ne stvara zonu
hemolize. Medutim, oko kolonija izraslih na agaru sa dodatkom ov¢ije, kozje ili konjske
krvi, nakon inicijalne inkubacije pod mikroaerofilnim uslovima, na sobnoj temperaturi u
aerobnoj sredini moze da se razvije zona hemolize (Tabatabai i saradnici, 2010;
Gornatti Churria i saradnici, 2011).

Na osnovu biohemijske identifikacije upotrebom komercijalnog test-kita (API

20 NE, bioM¢érieux, Francuska ili API 20 NFT, SAD) utvrdeno je da 99,5% sojeva
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poseduje Sifre 022 000 4 (61%) ili 002 000 4 (38,5%) (van Empel, 1998a). Dalja
identifikacija bi mogla da se sprovede upotrebom ,,API ZYM®, ili masnokiselinskog
profila (Charlton i saradnici, 1993). Drugi komercijalni identifikacioni sistem ,,RapID
NF Plus®“ sistem (Innovative Diagnostics, USA), dao je pouzdane rezultatate u
identifikaciji (Sifre: 4-7-2-2-6-4, 4-7-6-2-6-4, 6-7-6-2-6-4 ili 6-7-2-2-6-4) 110 ispitanih
sojeva (Post i saradnici, 1997, 1999).

2.11.4. Tipizacija izolata

Seroloska tipizacija

Potvrda pripadnosti izolata odredenom seroloskom tipu moze se izvrsSiti
primenom poznatog pozitivhog antiseruma u agar-gel precipitacionom testu (AGP),
ELISA testa (van Empel, 1998a; Hafez 1 Sting, 1999) ili brze aglutinacije (Bock 1
saradnici, 1997; Back i saradnici, 1998a). Otkriveno je ukupno 18 serotipova koji su
oznaceni latini¢énim slovima od A do R (van Empel, 1998a). Veéina izolata poreklom od
pili¢a pripada serotipu A, dok su izolati poreklom od ¢uraka hetorogeniji 1 pripadaju

serotipovima A, B 1 D (van Empel 1 saradnici, 1996; Hafez, 1998a; van Empel, 1998a).

Molekularno-bioloska tipizacija

Dalju tipizaciju moguce je vrsiti pomocu PCR metode ili koriS¢enjem RAPD-
DNK (random-amplified-polymorphic DNA). Upotrebom prajmera M13 (5’-TAT GTA
AAA CGA CGG CCA GT-3) 1 ERIC 1R (5’-ATG TAA GCT CCT GGG GAT TCA C-
3’) nadene su varijacije izmedu svih testiranih serotipova, zbog ¢ega se metoda smatra
pogodnom za tipizaciju i epizootiolosko istrazivanje izolata O. rhinotracheale.

Upotrebom pulsne elektroforeze (pulsed-field gel electrophoresis - PFGE) mogu
se otkriti razlike izmedu 17 standardnih serotipova (A-Q). Medutim, ispitivanjem
terenskih izolata serotipa A poreklom od ¢uraka iz Nemacke zapazaju se varijacije, dok
su izolati B serotipa identi¢ni. Poredenjem izolata iz razli¢itih zemalja uoc€ena je velika
sli¢nost izmedu 1zolata istog serotipa bez obzira da li su poticali od pili¢a ili ¢uraka.
Rezultati ukazuju na postojanje veze izmedu geografskog porekla i serotipa (Popp i

Hafez, 2001).
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2.11.5. Seroloska ispitivanja

Serolosko ispitivanje prisustva antitela moze se sprovoditi upotrebom testa brze
aglutinacije pripremljenog od razli¢itih serotipova, ELISA testa ili DIA testa (DOT -
immunobinding assay) (Bock 1 saradnici, 1997; Back 1 saradnici, 1998a; Hafez, 2002).
Specifi¢nost ELISA testa za otkrivanje odredenog serotipa zavisi od primenjenog
metoda za ekstrakciju antigena koji se nanosi na ploce. Antigeni koji se ekstrahuju
kuvanjem su serotipski specificni (van Empel 1 saradnici, 1997), dok antigeni dobijeni
ekstrakcijom pomocu sodium dodecil sulfata (SDS antigeni) daju viSe unakrsnih
reakcija (Hafez i Sting, 1999). Nekomercijalni ELISA test (dobijen SDS ekstrakcijom),
kao i1 dva komercijalna, dostupna ELISA kita (Biocheck i IDEXX) mogu da detektuju
antitela protiv svih testiranih serotipova O. rhinotracheale. Ispitivanjem uzoraka seruma
prikupljenih od komercijalnih jata dobijeni su sli¢ni rezultati primenom sva tri testa
(Ballagi i saradnici, 2000; Hafez i saradnici, 2000). Upotrebom ELISA testa, antitela
protiv O. rhinotracheale se mogu detektovati u serumu pilica nekoliko dana nakon
inficiranja, a vrednosti titra antitela dostizu najviSe vrednosti izmedu 1. 1 4. nedelje
posle inficiranja (van Empel 1 saradnici, 1996). Posto titar antitela brzo opada nakon
dostizanja maksimalne vrednosti, uzorke seruma za skrining ispitivanja trabalo bi
kontrolisati u kra¢im vremenskim intervalima. Prednost seroloskih testova u odnosu na
bakterioloska ispitivanja je u tome Sto antitela perzistiraju nekoliko nedelja nakon
infekcije, a bakterije se kratko zadrzavaju u organizmu.

Medutim, na izlu€ivanje O. rhinotracheale 1 imunski odgovor mogu da uti¢u
razni faktori, kao $to su antibiotska terapija i vakcinacija. Uticaj terapije antibioticima
na seroloski odgovor protiv O. rhinotracheale nije razjasnjen. Popp 1 Hafez (2002) su
sproveli istrazivanje sa ciljem da utvrde efakat medikamentozne terapije amoksicilinom
na kinetiku antitela. Amoksicilin je efikasan protiv veéine izolata testiranih u uslovima
in vitro (Hafez 1 saradnici, 1993). Tri grupe od po 10 SPF nosilja su inficirane
intravenski sojem O. rhinotracheale (5X10° CFU) sa 36 nedelja. Grupa 1 bila je
kontrolna, inficirana je ali nije tretirana amoksicilinom. Grupa 2 bila je inficirana i
tretirana je odmah, amoksicilinom u dozi od 250 ppm kroz vodu za pic¢e tokom 5 dana.
Grupa 3 bila je inficirana i tretirana amoksicilinom 7 dana nakon inficiranja u dozi od
250 ppm kroz vodu za pice tokom 5 dana. Grupa 4 bila je dodatna kontrolna grupa koja
nije inficirana niti tretirana antibiotikom. Uzorci krvi prikupljani su u petodnevnim
intervalima do 50. dana od inficiranja 1 ispitani ELISA testom na prisustvo antitela

protiv O. rhinotracheale.
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Rezultati su pokazali da antibiotski tretman neposredno po inficiranju ne utice
na imunski odgovor, dok tretman sproveden 7 dana nakon inficiranja ima za posledicu
slabiji imunski odgovor, odnosno nizi je nivo antitela u odnosu na kontrolnu grupu

inficiranih, a nelecenih pilica.

2.11.6. Diferencijalna dijagnoza

Respiratorna oboljenja zivine uzrokuju razne vrste virusa, bakterija 1 gljivica
(shema 1). Za postavljanje laboratorijske dijagnoze, koja podrazumeva izolaciju 1
identifikaciju O. rhinotracheale, bitno je poznavati osobine i drugih bakterija, koje su
znacajne za diferencijalnu dijagnozu (tabela 3). U diferencijalnoj dijagnostici
respiratornih oboljenja ptica znacajno je nekoliko bakterijskih vrsta iz roda Pasteurella
(P. multocida, P. gallinarum, P. haemolytica), Riemerella anatipestifer, Yersinia
pseudotuberculosis (uzro¢nik pseudotuberkuloze koja je ranije pripadala rodu

Pasteurella), Bordetella avium i Haemophilus paragallinarum (Hafez, 2002).

Tabela 3. Razli¢ite karakteristike nekih bakterija uzro¢nika respiratornih
oboljenja Zivine

REZULTAT ZA BAKTERIJSKE VRSTE:

TEST Or | Pm| Ra | Pg | Ph | Yp | Ba | Hp
hemoliza - - - - + -
MacConkey agar - - - - - +/- + -
oksidaza + + + + + - + -
galaktozidaza (ONPG) + +/- - +/- - + +
indol - + +/- - - - -
ureja +/- + +/- + + + - R
arginin dihidrolaza -[+ - + - - -
redukcija nitrata - + + + +/- - +
katalaza - + + + + + N
laktoza -/+ +/- - - +/- - R
maltoza -+ -+ - + + + ¥
galaktoza [+ + - + + N
fruktoza -/+ + - + + +

O.r = Ornithobacterium rhinotracheale; P.m = Pasteurella multocida; R.a = Riemerella anatipestifer;

P.g = Pasteurella gallinarum; P.h = Pasteurella haemolytica; Y. .p = Yersinia pseudotuberculosis;

B.a = Bordetella avium; H.p = Haemophilus paragallinarum (Hafez, 2002)
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2.12. Pojava infekcije u pojedinim zemljama

U Evropi se O. rhinotracheale Cesto opisuje kao uzro¢nik blagih do srednjih
respiratornih problema i iznenadnih, akutnih uginu¢a. Osnovni znaci infekcije su:
mukozni iscedak iz nosa, suzenje, otok infraorbitalnih sinusa i smanjen prirast (van
Empel i Hafez, 1999).

U Holandiji se od novembra 1999. godine javljaju povecani finansijski gubici na
nekoliko brojlerskih farmi kao posledica velikog broja odbacenih trupova na klanici, sa
je od 5 do 10%, ali je zabeleZen slucaj da je odbaceno ¢ak 90% trupova.

Van Veen i saradnici (2000a) opisuju jedan ovakav slucaj sa gubicima na klanici
od 60%. Klanici je isporuceno 37.110 brojlera, starih 42 dana, od kojih je 265 uginulo
ve¢ u toku transporta. Inspekcijskim pregledom pilica po prispe¢u na klanicu
ustanovljeni su znaci bolesti. Od ukupnog broja isporucenih brojlera, 22.101 trup je
odbacen zbog ascitesa, poliserozitisa i drugih intraabdominalnih promena. Kod nekoliko
pilica uocen je dermatitis, sinovitis, artritis 1/ili perikarditis. Sa klanice je upué¢eno 150
zivih piliéa 1 150 trupova na patoanatomsku analizu u Deventer (,,Animal health
servis®). Na zivim pili¢éima zapazeni su klinicki simptomi u vidu kijanja, nazalnog
iscetka 1 lakrimacije. Iz anamneze se doSlo do saznanja da su pili¢i ispoljavali blage
respiratorne simptome od 28. dana zivota. Ukupno je useljeno 41.000 brojlera u tri
odvojena objekta. Vakcinisani su protiv atipi¢ne kuge peradi, infektivnog bronhitisa i
Gamboro bolesti. Antibiotici nisu primenjivani uprkos mortalitetu od 3,3% u prvih 10
dana tovnog perioda. Do 28. dana proizvodni rezultati su bili dobri. Prosec¢na telesna
masa 28. dana iznosila je 1156 g, a 41. dana 1700 g. Stopa mortaliteta iznosila je 0,12-
0,85% dnevno.

Patoanatomskim ispitivanjem utvrdeno je prisustvo fibrinozno-gnojnog
aerosakulitisa kod 84% ispitanih pili¢a, a kod nekoliko leSeva 1 prisustvo perikarditisa i
pneumonije.

Seroloskim analizama utvrden je visok titar antitela na IBV koji se dovodi u
vezu sa prirodnom infekcijom, a titar antitela na O. rhinotracheale odgovarao je akutnoj
infekciji. Od 24 pileta sa izrazenim patoanatomskim promenama uzorkovani su organi
(vazdusne kese, pluca, kosna srz) za bakterioloSka ispitivanja. O. rhinotracheale je
izolovan iz 20 uzoraka vazdusnih kesa, a E. coli iz svega 4 uzorka.

Histopatoloskim ispitivanjem uocena je infiltracija pluéa 1 vazdu$nih kesa

limfocitima 1 heterofilima i fibrinozno-gnojni eksudat u vazdu$nim putevima. U
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miSi¢ima su zapazene degenerativne promene. Imunohistohemijskim ispitivanjem
otkriveno je prisustvo antigena O. rhinotracheale u respiratornim organima, tetivama i

aponeurozama (van Veen i saradnici, 2000a).

Odor 1 saradnici (1997) opisali su pojavu oboljenja na poluostrvu Delmarvau 11
brojlerskih jata u starosti od 36 do 66 dana (proseCna starost 46 dana). U trenutku
ispitivanja iz anamneze je bilo poznato da su tokom tova u ovim jatima bili povecéani
morbiditet i mortalitet i da je na klanici odbacen veci broj trupova od uobicajenog, mada
precizni podaci nisu bili poznati. U obolelim jatima dijagnostikovani su i IBV, lentogeni
NDV i virus infektivnog laringotraheitisa (laryngotracheitis virus - LTV).

Ispitivanja su preduzeta na zahtev kompanija - vlasnika farmi, zbog klini¢ki
ispoljenog respiratornog oboljenja 1 povecanog dnevnog mortaliteta. Stopa mortaliteta
iznosila je 2-4 pileta na hiljadu (oc¢ekivana dnevna stopa mortaliteta je 0,5 na hiljadu u
toj fazi uzgoja).

Od patoanatomskih promena zapazen je aerosakulitis koji se manifestovao
prisustvom te¢nog, penusavog sadrzaja zute do bele boje i1 kazeoznog sadrzaja u
vazduSnim kesama. Kod leSeva iz nekoliko jata bila je prisutna pneumonija, u vecini
slu¢ajeva unilateralna, a na leSevima iz jednog jata nadena je izrazita bilateralna
konsolidacija pluc¢a. Kod nekih pili¢a cela pluca su bila zahvacena, a kod drugih samo
deo organa. Oko pluca, uz zid grudnog kosa uocene su nakupine fibrina, a opisana je 1
pojava pleuralnog eksudata. Sest od jedanaest jata ispitano je histopatoloski.

Od histopatoloskih promena utvrden je slabo do srednje izrazen limfocitni
traheitis sa difuznom hiperplazijom epitela, hiperemijom, gubitkom cilija, akutni difuzni
gnojni aerosakulitis 1 akutna fibrinozna pleuropneumonija.

Od 11 ispitanih jata u sedam je izolovan virus: u tri jata IBV, u jednom jatu
lentogeni NDV, u dva jata LTV 1 u jednom jatu adenovirus. Izolati IBV-a nisu bili
serotipizirani, a poreklo LTV-a nije bilo poznato.

Iz svih 11 obolelih jata izolovan je O. rhinotracheale, a 1z 7 jata 1 E. coli. Ni u
jednom sluc¢aju antibiotici nisu primenjivani pre laboratorijskih ispitivanja. Antibiogram
ukazuje na osetljivost uzro¢nika na tetraciklinine, eritromicin, sarafloksacin,
novobiocin, nalidiksinsku kiselinu, linkomicin i bacitracin.

Aerosakulitis koji je zapazen u ovim slucajevima infekcije prouzrokovane
virusom infektivnog bronhitisa razlikovao se od do tada poznatih slucajeva u kojima je
E. coli uzrokovala sekundarnu infekciju. Masivni aerosakulitis sa prisustvom penusavog

sadrzaja bele do Zute boje sa kazeoznim ostrvcima i unilateralna pleuropneumonija
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odgovarali su nalazu koji su opisali Van Beek 1 saradnici (1994) kao posledicu infekcije
ornitobakterijumom. Nasuprot tome navedeni autori opisuju i enteritis koji se u ovim

slu¢ajevima nije javljao (Odor i saradnici, 1997).

U martu 1997. godine u SAD-u (na srednjem zapadu) javili su se problemi na
farmi koja se sastojala iz osam proizvodnih jedinica od po 127.000 komercijalnih
nosilja. Proizvodnja jaja u jatu A u starosti od 34 nedelje, opala je za 10% u sedam
dana. Uocena je niska incidencija otoka sinusa (< 0,1%) 1 otezano disanje kod malog
broja kokosi. BeleZi se 1 pojava deformisanih jaja, ali manje od 1% ukupne proizvodnje.
Mortalitet koji se kretao od 15 do 20 kokosi dnevno (0,1% nedeljno), povecao se na 30
kokosi dnevno (0,2-0,3% nedeljno).

Patoanatomski nalaz karakterisao se prisustvom sinuzitisa 1 peritonitisa. Iz
infraorbitalnih sinusa izolovan je O. rhinotracheale-serotip C. Iz unutrasnjih organa
leSeva izolovane su i druge bakterije: E. coli, Streptococcus sp. 1 bakterije opisane kao
,»sliéne pastereli®.

U narednih Sest nedelja doslo je do pada proizvodnje 1 povecanja mortaliteta 1 u
5 drugih proizvodnih jedinica (B-F). Nekoliko nedelja od izbijanja oboljenja
proizvodnja jaja je bila smanjena i nikada nije dostigla ocekivane vrednosti, a stopa
mortaliteta bila je povecana duze vreme. U pocetnoj fazi oboljenja izolovan je IBV.
Medutim autori smatraju da neocekivano dug period smanjene proizvodnje kao i stopa
mortaliteta nisu uobicajeni za infekciju prouzrokovanu IBV-om i navode da je u ovom

slu¢aju uloga O. rhinotracheale mogla biti veoma znac¢ajna (Sprenger i saradnici, 2000).

El-Gohary 1 Awaad (1998) izveStavaju o pojavi oboljenja prouzrokovanog
ornitobakterijumom u Egiptu, praenog respiratornim znacima uz depresiju, anoreksiju,

smanjen prirast i poviSen procenat mortaliteta.

U juznoj Africi O. rhinotracheale je uzrokovao znafajne ekonomske gubitke
koji su posledica odbacivanja trupova na klanicama usled hroni¢nih aerosakulitisa 1

peritonitisa (Travers i saradnici, 1996).

Sakai 1 saradnici (2000) izveStavaju o pojavi oboljenja u Japanu gde je O.
rhinotracheale doveden u vezu sa oboljenjem brojlera u starosti od sedam do devet
nedelja koje se manifestovalo blagim kijanjem, dijarejom sa zelenim izmetom i

tremorom glave. Mortalitet je bio povecan preko 10%.
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Rahimi i Banani (2007) opisali su pojavu ornitobakterioze kod brojlera na
zapadu Irana. Respiratorni simptomi poceli su kijanjem u starosti od 27 dana, a zatim se
pojavio nazalni iscedak, suzenje otok infraorbitalnih sinusa i otezano disanje. Bolest je
trajala do kraja tovnog perioda, nepovoljno se odrazila na proizvodne rezultate, a
mortalitet je iznosio 13,6%. Patoanatomskim pregledom naden je traheitis, aerosakulitis
1 pneumonija. Najupecatljiviji je bio nalaz, penuSavog, belog eksudata u traheji i
vazdusnim kesama. Histopatoloskim pregledom zapazeno je zadebljanje perikardijuma
usled infiltracije makrofagima i heterofilima. Vazdusne kese su bile edematozne i
infiltrovane heterofilima. Plu¢a su bila hiperemi¢na i infiltrovana makrofagima 1
heterofilima, a u lumenu parabronhija nalazila su se nekroti¢na ognjista. Traheitis se
manifestovao hiperemijom 1 infiltracijom epitela i lamine proprije heterofilima i
makrofagima. BakterioloSkim ispitivanjem izolovan je O. rhinotracheale iz traheje,
pluca 1 vazdusnih kesa bolesnih ptica. Na osnovu klini¢kog pregleda, patomorfoloskog i
laboratorijskih ispitivanja smatra se da je O. rhinotracheale primarni prouzrokovac

respiratorne infekcije na ovoj farmi.

U dva susedna jata brojlera sa jednog velikog farmskog kompleksa u Buenos
Airesu, u Argentini, u starosti od 40 1 46 dana, javili su se simptomi u vidu kijanja,
nazalnog iscetka, facijalnog edema, depresije i smanjenog uzimanja hrane i vode.
Mortalitet je bio poviSen preko 10%. Patoanatomskim pregledom nadena je pneumonija
1 zamucenje zidova torakalnih 1 abdominalnih vazdu$nih kesa u kojima se nalazio
penusavi eksudat. Histopatoloskim ispitivanjem, kod pili¢a iz oba jata utvrdena je
fibrinozno-gnojna pneumonija. Iz uzoraka traheje i pluéa izolovan je O. rhinotracheale
koji je posle inkubacije u mikroaerofilnoj sredini, na sobnoj temperaturi, u aerobnim

uslovima ispoljio B-hemoliticku aktivnost (Gornatti Churria 1 saradnici, 2011).

Hinz 1 saradnici (1994) opisuju pojavu ovog oboljenja u Nemackoj, 1992.
godine, kod tovnih ¢uraka u starosti od 23 nedelje. Curke su bile vakcinisane protiv
atipiCne kuge 1 pastereloze 1 bile su seroloski negativne na Mycoplasma spp. U ovom
slu¢aju mortalitet je iznosio 5,6%, a morbiditet 16,6%. Klinicki znaci (slabost, dispnoja,
zevanje 1 iskaSljavanje krvavo-sluzavog sadrzaja) zapaZeni su samo kratko vreme

(nekoliko sati) pre smrti.

Pojavu ove infekcije kod ¢uraka u Madarskoj pratili su razli¢iti klinicki znaci u

razli¢itim jatima. U Cetiri jata u starosti od 2 do 3 nedelje javili su se simptomi u vidu
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rinitisa, traheitisa, konjunktivitisa i povisen mortalitet. U jednom jatu u starosti od 15 do
16 nedelja kod uginulih ptica, patoanatomski nalaz je karakterisala bilateralna
kataralno-krupozna pneumonija. U jednom jatu starom pet nedelja i u tri jata u starosti
od 16 do 20 nedelja javili su se nervni simptomi (poremecaj motorike, abnormalno
drzanje glave, lezanje), kao posledica fibrinozno-gnojnog zapaljenja kostiju glave i
meningitisa. U svim opisanim slu¢ajevima iz organa obolelih ¢uraka izolovan je O.

rhinotracheale (Szalay 1 saradnici, 2002).

U Sloveniji se 1999. godine pojavilo tesko respiratorno oboljenje koje se dovodi
u vezu sa O. rhinotracheale. Ova bakterija je izolovana iz respiratornih organa tovnih
¢uraka 1 brojlerskih roditelja. Klinicki znaci 1 patoanatomske promene bili su sli¢ni kao
kod drugih virusnih 1 bakterijskih respiratornih infekcija. Najkonzistentnije
patoanatomske promene ¢inili su: unilateralna ili bilateralna pneumonija, aerosakulitis 1
akumulacija fibrina na plu¢ima. Kod kokosi se javljao i ovoforitis. Kod ¢uraka su
klinicki znaci bili izrazeniji, a mortalitet je bio visi kod starijih i kod jedinki muskog
pola. Kod brojlerskih roditelja infekcija je bila izraZenija kod kokosi nego kod petlova.
Seroloskim ispitivanjem ELISA testom 18 jata tovnih curaka i 22 jata brojlerskih
roditelja utvrdeno je prisustvo specificnih antitela za O. rhinotracheale u 77% jata

tovnih ¢uraka, odnosno 91% jata brojlerskih roditelja (Zorman-Rojs, 2000).

U Americi, na srednjem zapadu, opisano je oboljenje kod ¢urana u jatu starom
22 nedelje, koje je u naredna tri dana trebalo da bude upuceno na klanje. Od klinickih
znakova zapazeni su depresija, kasalj 1 prisustvo krvi oko kljuna i nosnih otvora. Od
pojave prvih simptoma mortalitet je rastao dostigavsi 5,9% u toku nekoliko dana, pre
nego $to je jato upuceno na klanje. U ovom periodu i na drugim okolnim farmama
obolela su jata tovnih ¢uraka u starosti od 14 do 22 nedelje i jata ¢urana na tri farme
roditeljskih ¢uraka, pri ¢emu je mortalitet bio poviSen kao posledica pneumonije. Na
farmi su izvrSene obdukcije 1 organi 5 leSeva (plu¢a 1 jetre) prosledeni su na
histopatolosko 1 bakteriolosko ispitivanje, a krv je uzorkovana za seroloski pregled.

Patoanatomskim pregledom utvrdeno je da su miSiéni i Zlezdani Zeludac prazni,
jetre normalnog izgleda, a pluca zacrvenjena i vlazna. Obi¢no je jedno pluéno krilo bilo
vise zahvaceno. Pleura je na toj strani prekrivena bistrim, lepljivim eksudatom.
Histopatoloskim ispitivanjem utvrdena je difuzna fibrinozno-gnojna pneumonija i

pleuritis u svim pregledanim organima (5 pluca). Vazdus$ni putevi bili su ispunjeni
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fibrinom, heterofilima 1 makrofagima. Na tri od pet pregledanih jetri zapazena je
multifokalna bilijarna hiperplazija, nekroti¢na i inflamatorna ognjista.

Iz svih pet uzoraka pluéa izolovana je Cista kultura O. rhinotracheale. Ni iz
jednog uzorka jetre nije izolovana ova bakterija. SeroloSkim ispitivanjem nisu utvrdena
antitela na mikoplazme, paramiksoviruse tip 2 i tip 3 (paramyxoviruses - PMV) niti na

virus avijarne influence (avian influenza virus - AIV) (Roepke 1 saradnici, 1998).

Prvi publikovan slucaj infekcije ¢uraka prouzrokovane O. rhinotracheale u
Kanadi datira iz 1998. godine (Ontario). U jatu od 10.000 ¢urana u starosti od 14
nedelja, doslo je do povecanja mortaliteta (u dva dana uginulo je oko 1% ¢urana). Od
klini¢kih znakova opisuje se neveselost i teSko disanje.

Najkonzistentnije patoanatomske promene zapazene su na plu¢ima u vidu
bilateralnog otoka, hiperemije 1 konsolidacije. Kod mnogih ¢uraka povrSina pluca,
naroc¢ito dorzalna strana bila je prekrivena Zuto-belim fibrinoznim eksudatom. Na
plu¢ima pojedinih leSeva uocena su Zuta nekroticna podruc¢ja. Kod oko 30% leSeva
uocen je fibrinozni perikarditis, a kod nekoliko ¢uraka bio je prisutan aerosakulitis
(CeS¢e na grudnim vazdusnim kesama). Jetra nekoliko leSeva bila je hiperemi¢na. Na
osnovu klini¢kih 1 patoanatomskih promena postavljena je sumnja na O. rhinotracheale.
Organi uginulih ¢uraka poslati su na histopatolosko, bakterioloSko i virusolosko, a krv
na serolosko ispitivanje.

Histopatoloskim ispitivanjem pluca ustanovljena je difuzna fibrinozno-gnojna
pleuropneumonija. Iz pluéa uginulih ¢uraka izolovan je O. rhinotracheale.

Izolat je bio osetljiv na eritromicin i tetraciklin, intermedijarno osetljiv na
penicilin, a otporan na trimetoprim-sulfametoksazol. Seroloskim ispitivanjem u
serumima nije utvrdeno prisustvo antitela na M. gallisepticum, M. synoviae, M.
meleagridis, AIV 1 PMV (tip 1, 2, 3 1 6), niti su izolovani virusi na pile¢im embrionima

(Abdul-Aziz, 1999).

Kasnije je opisana 1 pojava ovog oboljenja u Kvebeku koje se pojavilo jos ranije,
u prole¢e 1997. godine. U tri jata velikih belih hibridnih ¢uraka nosilja, javili su se
ozbiljni respiratorni problemi u starosti od 52 nedelje. Curke su pokazivale znake
depresije, dispnoje, kaslja, nazalnog iscetka, a u nekim slucajevima javljala su se
iznenadna uginuca. U najkriti¢nijem periodu mortalitet je dostizao 1,4-7% nedeljno. U
svim jatima doSlo je do pada nosivosti u trajanju od najmanje Cetiri nedelje (Joubert 1

saradnici, 1999).
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De Rosa 1 saradnici (1996) opisali su pojavu respiratornog oboljenja u Americi
na tri susedna ranca roditeljskih ¢uraka u intervalima od oko dve nedelje. Poslednja dva
zahvacena ranca bila su na udaljenosti od 11 km i pripadala su razli¢itim kompanijama.
Mortalitet na poslednjem rancu bio je narocito izrazen u pojedinim izdvojenim grupama
¢uraka: kod Ccurana, utovljenih c¢uraka 1 curaka izlozenih stresu (vestacko
osemenjavanje). Na tom rancu procenat mortaliteta u periodu od 18 dana iznosio je
5,2% kod C¢urana, 2,4% kod ¢uraka, 7,4% kod utovljenih ¢urana i 5,4% kod utovljenih
¢uraka. Tokom trajanja oboljenja ispitane su ¢urke u starosti od 27 do 42 nedelje.

Od patoanatomskih promena zapazen je fibrinozni aerosakulitis, uveéanje jetre 1
slezine, petehije na epikardu, prisustvo zamudene teCnosti u perikardijumu,
konsolidacija pluéa i fibrinozni eksudat na pleuri.

Histopatoloski nalaz karakterisalo je fibrinozno-gnojno zapaljenje vazdusnih
puteva, pleure, vazduSnih kesa i perivaskularni intersticijalni edem pluca. U jetri je
utvrdena akutna koagulaciona nekroza hepatocita sa mestimi¢nom trombozom na
periferiji jetrinih lobusa.

Iz respiratornih organa: infraorbitalnih sinusa, traheje, pluc¢a 1 vazdusnih kesa
izolovan je O. rhinotracheale. Poku$aj izolacije iz ostalih organa (jetre, slezine 1 kosne
stzi) nije dao rezultate. E. coli izolovana je iz respiratornih organa, mada sa manjom

ucestaloScu.

2.13. SeroloSka ispitivanja prisustva uzro¢nika u pojedinim zemljama

Prisustvo uzro¢nika u intenzivnoj brojlerskoj proizvodnji dokazano je
indirektno, seroloSkim metodama u mnogim zemljama. Ovde se navodi samo nekoliko
primera dokazivanja uzro¢nika u brojlerskim jatima sa tri razli¢ita kontinenta kako bi
se skrenula paznja na globalni karakter infekcije.

Chansiripornchai 1 saradnici (2007) ispitivali su prisustvo specifi¢nih antitela za
O. rhinotracheale u 19 brojlerskih jata u starosti od 30 do 45 dana na Tajlandu 1 utvrdili
prisustvo antitela u 12 jata. Od 280 pojedinacnih seruma brojlera (iz 19 jata) pozitivno
je reagovalo 19,6% uzoraka.

Canal 1 saradnici (2003) ispitivali su prisustvo antitela na uzro¢nika u 50
brojlerskih jata (ukupno 1550 pojedina¢nih uzoraka) u juznom Brazilu. Prisustvo
antitela ustanovljeno je u 63,83% jata, a pozitivho je reagovalo u proseku 6,52%

pojedinacnih uzoraka po jatu.
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Hafez 1 Sting (1996) sproveli su ispitivanje prisustva antitela na uzro¢nika u
Nemackoj 1 ustanovili 26% seropozitivnih jata brojlera.

Ryll 1 saradnici (1997) takode su ispitivali prisustvo antitela na O.
rhinotracheale u Nemackoj. Ispitivanjem 332 pojedinacna seruma, sa 22 farme iz 25
brojlerskih jata utvrdili su 9,4% seropozitivnih pojedinac¢nih uzoraka odnosno 13,2%
seropozitivnih jata.

U Republici Srbiji sprovedeno je ispitivanje rasprostranjenosti infekcije kojim je
obuhvaceno 26 jata brojlera sa razli¢itih farmi iz pet opStina. Specificna antitela za
uzro¢nika utvrdena su u 43 od 430 ispitanih uzoraka krvi brojlera iz 16 jata razlicite
starosti. Rezultati pokazuju da je infekcija rasprostranjena u vecini brojlerskih jata
(61,54%) 1 da je u proseku relativno mali broj pili¢a po jatu inficiran - 10% (Gavrilovi¢,

2009).

2.14. Eksperimentalna infekcija

Uloga O. rhinotracheale u kompleksnoj patologiji respiratornog sistema Zivine
jos uvek nije u potpunosti razjasnjena. Rasvetljavanju te uloge doprinose brojni
eksperimenti ¢iji je osnovni cilj da se utvrdi da li je O. rhinotracheale uzroc¢nik
respiratornog oboljenja Zivine i da li je sposoban sam da izazove infekciju, odnosno da
li je primarni patogen. U poglavlju ,,Patogeneza‘ opisan je eksperiment koji ukazuje da
O. rhinotracheale uzrokuje minimalne patoloske promene kod pili¢a nakon inficiranja
aerosolom, dok su ovom poglavlju opisani i eksperimenti koji su uporiste za tezu da je

uzro¢nik primarni patogen.

2.14.1. Eksperimentalna infekcija pili¢a

Jedan od eksperimenata koji potkrepljuju stav da je O. rhinotracheale primarni
patogen je eksperiment koji su izveli L. van Veen i saradnici (2000b). Ciljevi ovog
eksperimenta bili su da se ispita patogenost, odnosno da li O. rhinotracheale ima ulogu
primarnog patogena ili sekundarnog oportunisti¢kog patogena; da li postoji razlika u
patogenosti izmedu holandskih izolata od 1994/1995. do 1998/1999. i da li postoji
razlika u patogenosti izmedu holandskih, juznoafrickih 1 americkih izolata O.
rhinotracheale. Ispitivanje je obuhvatalo 6 ogleda u kojima su kori§¢eni komercijalni

brojleri, SPF brojleri i SPF pili¢i rase leghorn koji su inficirani aerosolom ili intravenski
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holandskim izolatima iz 1994/1995. i 1998/1999. godine, juznoafrickim ili americkim
izolatima. Pojedine grupe 6 dana pre inficiranja O. rhinotracheale inficirane su NDV-
om, a pojedine nisu inficirane ni jednim od agenasa (kontrolne grupe).

Patoanatomsko ispitivanje vrSeno je posle 7 1 14 dana od inficiranja
ornitobakterijumom. Promene u traheji utvrdene su kod komercijalnih brojlera i SPF
brojlera nakon inficiranja samo ornitobakterijumom, ali su bile izrazenije kada su pili¢i
prethodno bili inficirani NDV-om. Promene na vazdu$nim kesama i plu¢ima nadene su
posle inficiranja razli¢itim sojevima O. rhinotracheale aerosolom kod SPF brojlera 1
komercijalnih brojlera, dok kod SPF leghorn pili¢a nije bilo lezija na plu¢ima, a
promene na vazdusnim kesama su bile manje izrazene. Promene su bile jaeg intenziteta
u grupama komercijalnih i SPF brojlera koje su prethodno inficirane NDV-om. Infekcija
dve grupe SPF brojlera, prouzrokovana intravenskom aplikacijom holandskih izolata iz
1994/1995. 1 1998/1999. godine manifestovala se promenama na zglobovima 1 jetri.
Patoanatomske promene posle 14 dana od inficiranja bile su manje izrazene nego 7 dana
posle inficiranja. Razlike u patogenosti izmedu holandskih sojeva iz 1994/1995. i iz
1998/1999. godine nisu uofene u odnosu na pojavu aerosakulitisa, pneumonije 1
traheitisa.

Posto je ovim eksperimentom dokazano da O. rhinotracheale nije postao
virulentniji u periodu od 1994. do 1999. godine, smatra se da su povecani problemi u
vezi sa infekcijom O. rhinotracheale v Holandiji mogli da budu posledica ili povec¢anog
broja infekcija 1/ili povecane rezistencije uzro¢nika na antibiotike.

Od znacaja je nalaz da O. rhinotracheale moze da prouzrokuje promene bez
prethodne infekcije virusima, iako je potvrdeno da NDV pojacava intenzitet promena
koje uzrokuje O. rhinotracheale. Promene prouzrokovane eksperimentalnom infekcijom
nestaju vrlo brzo $to je zapaZzeno 1 kod prirodne infekcije.

Eksperimentom je pokazano da postoje razlike u virulentnosti sojeva kao 1
razlike u prijemcivosti razli¢itih provenijencija pili¢a. Holandski i1 juznoafricki sojevi su
virulentniji od americkih. Leghorn SPF pili¢i su manje prijemcivi od brojlera, dok su
komercijalni brojleri prijemcivi kao SPF brojleri. Glavni zaklju¢ak ovog eksperimenta
je da postoje razlike u patogenosti razlicitih sojeva 1 da se O. rhinotracheale moze

smatrati primarnim patogenom (van Veen i saradnici, 2000b).

Kilic 1 saradnici (2009) ispitivali su klinicke simptome i1 patomorfoloske
promene kod komercijalnih brojlera, starih 14 dana koji su inficirani putem aerosola O.

rhinotracheale sojem B3263/91. Od 30 inficiranih pilica kod 3 su se javili klinicki
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simptomi u vidu otezanog disanja. U poredenju sa pili¢ima iz kontrolne grupe nedeljni
prirast je bio niZi §to je narocito bilo izraZeno 2 nedelje od inficiranja.

Kod pet pili¢a izmedu 7. 1 14. dana od inficiranja zapaZeno je nakupljanje male
koli¢ine sluzi u nosu, larinksu 1 traheji kao 1 hiperemija sluznice gornjih respiratornih
puteva. Kod pojedinih pilica u plu¢ima su makroskopskim pregledom uocena
zelenkasto-crvena ognjista. Histopatoloske promene nadene su u nosu, larinksu, traheji,
plu¢ima i vazdusnim kesama. U posteriornom delu nosne Supljine, larinksu 1 traheji
zapazena su mala ognjiSta hiperplazije epitela. U pojedinim delovima mukoze nadena je
degeneracija, nekroza i deskvamacija epitela. U lamini propriji ustanovljen je edem,
hiperemija i krvarenja razli¢itog intenziteta. Celijski infiltrat sastojao se iz limfocita,
makrofaga, heterofila i malo plazma ¢elija, a nadena su i fokalna ognjiSta akumulacije
limfocita. U lumenu nosa, larinksa i1 traheje nalazio se eksudat od degenerisanih i
nekroti¢nih epitelnih ¢elija, heterofila 1 eritrocita. U pojedinim delovima plu¢a u BALT-
u zapazena je infiltracija inflamatornim ¢elijama, krvarenja i nekroza. U primarnim
bronhusima uocena je fokalna hiperplazija epitela, blag peribronhijalni edem,
hiperemija 1 infiltracija limfocitima, makrofagima 1 malim brojem heterofila i plazma
¢elija. Nalaz u vazduSnim kesama karakterisala je fokalna hiperplazija, degeneracija,
nekroza 1 deskvamacija epitela, kao 1 hiperemija, edem i infiltrat od inflamatornih ¢elija
u subepitelu. HistopatoloSke promene nisu nadene u drugim visceralnim organima

eksperimentalno inficiranih pili¢a (Kilic 1 saradnici, 2009).

2.14.2. Eksperimentalna infekcija curaka

Eksperiment koji je izvela grupa istrazivaca Fakulteta veterinarske medicine sa
univerziteta Minesota (Sprenger 1 saradnici, 1998) veoma je znacajan jer predstavlja
prvi primer eksperimentalne infekcije ¢uraka prouzrokovane samo ornitobakterijumom
(monoinfekcija). Eksperimentom je obuhvadeno 25 tovnih Curana, starih 22 nedelje,
bakterioloski 1 seroloski negativnih na O. rhinotracheale koji su podeljeni u pet grupa.
Jedna grupa inficirana je intravenski (I/V) ¢istom kulturom O. rhinotracheale, druga
grupa intratrahealno (I/T) €istom kulturom O. rhinotracheale, treca grupa inficirana je
I/T pluénim homogenizatom u kojem se nalazio uzro¢nik. Dve grupe su bile kontrolne,
aplikovan im je I/V ili I/T sterilni fizioloski rastvor.

Curani su posmatrani tokom sedam dana od inficiranja. U tom periodu uginulo
je 5 ¢urana iz grupe I/T inficirane pluénim homogenizatom, 2 éurana iz grupe I/T

inficirane ¢istom kulturom i jedan ¢uran iz grupe koja je I/V inficirana ¢istom kulturom.
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Uzorci krvi uzimani su sedmog dana nakon inficiranja kada su prezivele jedinke
eutanazirane.

Nakon 24 h od inficiranja, kod ¢urana iz grupe inficirane I/T ¢istom kulturom O.
rhinotracheale 1 grupe inficirane I/T pluénim homogenizatom ispoljili su se simptomi
depresije, kaSlja i smanjenog uzimanja hrane. Nakon 48 h od inficiranja, nekoliko
¢urana iz ove dve grupe, iskasljavalo je krvavu sluz i oni su uginjavali nakon 24 h. Pet
dana nakon inficiranja kaSalj se povlacio i preziveli ¢urani su bili manje depresivni.
Curani iz kontrolnih grupa nisu ispoljavali klini¢ke simptome. Curani inficirani I/T
¢istom kulturom O. rhinotracheale 1 ¢urani inficirani I/T pluénim homogenizatom imali
su statisticki znacajan gubitak telesne mase u poredenju sa kontrolnim grupama.

Patoanatomskim pregledom leSeva uginulih 1 eutanaziranih ¢urana iz ove dve
grupe naden je beliCast eksudat u medijalnom ocnom uglu kod nekoliko leSeva.
VazduSne kese su bile zadebljalih zidova 1 ispunjene belim do Zutim kazeoznim
sadrzajem. Perikard je kod nekoliko leSeva bio hiperemican, zadebljao, zamucen
(neproziran) i ispunjen kazeoznim Zuto-belim eksudatom. Plu¢a su makroskopski
opisana kao zacrvenjena, vlazna, teSka 1 prekrivena gustim, belicastim eksudatom.

Mikroskopski, pluca su bila izrazito hiperemicna. Parabronhije 1 vazdus$ni
kapilari bili su ispunjeni fibrinom, heterofilima, makrofagima i malim brojem gram-
negativnih, Stapicastih bakterija. Pleura je bila prekrivena naslagama koje su se sastojale
iz fibrina, heterofila 1 makrofaga. Kod C¢urana eutanaziranih sedmog dana u
parabronhijama su se nalazile nakupine fibrina, oivi¢ene spoljStenim epitelnim celijama
1 infiltrovane fibroblastima, makrofagima i heterofilima. U intersticijumu plu¢a nadena
su multipla ognjista nekroti¢nog ¢elijskog detritusa okruzenog visejedarnim dzinovskim
¢elijama, makrofagima 1 po nekim heterofilom. [z obe grupe ¢urana koji su inficirani I/T
(kulturom O. rhinotracheale i pluénim homogenizatom), O. rhinotracheale je izolovan
iz pluca Cetiri od pet ¢urana. Sedmog dana, u serumima inficiranih ¢urana utvrdeno je
prisustvo specifi¢nih antitela protiv O. rhinotracheale, za razliku od kontrolnih grupa.

Klini¢ki znaci koje su ispoljavali eksperimentalno inficirani ¢urani (depresija,
kaSalj 1 dr.) bili su slicni kao kod prirodne infekcije. Patoanatomske promene
(nekroti¢na, fibrinozno-gnojna pneumonija, perikarditis 1 pleuritis) uofene kod
eksperimentalno inficiranih ¢urana bile su u tipu promena nadenih kod uginulih ¢uraka
u terenskim uslovima. Nakon sedam dana od inficiranja ¢urani su pokazivali znake

oporavka, iako su na obdukciji bili izrazeni aerosakulitis i pneumonija.
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Ovo je prvi slucaj uspeSno izazvanog oboljenja ¢uraka u eksperimentalnim
uslovima, inficiranjem samo ornitobakterijumom. Autori navode nekoliko faktora koji
bi mogli da budu znacajni za uspeh ovog eksperimenta.

1. Prvi je odabir ptica koje su pracene tokom odgoja bakterioloski i seroloski (ni
jedna nije bila u kontaktu sa uzro¢nikom pre eksperimentalne infekcije).

2. Uzrast koji je odgovarao uzrastu u kom su zabeleZeni tezi slucajevi oboljenja u
terenskim uslovima.

3. Intratrahealno inficiranje moze se smatrati znaCajnim za izazivanje teske
pneumonije. Aerosol i1 inokulacija vazdus$nih kesa imali su za posledicu smanjen
rast 1 aerosakulitis (eksperiment koji su izveli van Empel i saradnici, 1996).

4. Cetvrti faktor koji moZe da bude znadajan za ispoljavanje bolesti je kultura koja
se koristi za izazivanje infekcije (broj pasaza, medijum za rast i doza).
Kultivisanje uzro¢nika na ¢vrstom medijumu i1 upotreba bakterija sa manjim
brojem pasaza mogli su da uticu na sprec¢avanje gubitka faktora virulencije. lako
je moguce izazvati bolest manjim brojem bakterija, u opisanom eksperimentu je
aplikovano 10" bakterija u &istoj kulturi i 10° bakterija u pluénom

homogenizatu (Sprenger 1 saradnici, 1998).

2.14.3. Eksperimentalna infekcija pili¢a i ¢uraka

Van Empel 1 saradnici (1996) izveli su eksperiment kojim je pokazano da se
eksperimentalnim inficiranjem curaka i brojlera moze izazvati respiratorno oboljenje sa
bar delimi¢no istim karakteristikama koje se sre¢u u klinickim slu€ajevima. Nakon
inficiranja vazdusnih kesa izolatima O. rhinotracheale 1 kod ¢uraka i1 kod brojlera je
doslo do usporavanja rasta, bez makroskopskih promena na sekciji. Inficiranje ¢uraka i1
brojlera razliitog uzrasta, aerosolom, imalo je za posledicu usporen rast i razvoj
patoanatomskih promena u traheji, vazdusnim kesama i plué¢ima. Kod curaka je
eksperimentalna infekcija (prouzrokovana aerosolom) pojacana prethodnom
aplikacijom TRTV-a, a kod brojlera prethodnom aplikacijom NDV-a (slabiji efekat
postignut je aplikacijom IBV-a 1 TRTV-a u odnosu na razvoj aerosakulitisa i
pneumonije).

Najizrazeniji klinicki znak eksperimentalne infekcije bio je usporen rast.
Medutim, drugi klini¢ki znaci (slabost, dispnoja, mukozni iscedak iz nosa) i uginuca
zapazeni kod prirodne infekcije nisu primeceni kod eksperimentalne infekcije. Ove

razlike u eksperimentalnoj i1 prirodnoj infekciji mogle bi se objasniti razlikama u
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predisponirajué¢im faktorima i uticajima drugih infektivnih agenasa. U terenskim
uslovima znacajan uticaj mogu da imaju: stres, prenaseljenost, losa ventilacija, prisustvo
drugih bakterija i visok nivo amonijaka.

Najupecatljivija patoanatomska karakteristika eksperimentalne infekcije
prouzrokovane ornitobakterijumom 1 NDV-om je fibrinozni aerosakulitis koji je
ponekad bio udruzen sa traheitisom i pneumonijom. Aerosakulitis se manifestovao
nalazom penusavog eksudata sa krpicama fibrina u vazdu$nim kesama.

Pneumonija je obi¢no bila unilateralna sa jasnom granicom izmedu zahvacéenih i
nezahvacéenih delova pluca. Ove promene opisane su i u klinickim slu¢ajevima prirodne
infekcije u kojima je izolovan O. rhinotracheale.

Iako se nisu ispoljili svi klinicki znaci i1 patoanatomske promene kao kod
prirodne infekcije, ovim eksperimentom je potvrdeno da je O. rhinotracheale infektivni
agens patogen za pilice 1 ¢urke poSto su ispunjena sva tri Kohova postulata:

1. Agens je izolovan iz obolelih ali ne i iz zdravih jedinki;
2. Agens je izolovan u Cistoj kulturi, kojom je prouzrokovano oboljenje kod ¢uraka

1 brojlera posle eksperimentalnog inficiranja;

3. Agens je reizolovan iz obolelih jedinki.

2.14.4. Eksperimentalna infekcija prepelica (Coturnix coturnix japonica)

Eroksuz 1 saradnici (2006) ispitivali su patogenost uzro¢nika za japanske
prepelice u eksperimentalnim uslovima. Inficirano je 30 muZjaka starih 10 nedelja
putem aerosola O. rhinotracheale sojem B3263/91. Tokom Sest nedelja, ptice u ogledu
nisu ispoljavale klinicke simptome. Patoanatomski nalaz karakterisala je hiperemija
traheje, hiperemija pluca 1 zadebljanje pleure. HistopatoloSkim ispitivanjem utvrdena je
nekroza i1 deskvamacija trahealnog epitela, subepitelna krvarenja, subserozni edem i
hiperemija pluca u trec¢oj 1 Sestoj nedelji nakon inficiranja. Uoceno je i zadebljanje

pleure kao posledica infiltracije mononuklearnim ¢elijama.
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2.15. Terapija

Teskoce u terapiji bolesti su posledica sposobnosti uzro¢nika za sticanje
rezistencije na brojne antibiotike: enrofloksacin, linkomicin, tilozin, doksiciklin,
sulfonamide i flumekvin (Devriese i saradnici, 1995; van Empel 1 Hafez, 1999).

Utvrdeno je da osetljivost ornitobakterijuma na antibiotike varira u zavisnosti od
porekla soja. Tako je na primer u Nemackoj 90% sojeva rezistentno na enrofloksacin
(Hafez, 1996), dok su izolati iz Francuske i Belgije (gde se jaja uglavnom ne tretiraju
antibioticima) gotovo uvek vrlo osetljivi na ovaj antibiotik (Devriese i saradnici, 1995;
Dudouyt i saradnici, 1995; Roger i Léorat, 1997).

Lecenje obolelih ¢uraka konvencionalnim, oralno primenjenim antibioticima
davalo je slabe rezultate, narocito u slucajevima klini¢ki izraZene pneumonije. Upotreba
enrofloksacina 1 trimetoprim-sulfametoksazola nije bila efikasna. U nekim slu¢ajevima
oboljenja, injekcijama tetraciklina ili sintetskih penicilina (uglavnom dvokratno
aplikovanih) postignuti su dobri efekti. Neuspesna terapija imala je za posledicu visok
mortalitet koji je iznosio 1 do 25% u par nedelja (van Beek, 1994). Gotovo svi sojevi
izolovani u Holandiji bili su rezistentni na flumekvin, slabo osetljivi na enrofloksacin i
trimetoprim-sulfametoksazol, a osetljivi na ampicilin 1 tetraciklin (van Empel 1 Hafez,
1999).

Istrazivanja u Nemackoj pokazala su da je 90-100% ispitanih sojeva O.
rhinotracheale poreklom iz Nemacke rezistentno na enrofloksacin, neomicin,
gentamicin 1 trimetoprim-sulfametoksazol, dok su svi ispitani sojevi osetljivi na
tetraciklin, hloramfenikol i amoksicilin (Hafez, 1996).

Primenom tetraciklina, hloramfenikola i amoksicilina u vodi za pi¢e postignuti
su dobri rezultati u Nemackoj 1 Velikoj Britaniji (Chin 1 Droual, 1997). Pri razmatranju
ovih rezultata treba imati u vidu da pozitivni efekti postignuti primenom hloramfenikola
nemaju prakti¢an znacaj za Zivinarstvo zbog zakonske regulative u Republici Srbiji
(zabrana koriS¢enja hloramfenikola kod Zivotinja ¢iji se proizvodi koriste za ljudsku
ishranu).

Svi ispitani sojevi u Francuskoj bili su osetljivi na amoksicilin, spektinomicin 1
tilozin, a rezistentni na gentamicin i kolistin (Roger i Léorat, 1997).

Nagaraja 1 saradnici (1998) izveStavaju o osetljivosti sojeva O. rhinotracheale u
SAD-u. Svi testirani sojevi bili su osetljivi na ampicilin, eritromicin, penicilin,
spektinomicin i tilozin. Pedeset Cetiri od 68 sojeva bila su osetljiva na neomicin,

sarafloksacin i tetracikline, a manji broj je bio osetljiv na gentamicin, streptomicin i
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trimetoprim. Poredenjem osetljivosti americkih 1 nemackih izolata na antibiotike
utvrdene su razlike, pogotovo u odnosu na eritromicin i1 sarafloksacin na koje su
nemacki izolati bili osetljivi u znatno manjem procentu (Nagaraja i saradnici, 1998).

Aplikacijom hlortetraciklina kroz vodu za pice u dozi od 500 ppm, tokom 4-5
dana 1 aplikacijom amoksicilina u dozi od 250 ppm tokom 3-7 dana postignuti su dobri
terapeutski efekti (Hafez, 1997).

Sojevi O. rhinotracheale su veoma osetljivi na razli¢ite hemijske dezinficijense.
Preparati na bazi organskih kiselina (mravlja, oksal-siréetna) ili aldehida, inaktivisu O.
rhinotracheale u koncentraciji od 0,5% za 15 minuta u uslovima in vitro (Hafez i
Schulze, 1998).

Danas je poznato da infekcija O. rhinotracheale ima enzootski karakter i da
moze da se javi u svakom novouseljenom jatu, iako su u objektu prethodno primenjene
zoohigijenske mere (CiS¢enje 1 dezinfekcija), a naro¢ito u podrucjima sa razvijenom
zivinarskom proizvodnjom i na farmama sa razli¢itim starosnim kategorijama.

Neadekvatno sprovodenje zootehnickih mera pri praznjenju objekata, moze da
ima za posledicu kontaminaciju susednih useljenih objekata i stalno odrzavanje

infekcije na farmi (van Empel 1 Hafez, 1999).

2.16. Vakcinacija

Vakcinacija nije nasla Siru primenu u sprecavanju izbijanja i Sirenja infekcije
prouzrokovane ornitobakterijumom. Na trziStu postoje inaktivisane vakcine proizvedene
od O. rhinotracheale, serotipa A, namenjene za vakcinisanje kokosi brojlerskih majki u
cilju zastite podmlatka u prvim nedeljama Zivota. Vakcinacija zivim vakcinama bila bi
rizi€na posto atenuirani sojevi O. rhinotracheale mogu da ispolje patogeno dejstvo kod
Zivine primarno inficirane virusima.

Kod piliéa je najzastupljeniji O. rhinotracheale, serotip A, pa je zaStita
vakcinama na bazi ovog serotipa dovoljna, dok je kod ¢uraka neophodna zastita protiv
viSe serotipova. Vakcinacijom SPF leghorn pilica bakterinom u uljnom adjuvansu
utvrdeno je da postoje unakrsne reakcije, ali ne izmedu svih serotipova (van Empel 1
Hafez, 1999).

Objavljeni su rezultati brojnih istraZivanja koji ukazuju na pozitivne efekte
primene inaktivisanih vakcina kod brojlera, tovnih curaka, brojlerskih roditelja i
roditeljskih ¢uraka. Vakcinisanjem jednodnevnih ¢uriéa i brojlera bakterinima u uljnom

adjuvansu postignut je zadovoljavajuéi nivo zastite od eksperimentalnog inficiranja
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homolognim sojem. Posle vakcinacije jednodnevnih brojlera bakterinom u uljnom
adjuvansu izostajala je pojava aerosakulitisa koja se ispoljavala u kontrolnoj grupi
nevakcinisanih jedinki nakon eksperimentalnog inficiranja NDV-om, 19. dana i
ornitobakterijumom 26. dana (van Empel 1 van den Bosch, 1998). Vakcinacijom
jednodnevnih ¢urica bakterinom u uljnom adjuvansu postignuti su rezultati u
sprecavanju redukcije telesne mase, razvoja pneumonije i aerosakulitisa S$to su bile
manifestacije u kontrolnoj grupi nevakcinisanih curi¢a posle eksperimentalnog
inficiranja ornitobakterijumom i TRTV-om (van Empel 1 Hafez, 1999). Medutim,
poznato je da vakcinacija jednodnevnih ptica bakterinima u ja¢em uljnom adjuvansu
moze da ima negativne efekte na proizvodne rezultate. Eksperimentalna vakcinacija,
primenom razli¢itih adjuvanasa davala je razlicite rezultate, a neke vakcine aplikovane
jednodnevnim pili¢ima nisu sprecavale razvoj aerosakulitisa (van Empel 1 van den
Bosch, 1998).

Vakcinacija ¢uraka u starosti od tri i sedam nedelja inaktivisanom vakcinom,
imala je za posledicu znatno nizi mortalitet (1,79-3,63%) u poredenju sa nevakcinisanim
kontrolnim grupama (3,54-7,27%). Procenat Skartova u vakcinisanoj grupi iznosio je
svega 20% od broja u nevakcinisanoj kontrolnoj grupi (van Empel i Hafez, 1999).
Prad¢enjem jata tovnih ¢uraka do devetnaeste nedelje starosti, vakcinisanih bakterinom u
drugoj 1 Sestoj nedelji, zabelezeni su dobri rezultati u preveniranju pneumonije i
aerosakulitisa (van Empel 1 Hafez, 1999).

S obzirom da je prisustvo maternalnih antitela kod brojlera utvrdeno Sirom sveta
1 da postoji mogucénost prenoSenja uzro¢nika preko jaja, vrSena su ispitivanja uticaja
vakcinacije brojlerskih roditelja na zastitu podmlatka u prvim nedeljama Zivota i
spreCavanje Sirenja infekcije.

Van Empel 1 van den Bosch (1998) su utvrdili da kod podmlatka vakcinisanih
brojlerskih roditelja izostaje razvoj pneumonije i aerosakulitisa nakon eksperimentalnog
inficiranja NDV-om i ornitobakterijumom, za razliku od pili¢a nevakcinisanih roditelja
(kontrolna grupa).

Vakcinisanjem brojlerskih roditelja u 9. 1 18. nedelji monovalentnim bakterinom
(dobijenim od serotipa A) u uljnom adjuvansu postignut je dobar humoralni odgovor, a
proizvodni rezultati kod podmlatka bili su bolji u poredenju sa kontrolnim grupama

pili¢a poreklom od nevakcinisanih roditelja (Bisschop i saradnici, 2004).
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3. CILJ I ZADACI ISPITIVANJA

Ispitivanja u ovom radu imala su za cilj da se utvrdi uticaj O. rhinotracheale na
razvoj patomorfoloskih promena u respiratornim organima 1 zdravstveno stanje kokosi
brojlerskih roditelja i fazana iz odgoja. Postavljeni cilj realizovan je kroz sledece

zadatke:

1. Opservacija i merenje telesne mase ptica posle vestackog inficiranja.

2. Serolosko ispitivanje krvi na prisustvo specificnih antitela za O. rhinotracheale 1
druge uzrocnike respiratornih infekcija.

3. Ispitivanje makroskopskih promena u organima vestacki inficiranih ptica.

4. Mikroskopsko ispitivanje respiratornih organa ptica upotrebom standardnih
histoloskih metoda.

5. Reizolacija i identifikacija uzro¢nika iz organa vestacki inficiranih ptica.

6. Obrada i poredenje rezultata oglednih grupa.
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4. MATERIJAL I METODE ISPITIVANJA
4.1. Materijal

4.1.1. Ptice u eksperimentu

Za eksperiment su koriS¢ene kokosi brojlerski roditelji hibrida ,,Ross 308 1
fazani iz zavr$ne faze odgoja. Kokosi su tokom odgoja, vakcinisane po cetiri puta protiv
atipi¢ne kuge zivine 1 infektivnog bronhitisa, kao 1 protiv drugih infektivnih bolesti
prema uobiCajenom programu vakcinacije za brojlerske roditelje u odgoju. Fazani su
tokom odgoja vakcinisani dva puta protiv atipi¢ne kuge zivine dok vakcinacinacija
protiv drugih bolesti nije primenjivana. Iz jata brojlerskih roditelja i fazana iz kojih su
odabrane ptice za eksperiment, uzorkovana je krv od po 50 ptica dva puta u razmaku od
tri nedelje radi ispitivanja prisustva specifi¢nih antitela protiv O. rhinotracheale, kako
bi se iskljucila moguénost da su jata bila prirodno inficirana. Posto su dobijeni negativni
rezultati, za eksperiment je odabrano 22 kokosi brojlerskih roditelja, starosti 15 nedelja 1
22 fazana starosti 19 nedelja. Ptice su podeljene u Cetiri grupe koje su drzane u podnom
sistemu, u odvojenim prostorijama. Hranjene su potpunim krmnim smeS$ama kojima su
hranjene pre uvodenja u ogled, sa izbalansiranim sadrZajem hranljivih materija
prilagodenom uzrasnim potrebama. Fazani su dobijali hranu i vodu ad libitum, a
brojlerski roditelji su hranjeni obro¢no, jednom dnevno, dok im je voda bila stalno
dostupna. Na dan uvodenja ptica u ogled, uzorkovana je krv radi seroloskog pregleda na
prisustvo specifi¢nih antitela za O. rhinotracheale 1 trahealni brisevi za bakterioloski
pregled, kako bi se iskljucila moguénost da su ptice bile prirodno inficirane. Nakon
sedmodnevne aklimatizacije, inficirana je po jedna grupa od 16 fazana i 16 brojlerskih
roditelja, a po jedna grupa od 6 fazana i 6 brojlerskih roditelja sluzile su kao kontrole.

Sedmog dana posle inficiranja, eutanazirano je po 6 ptica iz inficiranih grupa i
po 4 ptice iz kontrolnih grupa intravenskom aplikacijom preparata ,,T61%, proizvodaca
Intervet. Dvanaestog dana od inficiranja eutanazirane su po 4 ptice iz inficiranih i po 2
ptice iz kontrolnih grupa. Preostale inficirane ptice, 6 brojlerskih roditelja i 6 fazana,
drzane su u ogledu 16 nedelja posle inficiranja radi ispitivanja seroloskog odgovora na

O. rhinotracheale (shema 3).
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eutanazija Sest kokosi 7. i

Cetiri kokosi 12. dana (T-61),
histopatoloska, mikrobioloska

i seroloska ispitivanja

16 kokosi
(inficirana

grupa)

intratrahealna aplikacija 1 ml suspenzije
O. rhinotracheale u fizioloSkom rastvoru

u koncentraciji 10" CFU/ml

uzorkovanje krvi na dve
nedelje u toku 16 nedelja,

serolosko ispitivanje

22
kokosi

eutanazija Cetiri kokosi 7. 1

intratrahealna aplikacija 1 ml sterilnog dve kokosi 12. dana (T-61),
fizioloskog rastvora histopatoloska, mikrobioloska

i seroloska ispitivanja

6 kokosi
(kontrolna

grupa)

eutanazija Sest fazana 7. i

Cetiri fazana 12. dana (T-61),
10 fazana histopatoloska, mikrobioloska

i seroloska ispitivanja

16 fazana
(inficirana

grupa)

intratrahealna aplikacija 1 ml suspenzije
O. rhinotracheale u fizioloskom rastvoru

u koncentraciji 10'' CFU/ml

uzorkovanje krvi na dve
nedelje u toku 16 nedelja,

22 serolosko ispitivanje

fazana

eutanazija Cetiri fazana 7. i

intratrahealna aplikacija 1 ml sterilnog dva fazana 12. dana (T-61),
fizioloskog rastvora 6 fazana histopatoloska, mikrobioloska

i seroloska ispitivanja

6 fazana
(kontrolna

grupa)

Shema 3. Plan eksperimenta
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4.1.2. Bakterijski soj

Za eksperimentalnu infekciju je koriséen soj O. rhinotracheale B3263/91, serotip
A, koji je jedan od prvih izolata ove bakterije u svetu. Izolovan je iz organa brojlera koji
su ispoljavali respiratorne simptome na jednoj farmi u juznoj Africi, 1991. godine, kao
do tada nepoznat mikroorganizam jer se nije mogao identifikovati upotrebom poznatih

metoda.

4.1.3. Priprema bakterijske kulture za eksperimentalnu infekciju

Bakterijski soj je kultivisan na Kolumbija (Columbia) agaru, gotovoj hranljivoj
podlozi koja sadrzi 10% ovcije krvi, proizvodaca ,.bioMérieux®, Francuska, pod
mikroaerofilnim uslovima. Nakon inkubacije u trajanju od 48 h, pikirane su kolonije 1
suspendovane u sterilnom fizioloSkom rastvoru. Od 10 ml polazne suspenzije,
napravljena su decimalna razredenja od 10" do 10" iz kojih su sa po 0,1 ml zasejavane
dve ploce Kolumbija krvnog agara. Posle inkubacije u trajanju od 24 h na temperaturi
od 37° C, pod mikroaeroflinim uslovima, brojane su izrasle bakterijske kolonije.
Mnozenjem sa odgovarajué¢im faktorom razredenja pocetne suspenzije utvrdeno je da se
u razredenju 10" nalazi 5x10'"' CFU/ml, te je ovo razredenje odabrano za izazivanje

vestacke infekcije.

4.1.4. Inokulacija bakterijske kulture

Ptice su inficirane intratrahealno, pomocu sistema za intravensku aplikaciju. Na
plasti¢nu brizgalicu od 3 ml stavljen je sistem za intravensku aplikaciju, odsecen je 1
odbacen veci deo gumene cevcice do igle, a preostali deo cevcice u duzini od 5 cm
kori¢en je za uvodenje u traheju i aplikaciju bakterijske suspenzije. Grupi fazana i
grupi brojlerskih roditelja aplikovan je intratrahealno po 1 ml suspenzije bakterijske
kulture u sterilnom fizioloSkom rastvoru, a preostalim dvema grupama koje sluzile kao

kontrolne grupe, aplikovan je intratrahealno po 1 ml sterilnog fizioloskog rastvora.

4.1.5. Opservacija

Nakon inficiranja, ptice su svakodnevno, dva puta opservirane, a telesna masa

merena im je na dan uvodenja u ogled i sedam dana posle inficiranja.
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4.1.6. Uzorkovanje

Za serolosko ispitivanje uzimano je po 50 uzoraka krvi iz jata iz kojih su
odabrane ptice za ogled, dva puta u razmaku od tri nedelje, a od svih oglednih ptica
uzorkovana je krv na dan uvodenja ptica u ogled. Pticama koje su zrtvovane uzorkovana
je krv prilikom eutanazije, sedmog i dvanaestog dana posle inficiranja. Dvanaestog dana
uzorkovana je i krv od po jo$ dve ptice iz inficiranih grupa koje su ostale u ogledu radi
pracenja seroloskog odgovora. Od preostalih ptica iz inficiranih grupa, 6 fazana i 6
kokosi brojlerskih roditelja, uzorkovana je krv na svake dve nedelje od 28. do 112. dana
od inficiranja.

LeSevi eutanaziranih ptica su obdukovani, a brisevi vazdu$nih kesa i organi:
nosne Supljine, infraorbitalni sinusi, larinks, traheja, pluca, srce, slezina, jetra 1 bubrezi
uzorkovani su za bakteriolosko ispitivanje. Za histopatolosko ispitivanje uzorkovani su
respiratorni organi: nosne Supljine, infraorbitalni sinusi, larinks, traheja, pluca i

vazdusne kese.

4.2. Metode

4.2.1. Serolosko ispitivanje

Svi uzorci krvi su ispitani seroloski na prisustvo specifi¢nih antitela za O.
rhinotracheale, metodom ELISA, prema uputstvu proizvodaca dijagnostikuma. Uzorci
krvi svih ptica koji su uzorkovani na dan uvodenja ptica u ogled i uzorci krvi ptica koji
su uzorkovani prilikom zrtvovanja sedmog i1 dvanaestog dana ispitani su seroloski,
metodom ELISA, 1 na prisustvo specifi¢nih antitela za virus atipi¢ne kuge Zivine, virus
infektivnog bronhitisa, pneumovirus, virus avijarne influence, kao 1 dve mikoplazme M.
gallisepticum 1 M. synoviae.

Za ispitivanje prisustva specificnih antitela za O. rhinotracheale je koriS¢en
dijagnostikum ,,Flock Chek ORT*, proizvodaca ,,IDEXX* koji je dizajniran po principu
metoda indirektna ELISA. Ispitivani krvni serumi, razredeni 500 puta, nanoSeni su u
odgovarajuca udubljenja mikrotitracione ploce za koja je vezan bakterijski antigen.
Tokom inkubacije od 30 minuta na sobnoj temperaturi, ukoliko su bila prisutna, antitela
iz seruma vezala su se za antigene u mikrotitracionoj ploc¢i. Mikrotitracione ploce su
ispirane destilovanom vodom, dodavan je konjugat, ponovo su inkubirane na sobnoj
temperaturi tokom 30 minuta, ispirane, a zatim je dodavan supstrat i nakon 15 minuta

»stop rastvor® za zaustavljanje reakcije. Kod pozitivnih uzoraka seruma, za antigen-

46



antitelo komplekse formirane u ploc¢i, nakon dodavanja konjugata vezala su se i1 anti-
antitela obelezena enzimom. Kada je dodat supstrat doslo je do razvoja bojene reakcije
Sto je posledica razlaganja supstrata enzimom. Po nanoSenju uzoraka krvnih seruma u
kojima nije bilo specifi¢nih antitela, izostalo je formiranje antigen-antitelo kompleksa u
plo¢i, nevezana antitela obeleZena enzimom (konjugat) su isprana pa je nakon
dodavanja supstrata izostala pojava boje.

Reakcija je ocitavana ELISA C¢itacem, spektrofotometarskim aparatom tipa
,»Multiskan RC* proizvodaca Labsystems, na talasnoj duzini od 650 nm. 1z dobijenih
vrednosti optiCkih gustina vrSeni su dalji proracuni i interpretirani rezultati. Rezultati se
tumace na osnovu izraCunate S/P vrednosti (odnos opticke gustine uzorka i pozitivne

kontrole) i vrednosti titra prema formulama:

S _ ODuzorka — ODneg - Logyotitar = 1,09(log;0S/P)+3,36
P ODpos — ODneg

Prema uputstvu proizvodaca dijagnostikuma, rezultati se procenjuju na osnovu
vrednosti titra antitela. Ukoliko su vrednosti titra antitela ve¢e od 844 uzorci se smatraju
pozitivnim.

Za ispitivanje prisustva specificnih antitela protiv virusa atipi¢ne kuge Zivine,
virusa infektivnog bronhitisa, pneumovirusa, virusa avijarne influence, M. gallisepticum
1 M. synoviae u krvnom serumu, koriS¢eni su dijagnostikumi proizvodaca IDEXX koji
su dizajnirani po principu metoda indirektna ELISA. Nacin izvodenja je identiCan
opisanom postupku za utvrdivanje prisustva specificnih antitela za O. rhinotracheale.
Rezultati za sve navedene testove se interpretiraju na osnovu vrednosti titra specificnih
antitela, osim kod testa za utvrdivanje specifi¢nih antitela za virus avijarne influence
kod kojeg se rezultati interpretiraju na osnovu S/P vrednosti. Ukoliko je titar specificnih
antitela za M. gallisepticum 1 M. synoviae veci od 1076, a za virus atipi¢ne kuge Zivine,
virus infektivnog bronhitisa i pneumovirus veéi od 396 uzorci se proglasavaju
pozitivnim. Specifi¢na antitela za virus avijarne influence u krvnom serumu su prisutna

ukoliko je S/P vrednost veca od 0,50.

4.2.2. BakterioloSko ispitivanje

Uzorci organa: nosnih Supljina, infraorbitalnih sinusa, larinksa, traheje, pluca,
srca, slezine, jetre, bubrega i brisevi vazdu$nih kesa ispitani su bakterioloski. Za
primarnu izolaciju uzro€nika iz organa koriS¢en je Kolumbija krvni agar proizvodaca

,bioMérieux“, Francuska i selektivna hranljiva podloga sa gentamicinom koja je
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pripremana po standardnoj proceduri u laboratoriji Veterinarskog specijalistickog
instituta ,,Pancevo®. U bazu za krvni agar, proizvodaca Torlak, dodavano je 10% sveze
ov¢ije krvi i gentamicin u koli¢ini od 10 pg/ml hranljive podloge. Bakterije koje su na
ovim podlogama formirale male, cirkularne, sive do sivo-bele kolonije, prec¢nika oko
jedan 1ili vise milimetara oznaCavane su kao sumnjive. One su zasejavane na
»MacConkey* agar i na Kliglerov agar sa trostrukim Seéerom i gvozdem gde nije bilo
rasta, odnosno reakcije u vidu promene boje podloge i formiranja gasa. Od sumnjivih
kolonija pravljeni su i mikroskopski preparati koji su bojeni po Gramu, a zatim su se od
kolonija gram-negativnih pleomorfnih bacila izvodili biohemijski testovi oksidaze 1
katalaze i1 konvencionalni biohemijski testovi: reakcija sa metil crvenim (Voges-
Proskauer reakcija), dokazivanje stvaranja indola i ONPG test. Gram negativni
pleomorfni bacili koji su davali pozitivnu reakciju u oksidaza testu, a negativhu u
katalaza testu identifikovani su upotrebom komercijalnog test kita za biohemijsku
identifikaciju ,,API 20 NE* proizvodaca ,,bioMérieux*, Francuska. Ovaj komercijalni
sistem za biohemijsku identifikaciju zasniva se na ispitivanju veceg broja biohemijskih i
fizioloSkih osobina mikroorganizama. Sastoji se iz 8 konvencionalnih testova i 12
asimilacionih testova koji se izvode u udubljenjima sa kupolom, postavljenim na
bliskom odstojanju na tankoj plasticnoj traci, u kojima se nalaze dehidrirani supstrati.
Od 2-4 sumnjive kolonije pravljena je suspenzija u 5 ml sterilnog fizioloSkog rastvora.
Pomocu automatske mikropipete nanoseno je po 100 pl suspenzije u udubljenja sa
oznakom testa od NOs; do PNPG, a zatim su dopunjena sa po 200 pl sterilnog
fizioloskog rastvora kako bi se ispunile i kupole. Udubljenja i kupole sa oznakom testa
GLU do PAC su ispunjene u potpunosti bakterijskom suspenzijom. U udubljenja 3 testa
GLU, ADH 1 URE dodato je mineralno ulje do formiranja koveksnog meniskusa u
kupoli. Radi spre¢avanja isparavanja vode, u plasticnu kutiju za inkubiranje dodato je
malo sterilne destilovane vode i sistem je inkubiran tokom 24 h na 37° C pod
mikroaeroflinim uslovima. Rezultati su ocitavani praéenjem tabele za oCitavanje. Najpre
su oCitane spontane reakcije konvencionalnih biohemijskih testova (GLU, ADH, URE,
ESC, GEL 1 PNPG) i zabelezene u odgovarajuéi obrazac. Zatim su, sledeci uputstvo
proizvodaca, dodavani reagensi NIT1 i NIT2, a posle 5 minuta Zn, u kupolu sa
oznakom testa NO; i reagens JAMES u kupolu sa oznakom testa TRP, tako da su
oCitana i preostala dva konvencionalna biohemijska testa. Kona¢no, ocitavanjem
asimilacionih testova upisane su u obrazac vrednosti svih reakcija na osnovu kojih je

dobijena Sifra za sumnjivi izolat po kojoj je on identifikovan. lako uzro¢nik nije unet u
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bazu podataka mikroorganizama, koriS¢eni su podaci iz literature prema kojima O.

rhinotracheale daje Sifru 0020004 ili 0220004 u ovom sistemu.

4.2.3. HistopatoloSko ispitivanje

Za histopatoloSko ispitivanje uzorkovani su tkivni iseCci nosne Supljine,
infraorbitalnih sinusa, larinksa, traheje, pluca, vazdus$nih kesa i fiksirani u 10%
puferizovanom formalinu u trajanju od 48 do 72 h. Nakon toga tkivo je obradeno u
automatskom tkivnom procesoru: dehidratacijom kroz seriju alkohola, prosvetljavanjem
u ksilolu, impregnacijom parafinom i uklopljeno u parafinske blokove. Parafinski isecci

debljine oko 5 pm obojeni su standardnom hematoksilin-eozin metodom (HE).

4.2 4. Statisticka obrada podataka

U statistickoj analizi dobijenih rezultata koriS¢eni su deskriptivni statisticki
parametri: aritmeti¢ka sredina (X), standardna devijacija (SD), standardna greska (Sx),
minimalna vrednost (Xpn), maksimalna vrednost (Xp.x) 1 koeficijent varijacije (CV).
Prilikom testiranja 1 utvrdivanja statisticki znaCajnih razlika izmedu ispitivanih
eksperimentalnih grupa koriS¢en je Studentov t test, pomocu kojeg su ustanovljavane
statistiCki signifikantne razlike izmedu tretmana pojedinacno. Signifikantnost razlika
ustanovljavana je na nivoima znacajnosti od 5% i 1%. Svi dobijeni rezultati prikazani su

tabelarno.
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5. REZULTATI

5.1. Rezultati pracenja zdravstvenog stanja

5.1.1. Klini¢ka slika kod kokoSi brojlerskih roditelja

Tokom trajanja ogleda ptice su dva puta dnevno opservirane, a neposredno pre i
sedam dana posle inficiranja, merena im je i telesna masa. Kod kokosSi brojlerskih
roditelja iz inficirane 1 kontrolne grupe nisu zapazeni klinicki simptomi bolesti. Na
perju, kozi 1 vidljivim sluznicama nisu utvrdene vidljive promene. Apetit je tokom celog
trajanja ogleda bio dobar. Prilikom hranjenja sve ptice su se grupisale oko hranilica i
ravnomerno uzimale hranu. Dnevni obrok pojele su za oko 5 minuta. Feces je bio
uobicajeno formiran. Sedmodnevni prirast iznosio je 127 g kod ptica iz inficirane grupe
(tabela 4) 1 125 g kod ptica iz kontrolne grupe (tabela 5). Odstupanja telesne mase kod
inficiranih brojlerskih roditelja u odnosu na kontrolnu neinficiranu grupu nisu bila

statisti¢ki znacajna ni pre, ni sedam dana posle inficiranja (tabela 6).

Tabela 4. Rezultati merenja telesne mase inficiranih kokosi

N Pre inficiranja Sedam dana posle inficiranja
1 1591 1711
2 1597 1719
3 1617 1740
4 1623 1747
5 1629 1751
6 1631 1755
7 1640 1770
8 1645 1771
9 1649 1778
10 1657 1788
11 1659 1789
12 1700 1830
13 1707 1835
14 1711 1841
15 1719 1850
16 1730 1863
X min 1591 1711
X max 1730 1863
X 1657 1784
SD 44,05 47,46
Sx 11,01 11,87
CVv 2,66% 2,66%
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Tabela 5. Rezultati merenja telesne mase kokoSi iz kontrolne grupe

N Pre inficiranja Sedam dana posle inficiranja
1 1599 1725
2 1641 1764
3 1657 1781
4 1663 1780
5 1697 1829
6 1721 1851
Xmin 1599 1725
Xinax 1721 1851
X 1663 1788
SD 42,75 45,40
Sx 17,45 18,54
Cv 2,57% 2,54%

Tabela 6. Poredenje telesne mase kokoSi iz inficirane i kontrolne grupe pre
inficiranja i 7 dana posle inficiranja, primenom t testa

Pre inficiranja Posle inficiranja
Kontrolna Inficirana Kontrolna Inficirana

grupa grupa grupa grupa

N 6 16 6 16
Xmin 1599 1591 1725 1711
Xmax 1721 1730 1851 1863
X 1663 1657 1788 1784
SD 42,75 44,05 45,40 47,46
Sx 17,45 11,01 18,54 11,87
CvV 2,57% 2,66% 2,54% 2,66%
p2} 9978 26505 10730 28538

t t=0,31" t=0,21"

5.1.2. Klini¢ka slika kod fazana

Drugog dana od inficiranja kod jednog fazana iz inficirane grupe zapazeno je
sporije kretanje, neveselost, nakostreSenost perja 1 pokreti glave kao da pokusSava da
izbaci sadrzaj 1z kljuna, slika 1. Kod dva fazana, sedam dana posle inficiranja, pritiskom
na nosne otvore isticala je mala koli¢ina mutne sluzi, dok na sluznici usne duplje i
konjunktivama nije bilo vidljivih promena. Na perju i koZi nisu zapaZene vidljive
promene. Feces je bio uobicajeno formiran. Konzumiranje hrane u inficiranoj grupi je
bilo smanjeno u odnosu na kontrolnu grupu $to se vidi iz rezultata merenja telesne mase
(tabela 7 1 8). Primenom Studentovog t testa utvrdeno je da postoji statisticka znacajnost
(p<0,05) razlike u telesnoj masi izmerenoj sedam dana nakon inficiranja izmedu fazana
iz inficirane i kontrolne grupe. Razlika u telesnoj masi izmerenoj pre inficiranja izmedu

fazana iz inficirane i kontrolne grupe nije bila statisticki znacajna (tabela 9).
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Slika 1. Kod

Tabela 7. Rezultati merenja telesne mase inficiranih fazana

azana sa leve strane zapaZza se usiljeno drzanje tela i
nakostresenost perja

N Pre inficiranja Sedam dana posle inficiranja
1 1194 1169
2 1198 1163
3 1213 1171
4 1218 1179
5 1227 1190
6 1235 1200
7 1243 1199
8 1251 1190
9 1255 1220
10 1261 1200
11 1265 1245
12 1275 1251
13 1280 1230
14 1287 1241
15 1290 1261
16 1299 1269
X nin 1194 1163
Xinax 1299 1269
X 1249 1211
SD 32,96 34,57
Sx 8,241 8,041
CvV 2,64% 2,85%
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Tabela 8. Rezultati merenja telesne mase fazana iz kontrolne grupe

N Pre inficiranja Sedam dana posle inficiranja
1 1199 1210
2 1201 1214
3 1253 1263
4 1261 1275
5 1267 1275
6 1279 1289
Xmin 1199 1210
X 1279 1289
X 1243 1254
SD 34,63 33,83
Sx 14,14 13,81
Cv 2,79% 2,70%

Tabela 9. Poredenje telesne mase fazana iz inficirane i kontrolne grupe pre
inficiranja i 7 dana posle inficiranja, primenom t testa

Pre inficiranja Posle inficiranja
Kontrolna Inficirana Kontrolna Inficirana
grupa grupa grupa grupa
N 6 16 6 16
X min 1199 1194 1210 1163
X max 1279 1299 1289 1269
X 1243 1249 1254 1211
SD 34,63 32,96 33,83 34,57
Sx 14,14 8,241 13,81 8,641
CV 2,79% 2,64% 2,70% 2,85%
by 7460 19991 7526 19378
t t=0,38"" t=2,63%; p<0,05

* statistiCki znacajna razlika



5.2. Rezultati patomorfoloSkog ispitivanja

5.2.1. Patomorfoloske promene kod brojlerskih roditelja iz inficirane grupe

5.2.1.1. Makroskopski nalaz

Kod veéine kokosi brojlerskih roditelja iz inficirane grupe nisu nadene vidljive
patoanatomske promene na unutrasnjim organima. Promene su otkrivene kod samo dve
ptice, a bile su zastupljene u nosnim Supljinama, infraorbitalnim sinusima, larinksu,
traheji 1 plu¢ima. U nosnim Supljinama je zapazena hiperemija sluznice i nakupljanje

sluzi, a u infraorbitalnim sinusima samo nakupljanje sluzi (slika 2).

Slika 2. Nosne Supljine i sinusi kokosi brojlerskog roditelja 7 dana
nakon vestackog inficiranja. Na popre¢nom preseku nosnih Supljina i
infraorbitalnih sinusa zapaza se hiperemija nosne sluznice i sluz u
levoj nosnoj Supljini i infraorbitalnom sinusu.

Sluznica larinksa i traheje kod veéine inficiranih brojlerskih roditelja bila je
bledo-ruzicasta, glatka i sjajna (slika 3). Kod dve kokosi sluznica larinksa i traheje bila

je zacrvenjena, a u lumenu se nalazila mala koli¢ina sluzi (slika 4).
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Slika 3. Traheja kokosi brojlerskog roditelja 7 dan posle vestackog
inficiranja. Bledo-ruZzicasta, glatka i sjajna sluznica.

Slika 4. Larinks i traheja kokosi brojlerskog roditelja 7 dana posle
vestackog inficiranja. Zacrvenjena sluznica larinksa i traheje
(Laryngotracheitis catarrhalis).

Kod jedne kokosi, plu¢a su bila uvecana, tamno-crvene boje, zaobljenih rubova,

¢vrste konzistencije. Na preseku promenjenih pluca isticala je krvavo-penusava te¢nost
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Sto je karakteristiCan nalaz za hiperemiju i edem pluca (slika 5). Kod jednog lesa
zapazena su ogranicena krvarenja u oba plué¢na krila (slika 6).
U vazdusnim kesama makroskopskim pregledom nije utvrdeno prisustvo

sadrzaja, a zidovi vazdu$nih kesa su bili glatki, vlazni, sjajni 1 prozirni.

Slika 5. Plu¢a kokosi brojlerskog roditelja 7 dana nakon vestackog
inficiranja. Plu¢a su uvecéana, crvene boje, Cvrste konzistencije
(Hyperaemia et oedema pulmonis).

Slika 6. Plu¢a kokosi 7 dana posle vesStackog inficiranja. Ograni¢ena
podru¢ja tamno crvene boje (Haemorrhagiae pulmonis).
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5.2.1.2. Mikroskopski nalaz

Histopatoloske promene kod inficiranih kokosi brojlerskih roditelja ustanovljene
su u nosnim Supljinama, infraorbitalnim sinusima, larinksu, traheji, plué¢ima 1
vazdusnim kesama. U jednom uzorku utvrdena je hiperemija nosne sluznice 1 povecano

nakupljanje sluzi u nosnim Supljinama i infraorbitalnim sinusima (slika 7).
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Slika 7. Infraorbitalni sinus kokosi brojlerskog roditelja 7 dana posle
vestackog inficiranja. Nakupljanje sluzi (HE, obj. 20x).

U lumenu larinksa kod dve kokoS$i bio je prisutan sluzav sadrzaj sa malim
brojem deskvamisanih epitelnih celija, eritrocita i heterofila (slika 8). Nalaz u lamini
propriji karakterisalo je prisustvo Celijskog infiltrata koji se sastojao iz heterofila 1

limfocita, kao 1 injiciranost krvnih sudova (slika 9).
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Slika 8. Larinks kokosi brojlerskog roditelja 7 dana posle vestackog
inficiranja. U lumenu se nalazi sluzav sadrzaj sa heterofilima i
eritrocitima (obj. 20x, HE).

500 pm

Slika 9. Larinks kokosi brojlerskog roditelja 7 dana posle vestackog
inficiranja. U lumenu se nalazi sluzav sadrZaj sa heterofilima 1
eritrocitima. U lamini propriji vidi se injiciranost krvnih sudova i
¢elijski infiltrat u kojem dominiraju limfociti (HE).
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Sliéno larinksu, u lumenu traheje kod nekoliko kokoS$i bio je prisutan sluzav
sadrzaj sa deskvamisanim epitelnim celijama, eritrocitima i1 heterofilima. Kod dve
kokosi zapazena je hiperplazija epitela (slika 10) kao 1 fokalne degenerativno-nekroti¢ne
promene epitelnih éelija. Nalaz u lamini propriji karakterisala je injiciranost krvnih
sudova 1 ¢elijski infiltrat u kojem su se nalazili heterofili, limfociti, monociti 1 po neka

plazma ¢elija (slika 11).

o = "' =
Slika 10 Traheja kokosi brojlerskog roditelja 7 dana posle vestackog
inficiranja. Proliferacija epitela i limfocitni infiltrat u lamini propriji
(HE).
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Sllka 11. Traheja kokosi brojlerskog roditelja 7 dana posle vestackog
inficiranja. Akumulacija limfocita u lamini propriji (HE).

Nalaz u plu¢ima tri kokosi bila je hiperemija, u jednim plu¢ima hiperemija 1

edem i u jednim hemoragije (slika 12).

Sllka 12. Pluca kok051 broﬂerskog roditelja 7 dana posle Vestackog
inficiranja. U parabronhijama 1 atrijama nalaze se eritrociti (HE).
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VazduSne kese kod dva leSa bile su zadebljale usled infiltracije zida
mononuklearima (slika 13). Na epitelu su se mogle videti degenerativno-nekroti¢ne

promene, deskvamacija i fokalna hiperplazija (slika 14).

e v [ m"m 1
Slika 13. Abdominalna vazdusna kesa kokosi brojlerskog roditelja 7
dana posle vestackog inficiranja. Monunuklearni ¢elijski infiltrat u
zidu vazdusne kese (HE).

Slika 14. Abdominalna vazdusna kesa kokosi brojlerskog roditelja
dana posle vestackog inficiranja. Degenerativno-nekroti¢ne promene
epitelnih Celija 1 subepitelni limfocitni infiltrat (HE).

61



Histopatoloske promene u respiratornim organima inficiranih kokosi brojlerskih
roditelja utvrdene su kod 5 ptica (tabela 10). Ucestalost histopatoloskih promena

iznosila je 10-40% za pojedine organe. Rezultati su prikazani u tabelama 11-16.

Tabela 10. Zastupljenost histopatolo$kih promena u respiratornim
organima inficiranih kokosi

kokosi |, Oon¢ | sinusi | larinks traheja pluca vazdusne
Supljine kese
1 + + - - + -
2 - - + + + +
3 - - - + + +
4 - - - - - -
5 - - + + + -
6 - - - + + -
7 - - - - - -
8 - - - - - -
9 - - - - - -
10 - - - - - -
ukupno 1 1 2 4 5 2
% 10 10 20 40 50 20

Tabela 11. Ucestalost ustanovljenih histopatoloSkih promena u nosnim
Supljinama kokoSi brojlerskih roditelja inficiranih O. rhinotracheale

Tip promene Ucestalost promene (%)
Hiperemija 1/10 (10)
Eksudat u lumenu 1/10 (10)

Tabela 12. Ucestalost ustanovljenih histopatoloSkih promena u infraorbitalnim
sinusima kokosi brojlerskih roditelja inficiranih O. rhinotracheale

Tip promene Ucestalost promene (%)
Eksudat 1/10 (10)
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Tabela 13. Ucestalost ustanovljenih histopatoloSkih promena u larinksu
kokosi brojlerskih roditelja inficiranih O. rhinotracheale

Tip promene Ucestalost promene (%)
Hiperemija 2/10 (20)
Hiperplazija epitela 1/10 (10)
Degenerativno-nekroticne promene epitelnih celija 1/10 (10)
Deskvamacija epitela 1/10 (10)
Celijski infiltrat u lamini propriji 2/10 (20)
Eksudat u lumenu 2/10 (20)

Tabela 14. Ucestalost ustanovljenih histopatoloSkih promena u traheji
kokosi brojlerskih roditelja inficiranih O. rhinotracheale

Tip promene Ucdestalost promene (%)
Hiperemija 3/10 (30)
Hiperplazija epitela 2/10 (20)
Degenerativno-nekroti¢ne promene epitelnih éelija 2/10 (20)
Deskvamacija epitela 3/10 (30)
Celijski infiltrat u lamini propriji 3/10 (30)
Eksudat u lumenu 4/10 (40)

Tabela 15. Ucestalost ustanovljenih histopatoloskih promena u plué¢ima
kokosi brojlerskih roditelja inficiranih O. rhinotracheale

Tip promene Ucdestalost promene (%)
Hiperemija 4/10 (40)
Edem 1/10 (10)
Krvarenja 1/10 (10)

Tabela 16. Ucestalost ustanovljenih histopatoloskih promena u vazdu$nim
kesama kokosi brojlerskih roditelja inficiranih O. rhinotracheale

Tip promene

Ucestalost promene (%)

Celijski infiltrat

2/10 (20)

Degenerativno-nekroticne promene epitelnih celija

1/10 (10)
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5.2.2. Patomorfoloske promene kod brojlerskih roditelja iz kontrolne grupe

Kod brojlerskih roditelja iz kontrolne grupe nije bilo vidljivih makroskopskih
promena, osim umerene hiperemije pluca kod pojedinih leSeva. U nosnim Supljinama
nije bilo sadrzaja ili se nalazila mala koli¢ina sluzi dok u infraorbitalnim sinusima nije
bilo sadrzaja. Sluznica larinksa i traheje je bila bledo-ruzicasta, glatka, vlazna i sjajna
(slika 15).

Mikroskopskim pregledom isecaka tkiva respiratornih organa utvrdena je
injiciranost krvnih sudova pluca Cetiri kokos$i dok u ostalim pregledanim organima nisu

utvrdene histopatoloSke promene.

Slika 15. Izgled traheje kod kokosi iz kotrolne grupe (levo) i inficirane
grupe (desno), 7 dana posle vestackog inficiranja.
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5.2.3. Patomorfoloske promene kod fazana iz inficirane grupe

5.2.3.1. Makroskopski nalaz

Patoanatomske promene kod inficiranih fazana utvrdene su u nosnim
Supljinama, infraorbitalnim sinusima, larinksu, traheji, plu¢ima i vazdusnim kesama.
Promene su nadene kod sedam ptica. Kod nekoliko fazana nosna sluznica je bila
zacrvenjena, a u nosnim Supljinama i infraorbitalnim sinusima nalazila se sluz (slika

16).

Slika 16. Nosne Supljine 1 infraorbitalni sinusi fazana, 7 dana nakon
vestackog inficiranja. Na popre¢nom preseku levog infraorbitalnog
sinusa istice sluz.

Promene u larinksu i traheji manifestovale su se u vidu crvenila sluznice 1
povecanog nakupljanja sluzi (slika 17). Kod dva fazana zapaZeno je nakupljanje

sluzavo-gnojnog sadrzaja (slika 18).
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Slika 17. Larinks i traheja fazana, 7 dana nakon vestackog inficiranja.
Sluznica larinksa 1 traheje je zacrvenjena.

Slika 18. Traheja fazana, 7 dana nakon vestackog inficiranja.
U proksimalnom segmentu traheje zapaza se zacrvenjenost sluznice i
nakupljanje mutne sluzi.

Pluéa veéine inficiranih fazana su bila uveéana, tamno-crvena, zaobljenih
rubova, a sa preseka promenjenih pluéa isticao je krvavo-penusav sadrzaj, Sto odgovara

hiperemiji i edemu (slika 19). U dva uzorka pluca zapazena su i hemoragi¢na podrucja
(slika 20).
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Slika 19. Pluca fazana, 12 dana nakon vesStackog inficiranja. Pluca su
uvecana, sjajna, crvene boje, ¢vrste konzistencije (Hyperaemia et
oedema pulmonis).

Slika 20. Pluc¢a fazana, 7 dana nakon vestackog inficiranja. Pluca su
uvecana, crvene boje, ¢vrste konzistencije (Hyperaemia et oedema
pulmonis), sa tamno-crvenim podrucjima (Haemorrhagiae pulmonis).
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Na zidovima torakalnih vazdu$nih kesa kod dva fazana zapazene su promene u
vidu jasno lokalizovanih, malih, Zuckastih, okruglih zadebljanja pre¢nika oko 2 mm, a
kod jedne od ovih ptica sliéne promene su se javile i na abdominalnim vazdu$nim

kesama (slika 21 1 22).

Slika 21. Abdominalna vazdusna kesa fazana, 12 dana nakon
veStackog inficiranja. Fokalno zadebljanje zida, Zuckaste boje,
pre¢nika oko 2 mm.

-

o Lo
Slika 22. Torakalna vazdus$na kesa fazana, 12 dana nakon vestackog
inficiranja. Fokalna zadebljanja zida, zu¢kaste boje, precnika oko 2 mm.
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5.2.3.2. Mikroskopski nalaz

Histopatoloski nalaz u gornjim respiratornim putevima: nosnim Supljinama,
infraorbitalnim sinusima, larinksu 1 traheji inficiranih fazana je slican. U nosnim
Supljinama je zapazeno nakupljanje vece koliine sluzavog sadrzaja u kojem su se
nalazili eritrociti 1 heterofili (slika 23 i 24). U infraorbitalnim sinusima dva fazana
nalazila se mala koli¢ina sluzi i po neka inflamatorna ¢elija, a kod jednog fazana u
infraorbitalnim sinusima se nalazio sluzavo-hemoragi¢an sadrzaj 1 veéi broj

inflamatornih ¢elija: limfocita 1 heterofila (slika 25).

Slika 23. Nosna §upj ina fazana, 12 dana posle Ve§tékog inficiranja.
U nosnoj Supljini nalazi se veca koli¢ina sluzi (Rhinitis catarrhalis, HE).

69



e - " P
‘ € ‘\‘\"\g L“? . % © . s00um
Slika 24. Nosna Supljina fazana, 7 dana posle vestackog inficiranja.
U nosnoj Supljini nalazi se velika koli¢ina sluzi, eritrociti i heterofili

(Rhinitis catarrhalis, HE).

A % y 1
Slika 25. Infraorbitalni sinus fazana, 7 dana posle vestackog
inficiranja. U sinusu se nalazi velika koli¢ina sluzavog eksudata sa
limfocitima, hetrerofilima i velikim brojem eritrocita (HE).
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Histopatoloski nalaz u larinksu i traheji ve¢ine uzoraka odgovara kataralnom
zapaljenju. U lumenu se nalazila izvesna koli¢ina sluzavog do sluzavo-celijskog
eksudata. U nekoliko uzoraka bila je izraZzena hiperplazija epitela, a na pojedinim
delovima sluznice javile su se degenerativno-nekroti¢ne promene i deskvamacija epitela
(slika 26). Krvni sudovi lamine proprije mukoze larinksa 1 traheje bili su injicirani, a

¢elijski infiltrat sastojao se iz heterofila, limfocita, monocita, i malog broja plazmocita
(slika 27 1 28).

S00pm  °
Slika 26. Traheja fazana, 7 dana posle eksperimentalnog inficiranja.
Na epitelu su izrazene degenerativno nekroti¢ne promene i
deskvamacija, a lamina proprija infiltrovana je heterofilima (HE).
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Slika 27. Traheja fazana, 7 dana pbsle Veétaék.og incifanja. Na
sluznici traheje nalazi se eksudat bogat heterofilima (HE).

&S g 500 pm ]
Slika 28. Traheja fazana, 7 dana posle vestackog inficiranja. Epitel je
zadebljao, a u lumenu traheje nalazi se eksudat bogat heterofilima (HE).

U primarnim bronhusima je, takode, zabelezeno nakupljanje sluzavog sadrzaja
sa heterofilima (slika 29). Krvni sudovi lamine proprije mukoze su bili injicirani, a bio
je prisutan i celularni infiltrat u kojem su se nalazili limfociti i heterofili. Dominantan

histopatoloski nalaz u plu¢ima bila je hiperemija (slika 30). Krvni sudovi pluca bili su

72



prepuni krvi, a u lumenu parabronhija 1 atrija u dva uzorka zapazen je serozni eksudat sa

malim brojem inflamatornih ¢elija (slika 31).

i;"_‘;. s " - r ~‘ :"»?‘y.’ll g P, o
Slika 29. Pluca fazana, 12 dana posle vestackog inficiranja.
U bronhusu se nalazi eksudat bogat heterofilima, a lamina proprija je

infiltrovana limfocitima i heterofilima (HE).

o X —
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Slika 30. Pluca fazana, 12 dana posle vestackog inficiranja.
Hiperemija (HE).
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Slika 31. Pluca fazana, 7 dana posle vestackog inficiranja.
U parabronhijama i atrijama nalazi se serozni eksudat sa malim brojem
heterofila i eritrocita (HE).

U uzorcima pluéa dva fazana doSlo je do formiranja granuloma. Oko
nekroti¢nog centra koncentri¢no slojevito su rasporedene epiteloidne ¢éelije, gigantociti,

limfociti i fibroblasti (slika 32).

ok o o d

Slik 32. Pluéa fazana, dna sle Veétaéko;g inficiranja.
Granulomatozno zapaljenje (HE).

o5
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Kod dva fazana u pluéima se razvila fibrinozna pneumonija. Lumen
parabronhija 1 atrija ispunjen je fibrinoznim eksudatom u kojem se nalazi mali broj

heterofila i eritrocita (slika 33).

S 2 - ERAER 3 par } < ‘¥'
Slika 33. Pluca fazana, 7 dana posle eksperimentalnog inficiranja. U
parabronhijama i atrijama se nalazi fibrinozni eksudat sa malim brojem
eritroca (HE).
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Kod tri fazana zapazene su promene na vazdusnim kesama. Sa respiratorne
strane zida vazdusnih kesa u jednom uzorku nalazio se celularni eksudat koji su €inili
pretezno monociti i heterofili. Na pojedinim mestima zapaZena je degeneracija i nekroza
respiratornog epitela. Subepitelno je uocena infiltracija mononuklearima i injiciranost

krvnih sudova u tri uzorka. (slika 34 i 35).

Slika 34. Torakalna vazdusna kesa fazana, 12 dana posle vestackog
inficiranja. Celularni eksudat na respiratornoj povrsini i infiltracija
zida vazdus$ne kese mononuklearima (HE).
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Slika 35. Torakalna vazdus$na kesa fazana, 12 dana posle vestackog
inficiranja. Nekroza epitela, zadebljali zidovi vazdusnih kesa usled
infiltracije mononuklearima (HE).

Promene u respiratornim organima inficiranih fazana utvrdene su kod 7 ptica
(tabela 17). Ucestalost histopatoloskih promena iznosila je 10-70% za pojedine organe.

Rezultati su prikazani u tabelama 18-23.

Tabela 17. Zastupljenost histopatoloskih promena u respiratornim organima
inficiranih fazana

fazani nos | sinusi | larinks | traheja pluéa vai‘l::ne
1 + + - - T :
2 + - + + + T
3 + + + + + _
4 i i - -
5 - - - - - -
6 - - - - - -
7 - + + + + +
8 - - + + + +
2 + - + + + _
10 - - - - + -

ukupno 4 3 5 5 7 3
% 40 30 50 50 70 30
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Tabela 18. Ucestalost ustanovljenih histopatoloskih promena u nosnim Supljinama
fazana inficiranih O. rhinotracheale

Tip promene Ucestalost promene (%)
Hiperemija 4/10 (40)
Eksudat u lumenu 3/10 (30)

Tabela 19. Ucestalost ustanovljenih histopatoloskih promena u infraorbitalnim
sinusima fazana inficiranih O. rhinotracheale

Tip promene Ucestalost promene (%)
Eksudat 3/10 (30)
Hemoragije 1/10 (10)

Tabela 20. Ucestalost ustanovljenih histopatoloSkih promena u larinksu
fazana inficiranih O. rhinotracheale

Tip promene Ucdestalost promene (%)
Hiperemija 4/10 (40)
Hiperplazija epitela 4/10 (40)
Degenerativno-nekroti¢ne promene epitelnih éelija 4/10 (40)
Deskvamacija epitela 3/10 (30)
Celijski infiltrat u lamini propriji 4/10 (40)
Eksudat u lumenu 5/10 (50)

Tabela 21. Ucestalost ustanovljenih histopatoloskih promena u traheji
fazana inficiranih O. rhinotracheale

Tip promene Ucestalost promene (%)
Hiperemija 5/10 (50)
Hiperplazija epitela 3/10 (30)
Degenerativno-nekroti¢ne promene epitelnih éelija 3/10 (30)
Deskvamacija epitela 3/10 (30)
Celijski infiltrat u lamini propriji 3/10 (30)
Eksudat u lumenu 5/10 (50)
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Tabela 22. Ucestalost ustanovljenih histopatoloskih promena u plué¢ima
fazana inficiranih O. rhinotracheale

Tip promene

Ucestalost promene (%)

Hiperemija 7/10 (70)
Edem 2/10 (20)
Krvarenja 2/10 (20)
Serozni eksudat 2/10 (20)
Fibrinozni eksudat 2/10 (20)
Granulomatozno zapaljenje 2/10 (20)

Tabela 23. Ucestalost ustanovljenih histopatoloskih promena u
vazduSnim kesama fazana inficiranih O. rhinotracheale

Tip promene

Ucdestalost promene (%)

Celijski infiltrat u zidu 3/10 (30)
Degenerativno-nekroti¢ne promene epitelnih éelija 1/10 (10)
Eksudat u vazdusnim kesama 1/10 (10)
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5.2.4. Patomorfoloske promene kod fazana iz kontrolne grupe

Kod fazana iz kontrolne grupe utvrdena je blaga hiperemija pluc¢a kod pojedinih
ptica. U ostalim organima nisu utvrdene vidljive patoanatomske promene.
Mikroskopskim pregledom utvrdena je blaga hiperemija pluca kod 3 fazana, dok
transudata u vazdu$nim putevima nije bilo (slika 36). U uzorcima ostalih respiratornih

organa nisu utvrdene histopatoloske promene.

Slika 36. Pluca fazana iz kontrolne grupe, zZrtvovanog 7 dana nakon
vestackog inficiranja. U parabronhijama nema inflamatornog eksudata.
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5.3 Rezultati bakterioloSkog ispitivanja

Uzorci unutrasnjih organa svake od ptica ispitivani su pojedinac¢no. Paralelno sa
uzorcima ispitivan je i referentni bakterijski soj kojim je izazvana infekcija, kako bi
mogli da budu uporedivani rezultati. Rast referentnog soja O. rhinotracheale B3263/91

na Kolumbija krvnom agaru 1 rezultati biohemijskih reakcija u API sistemu prikazani su

na slikama 37 1 38.

Slika 37. Izgled kolonija referentnog soja O. rhinotracheale B3263/91
na Kolumbija krvnom agaru
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Slika 38. Rezultati biOhelj skih testova u API sistemu za referentni
bakterijski soj.

Uzorci su zasejavani istovremeno na po dve hranljive podloge: agar sa ov¢ijom
krvi 1 gentamicinom i Kolumbija krvni agar. Nakon inkubacije u trajanju od 48 casova
pod mikroaerofilnim uslovima ocitavani su rezultati. Kolonije O. rhinotracheale bile su
veoma male, preénika oko 1 mm, cirkularne, konveksne i sivkasto-bele boje. Iz
pojedinih uzoraka rasle su kolonije pre¢nika manjeg od 1 mm, ¢ije su morfoloske

karakteristike proveravane pod lupom (slika 39 i 40).
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Slika 39. Izgled kolonija O. rhinotracheale na Kolumbija krvnom
agaru, izraslih iz larinksa vestacki inficiranog fazana.

a2 2/01/19:13:20
Slika 40. Izgled kolonija O. rhinotracheale a krvnom agaru sa

ov¢ijom krvi 1 gentamicinom, izraslih iz pluca vestacki inficiranog
fazana.
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Posle dobijanja Ciste kulture vrSena je primarna identifikacija bakterija tako $to
su od svih sumnjivih kolonija pravljeni mikroskopski preparati i bojeni po Gramu.
Sumnjivi izolati bili su gram-negativni i izrazito pleomorfni. Na preparatu su se mogle
videti sitne pojedinacne bakterijske celije §ljivolikog oblika razli¢itih dimenzija, kao i

nizovi formirani od bakterijskih ¢elija razli¢ite duzine i Sirine, slika 41.

Slika 41. Na mikroskopskom preparatu zapaza se izrazit pleomorfizam
gram-negativno obojenih bakterijskih ¢elija.
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Sumnjive kolonije presejavane su na ,,MacConkey* agar 1 na Kliglerov agar sa
trostrukim Sec¢erom i gvozdem. Uzroc¢nik nije rastao na ,,MacConkey* agaru i agaru sa
trostrukim Sec¢erom i gvozdem. Izvodeni su testovi oksidaze, katalaze i konvencionalni
biohemijski testovi: reakcija sa metil crvenim (Voges-Proskauer reakcija), dokazivanje
stvaranja indola i ONPG test. Izolati O. rhinotracheale davali su pozitivnu reakciju u
oksidaza, a negativnu u katalaza testu, Voges-Proskauer reakcija i ONPG test bili su
pozitivni, a reakcija stvaranja indola negativna. Konac¢na identifikacija izvrSena je
primenom komercijalnog test kita za biohemijsku identifikaciju ,,API 20 NE*
proizvodaca ,,bioM¢érieux®, Francuska. Svi izolati su davali Sifru 0020004 (slika 42). U

tabeli 24 prikazani su biohemijski testovi koji su kori§éeni za identifikaciju uzro¢nika.

Joouguuuyul

Slika 42. Rezultati biohemijskih reakcija za identifikaciju u API
sistemu, za tri izolata O. rhinotracheale 1z organa vestacki
inficiranih fazana.
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TABELA 24. Rezultati ispitivanja biohemijskih osobina O. rhinotracheale
soj B 3263/91, nakon izolacije iz organa vestacki inficiranih fazana

Hranljiva podloga/biohemijski test rezultat
,MacConkey* agar -
agar sa trostrukim Secerom 1 gvozdem -
oksidaza +
katalaza -
Voges-Proskauer test +

formiranje indola

B-Galaktozidaza

redukcija nitrata

fermentacija glukoze

arginin-dihidrolaza

urcaza

B-Glukozidaza

razlaganje Zelatina (proteaza)

D-glukoza (asimilacija)

L-arabinoza (asimilacija)

D-manoza (asimilacija)

D-manitol (asimilacija)

N-acetil-glukozamin (asimilacija)

D-maltoza (asimilacija)

kalijum-glukonat (asimilacija)

kaprinska kiselina (asimilacija)

adipinska kiselina (asimilacija)

jabucna kiselina (asimilacija)

natrijum-citrat (asimilacija)

fenil-sircetna kiselina (asimilacija)

Bakterioloskim ispitivanjem obuhvaceni su uzorci organa: nosnih Supljina,

infraorbitalnih sinusa, larinksa, traheje, pluca, srca, slezine, jetre i bubrega, kao i brisevi

vazduSnih kesa ptica iz inficiranih 1 kontrolnih grupa. Uzro¢nik nije reizolovan iz

organa inficiranih brojlerskih roditelja niti je izolovan iz brojlerskih roditelja 1 fazana iz

kontrolnih grupa (tabela 25).
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Tabela 25. Rezultati bakterioloSkog ispitivanja organa ptica iz inficiranih i
kontrolnih grupa na O. rhinotracheale

Broj pregledanih/broj pozitivnih uzoraka
Grupe: OSNC - cinusi | larinks traheja | pluca | v.kese ostal}
Supljine organi*

fazani iz
inficirane 10/0 10/4 10/3 10/1 10/5 10/0 10/0
grupe
fazani iz
kontrolne 6/0 6/0 6/0 6/0 6/0 6/0 6/0
grupe
kokosi iz
inficirane 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0 10/0
grupe
kokosi iz
kontrolne 6/0 6/0 6/0 6/0 6/0 6/0 6/0
grupe

*sree, slezina, jetra, bubreg

Uzrocnik je reizolovan iz respiratornih, ali ne i1 iz drugih organa inficiranih
fazana. Reizolacija je bila uspesna iz organa osam ptica Sto ¢ini 80% od ukupnog broja
inficiranih ptica. Uzro¢nik je izolovan iz traheje jedne ptice, larinksa tri ptice,

infraorbitalnih sinusa Cetiri ptice 1 pluca pet ptica (tabela 26).

Tabela 26. Rezultati bakterioloSkog pregleda organa inficiranih fazana na O.

rhinotracheale
N OSIC T inusi | larinks traheja | pluca Ve OStal.l
Supljine kese | organi*

1 - + - - + - -

2 - - - + - - -

3 - - - - - - -

4 - - + - - - -

5 - - - - - - -

6 - + + - - - -

7 - + - - + - -

8 - + - - + - -

9 - - - - + - -

10 - - + - + - -
ukupno 0 4 3 1 5 0 0

*srce, slezina, jetra, bubreg
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5.4. Rezultati seroloskog ispitivanja

Pre uvodenja u ogled, ispitani su uzorci krvi svih ptica na prisustvo specificnih
antitela za O. rhinotracheale 1 dobijen je negativan rezultat. Sedmog dana nakon
vestackog inficiranja, ispitani su uzorci krvi po 6 Zrtvovanih ptica iz inficirane grupe
fazana 1 inficirane grupe kokosi brojlerskih roditelja, i po Cetiri ptice iz kontrolnih
grupa. Kod inficiranih ptica utvrdene su visoke vrednosti titra specificnih antitela, dok
su uzorci krvi ptica iz kontrolnih grupa reagovali negativno. Vrednosti titra specifi¢nih
antitela u krvi kokosi brojlerskih roditelja kretale su se od 5878 do 15431, srednja
vrednost iznosila je 11073 (tabela 27). Vrednosti titra specificnih antitela protiv O.
rhinotracheale u krvi fazana iznosile su od 3736 do 8587, srednja vrednost iznosila je
6643 (tabela 28). Dvanaestog dana posle inficiranja, ispitani su uzorci krvi po 6 ptica iz
inficiranih grupa (4 uzorka od Zrtvovanih i po dva od preostalih inficiranih ptica) kao 1
po dva uzorka ptica iz kontrolnih grupa. Dobijene vrednosti titra specifi¢nih antitela u
krvi inficiranih ptica bile su slicne kao u prethodnom ispitivanju, a kod ptica iz
kontrolnih grupa nije utvrdeno prisustvo specifi¢nih antitela. Vrednosti titra specificnih
antitela u krvi kokosi brojlerskih roditelja kretale su se od 7312 do 10766, srednja
vrednost iznosila je 8662. Vrednosti titra specifinih antitela u krvi fazana iznosile su od
3980 do 8685, srednja vrednost iznosila je 6805.

U narednom periodu ispitivana je krv od po 6 preostalih inficiranih ptica na
svake dve nedelje. Srednja vrednost titra specificnih antitela u krvi kokoSi brojlerskih
roditelja, 4 nedelje posle eksperimentalnog inficiranja iznosila je 2372, a u periodu
vrSenja analiza 6 do 12 nedelja od inficiranja dobijene su srednje vrednosti titra
specificnih antitela 2333, 2265, 2203, 1564. Nakon 14 i1 16 nedelja od inficiranja nivo
antitela je bio ispod grani¢ne vrednosti primenjenog dijagnostikuma za poglaSavanje
uzorka pozitivnim. Srednja vrednost titra specificnih antitela u krvi fazana, 4 nedelje
posle vestackog inficiranja, iznosila je 2601, a u periodu vrSenja analiza 6 do 12 nedelja
od inficiranja dobijene su vrednosti 2335, 2205, 2134, 1594. Nakon 14 1 16 nedelja od

inficiranja, svi ispitani uzorci su reagovali negativno.
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Tabela 27. Rezultati ipitivanja prisustva specifi¢nih antitela za O. rhinotracheale
kod kokosi brojlerskih roditelja, nakon eksperimentalnog inficiranja (ELISA)

Redni Vreme proteklo od eksperimentalnog inficiranja
broj 7 12 4 6 8 10 12 14 16
uzorka | dana | dana | nedelje | nedelja | nedelja | nedelja | nedelja | nedelja | nedelja

1 9640 | 10766 | 2901 1649 2618 1876 1536 622 376
15431 | 9132 | 2361 1979 2454 1514 1865 748 336
13098 | 7708 | 2548 2442 2326 2641 1762 833 601
5878 | 9188 | 2688 2783 2677 2221 1660 653 653
11870 | 7312 | 2106 2407 1536 2407 1491 477 748
10520 | 7863 | 1626 2736 1979 2559 1071 447 685

Xmin | 5878 | 7312 | 1626 1649 1536 1514 1071 447 336

Xmax | 15431 | 10766 | 2901 2783 2677 2641 1865 833 748
X 11073 | 8662 | 2372 2333 2265 2203 1564 630 567
SD 3258 | 1288 456 442 435 434 279 150 170
Sx 1330 | 526 186 180 178 177 114 61 70
Cv 29% | 15% 19% 19% 19% 20% 18% 24% 30%

AN || |W]N

Tabela 28. Rezultati ipitivanja prisustva specifi¢nih antitela za O. rhinotracheale
kod fazana, nakon eksperimentalnog inficiranja (ELISA)

Redni Vreme proteklo od eksperimentalnog inficiranja
broj 7 12 4 6 8 10 12 14 16
uzorka | dana | dana | nedelje | nedelja | nedelja | nedelja | nedelja | nedelja | nedelja

1 7652 | 8573 | 2877 3594 3378 3402 2419 769 549
4633 | 8685 | 3282 1739 2442 1751 1739 570 539
8148 | 4442 1739 2442 1536 2198 962 674 336
7099 | 8573 1968 1899 1626 1671 1413 239 239
8587 | 6578 | 3884 1762 1876 1536 1604 539 336
3736 | 3980 | 1853 2571 2372 2244 1424 653 570

Xmin | 3736 | 3980 | 1739 1739 1536 1536 962 239 239

max | 8587 | 8685 | 3884 3594 3378 3402 2419 769 570
X 6643 | 6805 | 2601 2335 2205 2134 1594 574 428
SD 1988 | 2163 882 711 686 684 482 183 141
Sx 812 883 360 290 280 279 197 75 58
Cv 30% | 32% 34% 30% 31% 32% 30% 32% 33%

(X0 V.21 BN IVSTY I O]

s

Prilikom uvodenja ptica u ogled i prilikom Zrtvovanja 7. i 12. dana od
inficiranja, ispitani su uzorci krvnog seruma ptica na prisustvo specifi¢nih antitela protiv
virusa atipi¢ne kuge zivine, virusa infektivnog bronhitisa, pneumovirusa, virusa avijarne
influence, M. gallisepticum 1 M. synoviae kako bi se iskljuCio uticaj navedenih

infektivnih agenasa na pojavu patomorfoloskih promena u respiratornim organima.
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Kod fazana je utvrdeno prisustvo specificnih antitela za virus atipi¢ne kuge
zivine dok antitela protiv virusa infektivnog bronhitisa, pneumovirusa, virusa avijarne
influence, M. gallisepticum 1 M. synoviae u parnim uzorcima krvnog seruma fazana nisu
utvrdena.

Prilikom uvodenja fazana u ogled dobijene su vrednosti titra specifi¢nih antitela za virus

atipicne kuge zivine: 810, 2579, 4043, 5614, 7192, 2550, 2565, 4058, 1737, 3475, 2885,

4968, 1878, 4984, 6344, 3208, 2565, 4073, 3061, 4694, 1751, 3371; X = 3564; SD =
1589; CV = 45%.

Kod fazana iz inficirane grupe, Zrtvovanih 7. dana dobijene su vrednosti titra: 929,
2420, 4013, 5753, 7444, 2449; X =3835; SD =2412; CV = 63%.

Kod fazana iz kontrolne grupe, zrtvovanih 7. dana dobijene su vrednosti titra: 2478,
4163, 1822, 3505; X = 2992

Kod fazana iz inficirane grupe, zrtvovanih 12. dana dobijene su vrednosti titra: 2608,

4678, 1723 1 4709; X = 3429
Kod fazana iz kontrolne grupe, Zrtvovanih 12. dana dobijene su vrednosti titra: 6219 i
2914.

Kod kokosi je utvrdeno prisustvo specificnih antitela za virus atipi¢ne kuge
zivine 1 virus infektivnog bronhitisa, dok prisustvo antitela protiv ostalih ispitivanih
uzroc¢nika respiratornih infekcija nije ustanovljeno.

Prilikom uvodenja u ogled, vrednosti titra specifi¢nih antitela za virus atipicne kuge
zivine kod kokosi iznosile su: 9959, 11968, 7302, 14522, 8414, 12066, 10479, 9458,
7555, 4907, 14088, 11082, 14790, 9474, 5568, 11344, 10919, 15511, 12693, 11229,
8718, 6516; X =10389; SD =2958; CV = 28%

Kod kokosi iz inficirane grupe, Zrtvovanih 7. dana dobijene su vrednosti titra: 13988,
11049, 14622, 9619, 5908, 11049; X = 11039, SD = 3158, CV =29%

Kod kokosi iz kontrolne grupe, Zrtvovanih 7. dana dobijene su vrednosti titra: 10690,

14355, 12515, 11017; X =12143

Kod kokosi iz inficirane grupe, Zrtvovanih 12. dana dobijene su vrednosti titra: 7381,
13024, 8590, 12231; X = 10306.

Kod kokosi iz kontrolne grupe, Zrtvovanih 12. dana dobijene su vrednosti titra: 8494,
5599.

Vrednosti titra specifi¢nih antitela za virus infektivnog bronhitisa na dan uvodenja ptica

u ogled iznosile su: 9139, 8223, 8916, 4964, 8549, 6290, 7161, 4615, 8811, 7251, 5934,
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7109, 4059, 8549, 8602, 7328, 6022, 5630, 6775, 6137, 7989, 4256; X = 6923
1585; CV =23%.

Kod kokosi iz inficirane grupe, zrtvovanih 7. dana dobijene su vrednosti titra
8067, 8995, 5139, 8223, 6086; X =7630; SD = 1655; CV = 22%.

Kod kokosi iz kontrolne grupe, zrtvovanih 7. dana dobijene su vrednosti titra
4740, 8445, 7071; X = 6906.

Kod kokosi iz inficirane grupe, zrtvovanih 12. dana dobijene su vrednosti titra
7290, 3887, 8484; X = 6421.

Kod kokosi iz kontrolne grupe, zrtvovanih 12. dana dobijene su vrednosti titra

7445.

; SD =

0 9271,

1 7367,

1 6022,

: 8471,
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6. DISKUSIJA

O. rhinotracheale je novootkriveni uzroro¢nik respiratornih infekcija ptica (van
Beek 1 saradnici, 1994), ¢ija je klasifikacija izvrSena 1994. godine (Vandamme i
saradnici, 1994). Veoma je rasprostranjen kod zivine u intenzivnoj proizvodnji Sirom
sveta (Hafez 1 Sting, 1996; Ryll 1 saradnici, 1997; Canal 1 saradnici, 2003;
Chansiripornchai 1 saradnici, 2007) §to je potvrdreno i u Republici Srbiji (Gavrilovi¢,
2009). I pored toga, uloga ovog uzro¢nika u patologiji respiratornih bolesti ptica nije
dovoljno poznata i jo$ uvek se istrazuje. Misljenja naucnika o patogenosti uzro¢nika idu
u dva pravca. Jedni smatraju da je O. rhinotracheale primarni patogen (Ryll 1 saradnici,
1996; Travers i saradnici, 1996; Sprenger i saradnici, 1998; van Veen i saradnici,
2000b), a drugi da je za izbijanje infekcije neophodno dejstvo drugih mikroorganizama
(van Empel 1 saradnici, 1996; Back 1 saradnici, 1997; Droual i Chin, 1997; Franz 1
saradnici, 1997; van Empel i saradnici, 1999).

S obzirom da uloga O. rhinotracheale u patologiji repiratornih bolesti ptica nije
u potpunosti razjasnjena, opredelili smo se da u eksperimentalnim uslovima ispitamo
uticaj ove bakterije na pojavu patomorfoloskih promena u respiratornim organima
kokosi brojlerskih roditelja 1 fazana.

Amonsin 1 saradnici (1997) su ispitivanjem 55 izolata O. rhinotracheale
primenom PCR metode ustanovili da imaju ograni¢enu heterogenost i da pripadaju
maloj grupi blisko udruZenih klonova. Na ovakvim saznanjima zasniva se pretpostavka
naucnika da su ove bakterije u skorije vreme presle sa divljih na domace vrste ptica
(Chin 1 saradnici, 2003), sto je bio jedan od razloga da za eksperiment odaberemo
srodnu domacu 1 divlju vrstu ptica. U literaturi ima veoma malo podataka o klinickoj
slici kod kokosi brojlerskih roditelja (Hafez, 1996), dok podaci o patomorfoloskim
promenama ne postoje, kao ni podaci o ornitobakteriozi fazana. Pored navedenih
razloga za izbor vrsta ptica koje ¢e se koristiti u ogledu, smatrali smo da je znac¢ajno da
se uporedi prijemcivost kokosi brojlerskih roditelja kao visoko selekcionisane vrste na
odredene osobine, znacajne za komercijalnu proizvodnju i srodne prirodno

selekcionisane divlje vrste iz iste supfamilije - Phasianinae.
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Sprovedena ispitivanja imala su za cilj da se utvrdi uticaj O. rhinotracheale na
razvoj patomorfoloskih promena u respiratornim organima i zdravstveno stanje kokosi
brojlerskih roditelja i fazana iz odgoja. Kod inficarinih ptica praden je i seroloski
odgovor tokom 16 nedelja nakon vestackog inficiranja.

Za eksperiment su odabrane ptice koje nisu bile u kontaktu sa uzrocnikom sto je
potvrdeno seroloskim ispitivanjem uzoraka krvi ptica iz jata iz kojih su izdvojene ptice
za eksperiment, dva puta u razmaku od 3 nedelje, kao i bakterioloskim ispitivanjem
uzoraka trahealnih briseva i seroloskim ispitivanjem uzoraka krvi sve 44 odabrane ptice.

Soj O. rhinotracheale B3263/91 je jedan od prvih izolovanih sojeva ove
bakterije u svetu. Izolovan je iz organa obolelih brojlera, 1991. godine u juznoj Africi.
Van Veen 1 saradnici (2000b) su istrazivali virulentnost razli¢itih sojeva O.
rhinotracheale 1 ustanovili da je juznoafricki soj B3263/91 virulentniji od americkih
sojeva zbog Cega smo se opredelili da ovim sojem izazovemo infekciju. Vecina
naucnika koji su istrazivali eksperimentalnu infekciju aplikovali su O. rhinotracheale
oglednim pticama u koncentraciji 10* do 10° CFU/ml, acrosolom (van Empel 1
saradnici, 1996; van Veen 1 saradnici, 2000b; Kilic i1 saradnici, 2009). Sprenger 1
saradnici (1998) izazvali su klinicke manifestacije 1 patomorfoloske promene u
respiratornim  organima C¢uraka, intratrahealnom aplikacijom suspenzije O.
rhinotracheale u koncentraciji 10" CFU/ml. Imaju¢i u vidu navedene podatke
opredelili smo se da za eksperimentalnu infekciju koristimo suspenziju sa visokom
koncentracijom bakterija (10'"' CFU/ml) za koju u literaturi nije bilo podataka da je
koriS¢ena. Pored primene suspenzije sa visokom koncentracijom bakterija, uzro¢nik je
favorizovan u odnosu na domacina i intratrahealnim nac¢inom aplikovanja suspenzije
bakterijskih kolonija ¢ime je zaobiden deo nespecificnih odbrambenih mehanizama
nosa, larinksa 1 traheje. Ovakvim pristupom favorizovanja uzro¢nika 1 stvaranja §to
optimalnijih uslova za nastanak infekcije, nastojali smo da utvrdimo da li O.
rhinotracheale moze kod zdravih ptica, gajenih na uobi¢ajen nacin, za odredene namene
da prouzrokuje bolest 1 kakav je seroloski odgovor inficiranih ptica. Drugim refima,
eksperiment je tako koncipiran da bi u prirodnim uslovima monoinfekcije O.
rhinotracheale mogle da se ocekuju klini¢ke i1 patomorfoloSke promene manjeg
intenziteta od promena izazvanih sprovedenim eksperimentom.

Suspenzija O. rhinotracheale za eksperimentalnu infekciju, pripremljena je od
kolonija izraslih na ¢vrstoj hranljivoj podlozi iz druge pasaze nabavljene liofilizovane
kulture koja je pripremljena iz treée pasaze izvornog izolata iz patoloskog materijala

(organa obolelih brojlera iz juzne Afrike). Kultivisanjem uzro¢nika na ¢vrstoj hranljivoj
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podlozi i malim brojem pasaza nastojalo se da se u §to ve¢oj meri ocuva virulentnost
uzro¢nika. Sprenger i saradnici (1998) kao klju¢ne razloge za uspeh eksperimenta
izvedenog na c¢urkama u pogledu ispoljavanja klinickih simptoma 1 nastanka
patomorfoloskih promena, navode kultivisanje bakterija za eksperimentalnu infekciju na
¢vrstoj hranljivoj podlozi i mali broj pasaza u in vitro uslovima.

Kod inficiranih brojlerskih roditelja nije bilo klinickih znakova infekcije.
Primenom Studentovog t testa nije ustanovljeno da infekcija nepovoljno uti¢e na prirast,
odnosno nije utvrdena statisticka znacajnost razlike aritmetickih sredina telesne mase
izmedu inficirane 1 kontrolne grupe 7 dana posle inficiranja. Podaci iz literature o
klini¢kim simptomima razlikuju se kod eksperimentalno i prirodno inficiranih ptica.

Chin 1 saradnici (2003) navode da se klinicki znaci kod prirodno inficiranih
pili¢a javljaju izmedu trece 1 Seste nedelje zivota sa mortalitetom od 2 do 10% 1 da su od
simptoma prisutni: depresija, nazalni iscedak, kijanje, facijalni edem, smanjeno
uzimanje hrane i smanjen prirast. Sliéne manifestacije opisali su van Beek i saradnici
(1994) u slucaju pojave infekcije kod brojlera u Holandiji kada su se ispoljili klinicki
simptomi u vidu kijanja, nazalnog iscetka 1 lakrimacije. Kod brojlerskih roditelja
oboljenje zahvata ptice u periodu noSenja, uglavnom u Spicu nosivosti ili neposredno
pre pronoSenja. Javlja se neznatno povisenje mortaliteta, smanjeno je uzimanje hrane i
prisutni su blagi respiratorni simptomi (Hafez, 1996).

Najupecatljivija manifestacija infekcije kod vestacki inficiranih pili¢a je usporen
rast. Medutim, drugi klini€ki znaci (slabost, dispnoja, mukozni iscedak iz nosa) i
uginucéa zapazeni kod prirodno inficiranih ptica nisu primeéeni kod vestacki inficiranih
pili¢a i ¢uri¢a (van Empel 1 saradnici, 1996). Kilic i1 saradnici (2009) opisali su klinicke
simptome u vidu otezanog disanja kod svega 3 od 30 brojlera, inficiranih u uzrastu od
14 nedelja.

Razlike u eksperimentalnoj i prirodnoj infekciji u pogledu ispoljavanja klinicke
slike mogle bi da se objasne uticajem nekih od predisponirajuc¢ih faktora. U farmskim
uslovima znacajan uticaj na ispoljavanje klinickih simptoma mogu da imaju: stres,
prenaseljenost, loSa ventilacija, prisustvo drugih bakterija 1 visok nivo amonijaka.

Odsustvo nepovoljnog uticaja veStacke infekcije na prirast kokosi iz inficirane
grupe, nasuprot rezultatima za brojlere koje su objavili van Empel 1 saradnici (1996)
moze da se objasni manjom osetljivos¢u koko$i brojlerskih roditelja ili uzrasnom
otpornos¢u. Visoka seroprevalencija jata koko$i brojlerskih roditelja starijih od 20
nedelja (Gavrilovi¢, neobjavljena zapazanja) bez istorije respiratornih simptoma i

odstupanja rezultata od tehnoloSkih normi ide u prilog rezultatima eksperimenta. U
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eksperimentu koji smo izveli, ¢ak ni visokom koncentracijom klica direktno
aplikovanim intratrahealno nije isprovocirana klinicka slika, ve¢ je infekcija proticala
asimptomatski kao i prirodna infekcija. Ovakvi rezultati podudaraju se sa zaklju¢kom
magistarske teze da iako je O. rhinotracheale rasprostranjen u intenzivnoj brojlerskoj
proizvodnji u JuZnobanatskom okrugu, njegovo prisustvo ne mora da dovede do
ispoljavanja klinicke slike u vidu poremecaja respiratornog sistema (Gavrilovié, 2009).
Do sli¢nih saznanja dosli su i Asadpour i saradnici (2008) ispitivanjem prisustva O.
rhinotracheale u 22 jata brojlerskih roditelja u Iranu. Seroloskim ispitivanjem utvrdeno
je da su jata bila inficirana ali u vreme uzimanja uzoraka nisu ispoljavala bilo kakve
simptome.

U inficiranoj grupi fazana klinicki simptomi javili su se samo kod jednog fazana,
dva dana posle inficiranja. Zapazeno je sporije kretanje, neveselost, nakostresenost perja
1 pokreti glave kao da pokuSava da izbaci sadrzaj iz kljuna. Primenom Studentovog t
testa utvrdeno je da postoji statisticka znacajnost (p<0,05) razlike u telesnoj masi
izmerenoj sedam dana posle eksperimentalnog inficiranja, izmedu inficirane i kontrolne
grupe fazana Sto dokazuje da se infekcija nepovoljno odrazila na prirast.

U literaturi ima podataka o infekciji kod pili¢a i ¢uri¢a, ali veoma malo se zna o
infekciji kod drugih vrsta ptica. Sprenger i saradnici (1998) opisuju simptome depresije,
kaslja i smanjenog uzimanja hrane kod tovnih ¢urana iz grupe inficirane I/T Cistom
kulturom O. rhinotracheale 1 grupe inficirane I/T pluénim homogenizatom koji su
nastali 24 h posle inficiranja. Nakon 48 h od inficiranja, nekoliko ¢urana iz ove dve
grupe, iskasljavalo je krvavu sluz i oni su uginjavali nakon 24 h. Curani inficirani I/T
¢istom kulturom O. rhinotracheale i ¢urani inficirani I/T pluénim homogenizatom imali
su statisticki znacajan gubitak telesne mase u poredenju sa kontrolnim grupama. Ni
jednim drugim opisanim eksperimentom nije izazvana klini¢ka slika u vidu teSkog
respiratornog distresa. U nasim ispitivanjima utvrden je nepovoljan uticaj infekcije na
prirast kod fazana kao u opisanom eksperimentu na ¢urkama, ali ne i drugi klinicki
simptomi. Rezultati koje su dobili Eroksuz 1 saradnici (2006) ispitivanjem patogenosti
uzro¢nika za japanske prepelice (Coturnix coturnix japonica) u eksperimentalnim
uslovima su sli¢ni naSim rezultatima za kokosi 1 fazane u pogledu ispoljavanja klinickih
simptoma. Ni jedna od 30 ptica, inficiranih aerosolom, nije ispoljila klinicke simptome
tokom trajanja eksperimenta.

Nepovoljan uticaj infekcije na telesnu masu fazana i1 odsustvo klinickih

manifestacija (simptomi su zapazeni samo kod jedne ptice) podudara se sa podacima do
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kojih su dosli van Empel 1 saradnici (1996), van Veen 1 saradnici (2000b) i Kilic 1
saradnici (2009) ispitivanjem vestacke infekcije kod pilica.

Jedini slucaj klinicki ispoljene prirodne infekcije kod divljih ptica opisali su
Hafez i Lierz (2010) kod mladih sokolova, u farmskom uzgoju, u vidu respiratornog
distresa.

Patoanatomske promene nadene su kod 20% inficiranih kokosi. Manifestovale
su se u vidu blage upale gornjih respiratornih puteva: nosnih Supljina, infraorbitalnih
sinusa, larinksa 1 traheje kao i1 hiperemijom i edemom pluc¢a. Kod vecine inficiranih
kokosi nije bilo vidljivih promena na respiratornim organima.

Slicne promene opisali su Kilic i saradnici (2009) kod vestacki inficiranih
brojlera u starosti od 14 dana putem aerosola. Kod pet pili¢a izmedu 7. 1 14. dana od
inficiranja zapazeno je nakupljanje male koli¢ine sluzi u nosu, larinksu 1 traheji kao 1
hiperemija sluznice gornjih respiratornih puteva $to se podudara sa naSim rezultatima
patoanatomskog pregleda inficiranih kokoSi. Kod pojedinih pili¢a, navedeni autori
opisuju zelenkasto-crvena ognjiSta u plu¢ima dok su kod jedne inficirane kokoSi u
naSim ispitivanjima, pluca bila crvena, zaobljenih rubova, ¢vrste konzistencije Sto je
karakteristi¢no za hiperemiju i edem.

Van Veen i saradnici (2000b) su istrazivanjem uticaja veStacke infekcije na
razli¢ite provenijencije pili¢a, prouzrokovane aplikacijom uzro¢nika aerosolom, utvrdili
patoanatomske promene u traheji kod komercijalnih brojlera 1 SPF brojlera nakon
inficiranja samo ornitobakterijumom, ali su promene bile izraZenije kada su pili¢i
prethodno bili inficirani NDV-om. Ovakav nalaz je u saglasnosti sa nasim zapaZanjem
slabo izrazenih makroskopskih promena u gornjim respiratornim putevima kod vestacki
inficiranih kokosi brojlerskih roditelja.

Makroskopske promene kod inficiranih fazana utvrdene su kod veéeg broja ptica
1 bile su izraZenije u odnosu na grupu inficiranih kokosi brojlerskih roditelja. Utvrdene
su u nosnim Supljinama, infraorbitalnim sinusima, larinksu, traheji, plu¢ima i
vazduSnim kesama. Kod inficiranih fazana sluznica gornjih respiratornih puteva: nosnih
Supljina, larinksa 1 traheje je bila zacrvenjena i prekrivena sluzavim sadrzajem koji se
nakupljao 1 u infraorbitalnim sinusima. Plu¢a veéine inficiranih fazana su bila uvecana,
crvene boje, zaobljenih rubova, a sa preseka promenjenih pluca isticala je krvavo-
penusava tec¢nost. Na zidovima torakalnih vazdus$nih kesa kod dva fazana zapazene su
promene u vidu jasno lokalizovanih, zuckastih, okruglih zadebljanja pre¢nika oko 1-2
mm za razliku od negativnog makroskopskog nalaza u vazdusnim kesama kod kokosi

brojlerskih roditelja.
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Eroksuz i saradnici (2006) izazvali su slicne promene u plu¢ima i traheji
vestackim inficiranjem japanskih prepelica. Makroskopski nalaz odlikovala je blaga
hiperemija pluca i traheje i zadebljanje pleure.

Histopatoloske promene ustanovljene u respiratornim organima inficiranih
kokosi brojlerskih roditelja 1 fazana karakterisao je inflamatorni odgovor tipi¢an za
bakterijsku infekciju. Kod inficiranih fazana bile su ucestalije i jaCeg intenziteta u
odnosu na inficirane kokosi, mada je i kod njih inflamatorni odgovor bio relativno slabo
izrazen. U respiratornim organima inficiranih kokosi brojlerskih roditelja histopatoloske
promene utvrdene su kod 5 ptica, a ucestalost je iznosila 10-40% za pojedine organe. U
nosu i sinusima promene su ustanovljene u 10% uzoraka, u larinksu 20%, u traheji 40%,
u plu¢ima 50% i u vazdusnim kesama 20% uzoraka.

U lumenu larinksa 1 traheje inficiranih kokoS$i bio je prisutan eksudat koji se
sastojao iz sluzi, eritrocita i heterofila. U lamini propriji mukoze nalazio se infiltrat od
inflamatornih ¢elija u kojem su dominirali heterofili, a krvni sudovi su bili hiperemi¢ni.
U plu¢ima se nalaz karakterisao hiperemijom, a jedna pluca bila su i edematozna.
Vazdus$ne kese kod dva lesa bile su zadebljale usled infiltracije mononuklearima.

Histopatoloske promene u respiratornim organima inficiranih fazana utvrdene su
kod 7 ptica sa ucestalos¢u promena 10-70% u pojedinim organima. Utvrdene su u nosu
u 40% uzoraka, sinusima 30%, u larinksu 1 traheji 50%, u plu¢ima 70% i u vazdu$nim
kesama 30% uzoraka.

U nosnim Supljinama je zapazeno nakupljanje vece koli¢ine sluzavog sadrzaja u
kojem su se nalazili eritrociti 1 heterofili. U sinusima se nalazila mala koli¢ina sluzi i po
neka inflamatorna ¢elija, a kod jedne ptice 1 krvarenja. Histopatoloski nalaz u larinksu i
traheji vecéine uzoraka odgovarao je kataralnom zapaljenju. U lumenu se nalazila
izvesna koli¢ina eksudata. Promene na epitelu manifestovale su se u vidu hiperplazije,
degenerativno-nekroti¢nih promena i deskvamacije. Krvni sudovi lamine proprije
larinksa 1 traheje bili su injicirani, a ¢elijski infiltrat sastojao se iz heterofila, limfocita,
monocita 1 malog broja plazmocita. Slicno gornjim respiratornim putevima, u
primarnim bronhusima je takode zabeleZeno nakupljanje sluzavog sadrzaja sa
heterofilima 1 inflamatorni Celijski infiltrat u lamini propriji. Kod sedam fazana
histopatolo8ki nalaz u plu¢ima karakterisao se hiperemijom. Krvni sudovi pluca bili su
prepuni krvi, a u lumenu parabronhija i atrija kod dva fazana zapazeno je nakupljanje
serozne tecnosti sa malim brojem inflamatornih celija. Kod dva fazana razvila se

fibrinozna pneumonija koja se moze smatrati posledicom intenzivnijeg inflamatornog
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procesa, Sto nije bio sluc¢aj ni kod jedne inficirane kokosi. Granulomi, takode nisu
nadeni u plu¢ima kokosi, a ustanovljeni su u plu¢ima dva inficirana fazana.

Mnogi autori, sliéno naSim zapaZanjima, navode da se kod inficiranih ptica
javlja heterofilni infiltrat u respiratornim organima (De Rosa 1 saradnici, 1996; Sprenger
1 saradnici, 1998; Chin 1 saradnici, 2003; Kilic i saradnici, 2009). Promene u
respiratornim organima kod kokoS$i brojlerskih roditelja su manjeg intenziteta od
promena koje su opisali pojedini autori kod brojlera (van Veen i saradnici, 2000b; Kilic
1 saradnici, 2009) Sto se moze objasniti razli¢itim uzrastom inficiranih kokoS$i 1
razli¢itom osetljivos¢u razliitih generacija hibrida, odnosno razli¢itih provenijencija.
Ovakvom zaklju¢ku idu u prilog i rezultati do kojih su dosli van Veen i saradnici
(2000b) istrazivanjem eksperimentalne infekcije kod razli¢itih provenijencija pilica
teskih linija. Promene na vazdu$nim kesama 1 plu¢ima utvrdene su posle inficiranja
razli¢itim sojevima O. rhinotracheale aerosolom kod SPF brojlera i komercijalnih
brojlera, dok kod SPF pili¢a rase leghorn nisu ustanovljene lezije u plu¢ima, a promene
na vazduSnim kesama su bile manje izraZzene. Kod prirodno inficiranih ptica opisane su
mnogo izrazenije histopatoloSke promene nego kod ptica koje su vestacki inficirane. De
Rosa 1 saradnici (1996) opisali su promene karakteristicne za fibrinozno-gnojnu
pneumoniju kod inficiranih ¢uraka, a slicne manifestacije utvrdili su Gornatti Churria i
saradnici (2011) kod brojlera. Razlike u intenzitetu histopatoloskih lezija kod vestacki
inficiranih u odnosu na prirodno inficirane ptice najverovatnije su posledica delovanja
drugih €inilaca, infektivnih agenasa ili ambijentalnih faktora. Analizom histopatoloskih
promena u slu€ajevima prirodne infekcije ¢esto se mogu utvrditi i promene koje su
karakteristi¢ne za virusne infekcije. Tako su, na primer, Odor 1 saradnici (1997) 1 Van
Veen 1 saradnici (2000a) opisali meSane infekcije u kojima su pored ornitobakterijuma
brojleri bili inficirani NDV-om, odnosno IBV-om. Difuzna limfocitna infiltracija pluc¢a i
traheje koju opisuju navedeni autori posledica je odgovora organizma na virusnu
infekciju, dok su fibrinozne do fibrinozno gnojne promene posledica delovanja
ornitobakterijuma. U naSim istrazivanjima u plu¢ima dva fazana utvrden je fibrinozni
eksudat. Van Empel 1 saradnici (1999) utvrdili su granulome u vazduS$nim kesama
vestacki inficiranih piliéa NDV-om i ornitobakterijumom dok su u nasim ispitivanjima
ustanovljeni granulomi u plu¢ima dva fazana inficiranih samo ornitobakterijumom.

Ornithobacterium rhinotracheale se tesko kultivise zbog posebnih kulturelnih
zahteva 1 sporog rasta. Kolonije izrastu obi¢no posle 24-48 h u mikroaerofilnoj sredini
zbog Cega se deSava da ih u rutinskoj dijagnostici prerastu brzo-rastuée bakterije kao Sto

su E. coli, Proteus ili Pseudomonas. Ovo je bio razlog zbog kojeg smo se opredelili da
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za izolaciju koristimo 1 jednu selektivnu hranljivu podlogu sa gentamicinom kako bi se
suprimirao rast drugih bakterija.

Ornithobacterium rhinotracheale je reizolovan iz respiratornih organa 8 od 10
(80%) inficiranih fazana. NajviSe izolata je bilo iz pluéa (5), zatim iz infraorbitalnih
sinusa (4), larinksa (3), traheje (1), dok iz ostalih unutrasnjih organa uzro¢nik nije
izolovan. O. rhinotracheale nije izolovan iz organa inficiranih kokosi brojlerskih
roditelja niti iz organa ptica iz kontrolnih grupa. Ovakvi rezultati mogli bi da se objasne
razli¢itom prijemcivos¢u dve ispitivane vrste ptica ili efikasnijim imunoloskim
mehanizmima usmerenim prema ovom uzro¢niku kod kokoSi brojlerskih roditelja
provenijencije ,,Ross 308 u poredenju sa fazanima.

Rezultati izolacije uzroc¢nika iz organa inficiranih kokoS$i u saglasnosti su sa
rezultatima do kojih su dosli van Empel 1 saradnici (1999) istrazivanjem uticaja
uzrocnika na tok bolesti vestacki inficiranih SPF kokosi rase leghorn, starih 26 dana.
Ornithobacterium rhinotracheale izolovan je iz traheje inficiranih kokosSi dva dana
posle vestackog inficiranja, dok u kasnijem periodu uzroc¢nika viSe nije bilo moguce
izolovati.

Rezultati izolacije kod prirodno inficiranih kokoSi brojlerskih roditelja u
zna€ajnoj meri se podudaraju sa rezultatima izolacije kod vestacki inficiranih kokosi.
Negativni rezultati izolacije uzro¢nika iz organa veStacki inficiranih kokoSi u
saglasnosti su sa rezultatima ispitivanja za 5 jata brojlerskih roditelja u juznom Banatu u
starosti od 20 1 viSe nedelja u kojima je utvrdeno prisustvo specifi¢nih antitela, ali se
uzro¢nik nije mogao izolovati iz organa (Gavrilovié, neobjavljeni podaci). Asadpour i
saradnici (2008) ispitivali su prisustvo uzro¢nika u 22 jata brojlerskih roditelja
izolacijom, primenom PCR metode 1 seroloskim ispitivanjem specifi¢nih antitela. Iako
su sva ispitana jata bila seroloski pozitivna, uzro¢nik je izolovan iz malog broja uzoraka
trahealnih briseva iz samo pet jata. Navedeni podaci o izolaciji uzro¢nika iz vestacki i
prirodno inficiranih kokosi navode na zakljucak da uzro¢nik tesko opstaje u organizmu
kokosi brojlerskih roditelja.

S obzirom da se kod vesStacki inficiranih brojlera uzro¢nik moZe izolovati iz
pluca i traheje 30-50% ptica u prve dve nedelje (Kilic i saradnici, 2009), moZze se
pretpostaviti da postoji 1 rasna predispozicija za prijemc¢ivost O. rhinotracheale 1
nastanak oboljenja. Van Veen i saradnici (2000b) istrazivali su patogenost uzro¢nika za
brojlere i1 posle vestackog inficiranja ptica utvrdili da su SPF kokosi rase leghorn manje

prijemcive na uzroc¢nika u poredenju sa SPF brojlerima i komercijalnim brojlerima.
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Ornithobacterium rhinotracheale se kod prirodno inficiranih ptica izoluje iz
respratornih organa, obi¢no iz traheje, trahealnih briseva, plu¢a i vazdusnih kesa.
Pokusaji izolacije uzro¢nika iz ostalih unutra$njih organa koji se koriste u rutinskoj
dijagnostici poput srca, jetre 1 dr. nisu dali rezultate (Hafez i saradnici, 1993). Medutim,
kod vestacki inficiranih ptica, intravenskom aplikacijom uzro¢nika, izolacija je bila
moguca i iz ovih organa, pa ¢ak i iz zglobova, mozga, jajnika i jajovoda (van Beek i
saradnici, 1994; Back i saradnici, 1998D).

Sprenger 1 saradnici (1998) navode da je O. rhinotracheale kod intratrahealno
inficiranih ¢uraka izolovan iz pluéa (40%), vazdusnih kesa (30%), sinusa, traheje,
slezine 1 bubrega 20% ptica. Ovi podaci uporedeni sa rezultatima do kojih smo dosli
upucuju na razli¢itu osetljivost razli¢itih vrsta ptica na O. rhinotracheale. 1zolacija
uzro¢nika iz unutras$njih organa u opisanom eksperimentu podudara se sa teSkom
klinickom slikom 1 izrazenim patomorfoloskim promenama u organima. Pored toga
postoji 1 moguénost razlicite osetljivosti ptica na uzro¢nika u razli¢itim uzrastima. Tako
na primer, Van Empel 1 saradnici (1996) navode da je uzro¢nik izolovan samo iz
vazdudnih kesa eksperimentalno inficiranih c¢urica starih 31 dan kod kojih nije bilo
klini¢kih simptoma, a patomorfoloske promene su se manifestovale samo na vazdusnim
kesama.

Jedan od zadataka ispitivanja bio je pracenje seroloskog odgovora. I kod fazana 1
kod kokosi brojlerskih roditelja utvrdene su visoke vrednosti titra specificnih antitela
sedmog dana posle inficiranja. RazliCite vrednosti titra specifi¢nih antitela u krvi kokosi
1 fazana, verovatno su posledica intenzivnijeg imunoloS§kog odgovora kokosi brojlerskih
roditelja na ovog uzro¢nika. ViSe autora, sli¢no nasim rezultatima, navodi da se sedmog
dana nakon vestackog inficiranja kod razli¢itih vrsta ptica: ¢uraka, kokoSi, prepelica
mogu da ustanove specificna antitela za uzrocnika (Sprenger i1 saradnici, 1998; Van
Empel i saradnici, 1999; Eroksuz i saradnici, 2006). Vrednosti titra utvrdene za kokosi,
sedmog dana posle inficiranja, bile su vise od vrednosti koje navode Van Empel i
saradnici (1999) najverovatnije zbog razli¢itog nacina inokulacije 1 razliCite
koncentracije aplikovanih bakterija. U eksperimentu navedenih autora najviSe vrednosti
titra specificnih antitela ustanovljene su 9 dana posle aplikacije suspenzije bakterijske
kulture u koncentraciji 3,8 x 10° CFU/ml putem aerosola. U naSim ispitivanjima,
maksimalne vrednosti titra specifi¢nih antitela kod vestacki inficiranih ptica postignute
su ve¢ sedmog dana §to se moze objasniti vecom koncentracijom suspenzije bakterijske
kulture (10'" CFU/ml) i intratrahealnim naginom aplikacije. Antitela kod inficiranih

kokosi 1 fazana mogla su se registrovati do 12 nedelja posle inficiranja dok su vrednosti
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sa 14 nedelja bile ispod granice primenjenog testa za proglasavanje uzorka pozitivnim
Sto je u saglasnosti sa rezultatima eksperimenta koji su izveli Van Empel 1 saradnici
(1999). Autori navode niske vrednosti titra specificnih antitela kod vestacki inficiranih
pili¢a, 12 i 14 nedelja posle inficiranja.

Kod prirodno inficiranih ptica vrednosti titra specificnih antitela spontano
opadaju od 6. do 10. nedelje posle inficiranja (Van Empel i saradnici, 1999). Razli¢ito
vreme perzistencije antitela u krvi prirodno i vestacki inficiranih ptica moze da se
objasni time Sto je kod vestacke infekcije obezbedena viSa koncentracija bakterija 1
njihovo efikasnije prodiranje u organizam ptica.

Seroloskim ispitivanjem iskljucen je uticaj virusa atipi¢ne kuge Zivine, virusa
infektivnog bronhitisa, virusa avijarne influence, pneumovirusa, M. synoviae 1 M.
gallisepticum na pojavu patomorfoloskih promena u respiratornim organima vestacki
inficiranih ptica. Vrednosti titra specifi¢nih antitela protiv virusa atipi¢ne kuge i virusa
infektivnog bronhitisa u parnim serumima kokoS$i, kao i vrednosti titra specifi¢nih
antitela protiv virusa atipi¢ne kuge u parnim serumima fazana odgovaraju sprovedenoj

vakcinaciji protiv ovih bolesti.
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7. ZAKLJUCCI

. Kod vestacki inficiranih kokosi brojlerskih roditelja nije utvrden nepovoljan
uticaj uzro¢nika na zdravstveno stanje. Eksperimentom je potvrdeno da kod
kokosi brojlerskih roditelja infekcija O. rhinotracheale protic¢e supklinicki 1 da

nema nepovoljan uticaj na prirast.

. Patoanatomske promene kod vestacki inficiranih kokos$i brojlerskih roditelja
manifestovale su se u respiratornim organima u vidu blagog kataralnog
zapaljenja gornjih disajnih puteva: nosnih Supljina, larinksa, traheje 1

hiperemijom pluéa kod malog broja inficiranih kokosi.

. HistopatoloSke promene kod vestacki inficiranih kokosi brojlerskih roditelja
najc¢esce su bile zastupljene u pluéima (50%), traheji (40%), larinksu (20%),
vazduSnim kesama (20%), nosnim Supljinama (10%), infraorbitalnim sinusima
(10%). Manifestovale su se u vidu kataralnog zapaljenja gornjih respiratornih
organa 1 hiperemijom plu¢a. Dominantnu ¢elijsku populaciju u inflamatornom

infiltratu predstavljali su heterofili.

Ornithobacterium rhinotracheale soj B3263/91 nije bilo moguce reizolovati iz
organa kokosi brojlerskih roditelja, komercijalnog hibrida ,,Ross 308, sedam
do dvanaest dana posle eksperimentalnog inficiranja u starosti od Sesnaest

nedelja.

. Vestacka infekcija O. rhinotracheale sojem B3263/91 imala je nepovoljan

uticaj na prirast fazana.

. Patoanatomske promene kod vestacki inficiranih fazana manifestovale su se u
respiratornim organima u vidu kataralnog zapaljenja gornjih disajnih puteva:
nosnih Supljina, infraorbitalnih sinusa, larinksa i traheje, kao i hiperemijom

pluca i aerosakulitisom.
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7.

10.

Histopatoloske promene kod vestacki inficiranih fazana najcesée su otkrivene u
plu¢ima (70%), larinksu (50%), traheji (50%), nosnim Supljinama (40%),
infraorbitalnim sinusima (30%) i vazdu$nim kesama (30%). Promene su se
manifestovale u vidu kataralnog zapaljenja gornjih respiratornih puteva, a
dominantnu celijsku populaciju u inflamatornom infiltratu predstavljali su

heterofili.

Ornithobacterium rhinotracheale soj B3263/91 reizolovan je iz respiratornih
organa fazana: infraorbitalnih sinusa, larinksa, traheje i pluca, sedam do
dvanaest dana posle veStackog inficiranja u starosti od dvadeset nedelja. 1z

ostalih unutra$njih organa uzro¢nik nije izolovan.

Seroloski odgovor kod vestacki inficiranih kokosi brojlerskih roditelja 1 fazana
odlikovao se brzim stvaranjem specifi¢nih antitela za uzro¢nika koja su dostigla
maksimalan nivo u krvi, u prvoj nedelji posle vestackog inficiranja. Vrednosti
titra antitela su postepeno opadale i1 odrzavale se na stabilnom nivou do
dvanaeste nedelje od inficiranja, a nakon CcCetrnaest nedelja od inficiranja

specificna antitela viSe se nisu mogla otkriti metodom ELISA.

B3263/91 od kokosi brojlerskih roditelja komercijalnog hibrida ,,Ross 308
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