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Abstract - Between 2007 and 2008, we carried out a non-selective research of
avian chlamydiosis in the wild and cultured pheasants. Of note is this was the first time
avian chlamydiosis was diagnosed in the pheasants in Bosnia and Herzegovina.

The samples were provided through the hunting associations during the
pheasants-hunting season, and from the pheasant farm in Orasje which is specialized in
breeding and releasing pheasants into their natural environment.
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We examined a total of 19 samples of cloacal and oropharingeal swabs of the
breed pheasants and 27 wild pheasants by the following diagnostic methods:
bacteriological, ELISA test for the detection of antigen, EIA test, and rRT-PCR test.

To avoid false-positive results, we first did bacteriological examination followed
by testing cloacal samples by ELISA and EIA tests. Samples positive by ELISA and EIA
tests were then sent to the reference laboratory in the Friedrich Loeffler Institute in Jena
(Germany) for the rRT-PCR detection of Cp. psittaci.

Of the total of 46 cloacal swabs of the wild and breed pheasants examined by
ELISA (IDEIA) and EIA (CW) tests for the detection of antigens, eight (17.4%) tested
positive; breed pheasants 21.1% and wild pheasants 14.8%. Of the total of eight samples
of the wild pheasants that tested positive on ELISA (IDEI) and EIA tests, none was
positive by the rRT-PCR method.

The aim was to investigate the presence of avian chlamydiosis in pheasants in
Bosnia and Herzegovina.

Keys words: avian chlamydiosis, pheasants

Kratak sadrzaj - U periodu od pocetka 2007. do kraja 2008. godine radili smo
neselektivno istrazivanje prisustva avijarne klamidioze kod divljih i uzgojnih fazana,
Stoje prva dijagnostika avijarne klamidioze kod ove vrste ptica u BiH.

Materijal smo obezbijedili putem lovackih udruzenja tokom sezone lova na ovu
vrstu ptica kao 1 iz fazanerije u Oras§ju, ¢ija je svrha uzgoj i pustanje u prirodni ambijent.

Ukupno smo pretrazili 19 uzoraka kloakalnih i faringealnih briseva uzgojnih
fazana i 27 divljih fazana. Koristili smo sljede¢e metode pretrage: bakterioloSka pretraga
uzoraka, ELISA (IDEIA) test za dokaz antigena, EIA test, rRT-PCR metoda.

Da bi izbjegli lazno-pozitivne rezultate, prvo smo uradili bakteriolosku pretragu,
a potom testirali kloakalne uzorke ELISA (IDEIA) i EIA testovima za dokaz antigena.
Pozitivne uzorke divljih fazana poslali smo u referentnu laboratoriju na Institut Friedrich
Lefler u Jeni (Njemc¢ka) na rRT-PCR postupak dokazivanja Cp. psittaci.

Od ukupno pretrazenih 46 kloakalnih uzoraka briseva divljih i uzgojnih fazana
ELISA (IDEIA) i EIA (CW) testovima za dokaz antigena osam (17,4%) bilo je pozitivho
i to uzgojnih fazana 21,1% i divljih fazana 14,8%. Od ukupno pretraZzenih osam uzorka
divljih fazana koji su bili ELISA (IDEIA) i EIA testovima pozitivni, nije bilo pozitivnih
rRT-PCR metodom

Cilj rada je istraziti prisustvo avijarne klamidioze kod fazana u Bosni i
Hercegovini.

Kljucne rijeci: avijarna klamidioza, fazani
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Uvod

Avijarna klamidioza je veoma kontagiozno oboljenje koje uzrokuje bakterija
Chlamydophila psittaci (Cp. psittaci). Postoji vise sinonima za ovo oboljenje: psitakoza,
ornitoza, Kklamidofiloza, papagajska groznica, te u starijoj literaturi: Bedsonia i
Myagawanella (3).

Kod ptica bolest se najcesce javlja kao akutna, rjede kao hronic¢na respiratorna ili
sistemska infekcija. Infekcija najceS¢e nastaje aerogenim putem dovode¢i do
respiratornih smetnji, a klinicki zdrave zivotinje mogu izlucivati uzro¢nika dugi niz
godina. Osim kod ptica, bolest je prisutna i kod sisara, gmizavaca i ljudi.

Covjek se najéedée zarazi bliskim kontaktom sa pticama, odnosno boraveéi na
mjestima gdje je veca koncentracija ptica: javna mjesta, izloZbe, takmicenja i sli¢no.

Kod prirodnih infekcija ptica sa klamidijama, patogen ili njegova antitijela
dijagnosticirana su kod vise od 460 vrsta ptica (5).

Bolest je prisutna Sirom svijeta. Prema najnovijim podacima iz 11 evropskih
zemalja, procenat seropozitivnih golubova kretao se u rasponu od 19,4% do 95,6%.
Infekcija ljudi klamidijama, koji su bili u kontaktu sa golubovima, zabiljezena je u 43
slucaja, od cega 11 kod djece i Sest slucajeva kod osoba sa imunodeficijencijom, §to
potvrduje da su djeca i starije osobe najprijeméivije na ovo oboljenje (6).

Tokom nasih istrazivanja provedenih u toku 2003. i 2004. godine na prostoru
Bosne i Hercegovine, dokazali smo prisustvo specifi¢nih antitijela protiv Cp. psittaci kod
intenzivno drzane peradi i slobodnozivué¢ih golubova indirektnom imunofluorescencom u
31,2% slucajeva, dok iz kruga farmi ELISA (IDEIA) testom za dokaz antigena kod
28,6% slucajeva golubova (12).

Slabo virulentni sojevi klamidija izolirani su iz tkiva oboljelih fazana koji su
komercijalno uzgajani, ali podataka o ve¢im epizootijama kod ove vrste ptica nema (7).

Seroloske pretrage, kako divljih, tako i uzgojnih fazana u SAD-u (lllinois),
ukazuju da su incidence infekcije klamidijama veoma rijetke (7). Medutim, postoje
izvjestaji da su ljudi oboljeli od psitakoze nakon kontakta sa fazanima (11). Cini se da i
divlji i domac¢i fazani mogu povremeno biti inficirani (seropozitivni) uzro¢nikom
klamidijalne infekcije putem ekskreta drugih klamidijalnih domacina, medutim, faktori
koji dovode do akutne klamidioze kod ove vrste ptica nisu poznati (4). Morbiditet i
mortalitet moZe biti veoma visok, posebno kod mladih ptica (2).

Rupanner i sar. (9) testirali su populaciju divljih ptica i ustanovili kod 96%
slucajeva prisustvo antitijela. Od ukupnog broja ispitanih ptica, dosli su do zakljucka da
su fazani znatni biloski vektori za klamidije te da su zarazeni avirulentnim sojem ili da su
pak prirodno otporni na Cp. psittaci.

Istrazivanja avijarne klamidioze kod fazana omogu¢it ¢e kompleksnije
sagledavanje ovog oboljenja na prostorima Bosne i Hercegovine, a s ciljem poduzimanja
sveobuhvatnijih preventivnih mjera radi zastite zdravlja komercijalne peradi, kao i
zdravlja drugih vrsta Zivotinja i [judi.
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Cilj rada je da istrazimo prisustvo avijarne klamidioze kod fazana u Bosni i
Hercegovini, obzirom da ne postoje epizootioloski podaci o ovom oboljenju kod ove
vrste ptica.

Materijal i metode

Istrazivanja avijarne klamidioze kod fazana u Bosni i Hercegovini radena su u
periodu 2007. i 2008. godine i to na podru¢ju Posavine, sjeverne i centralne Bosne.
Materijal je obezbijeden uz pomo¢ lovackih drustava tokom sezone lova, kao i uzimanje
uzoraka iz fazanerije u Orasju. Ukupno smo pretrazili 19 kloakalnih i faringealnih
uzoraka kod uzgojnih i 27 kod divljih fazana.

Svi uzeti uzorci kloakalnih i faringealnih briseva uronjeni su u saharozno-
fosfatni pufer (2SP) i pohranjeni na -20 °C do pretrage.

Uzorci su najprije podvrgnuti bakterioloskoj pretrazi na uzro¢nike iz roda
Salmonella spp. i Streptococcus spp., uobi¢ajenim bakterioloskim postupcima, a radi
izbjegavanja unakrsne reakcije, obzirom da klamidijalni LPS antigen dijeli neke epitope
sa drugim gram-negativnim bakterijama koji mogu izazvati unakrsnu reakciju
rezultiraju¢i u velikom broju lazno-pozitivnih rezultata (15).

Od dijagnosti¢kih postupaka koristili smo testove za dokaz antigena — EIA i
ELISA kao i molekularno-bioloske pretrage — rRT-PCR.

Clearview (Clearview Chlamydia test, Unipath Limited, England) je
komercijalni test, namijenjen za direktno dokazivanje C. trachomatis kod ljudi.
Upotrebljiv je i za direktni dokaz LPS antigena klamidija kod ptica (13). Test smo
koristili kao brzi, osjetljivi, orijentacioni i specifi¢ni dijagnosti¢ki postupak za dokaz LPS
antigena klamidija u uzorcima kloakalnih briseva ptica.

Koristili smo komercijalni ELISA-IDEIATM PCE Chlamydia komplet
proizvodaca DAKO Ltd., United Kingdom. Ovaj test se takoder koristi za otkrivanje
antigena kod humanih infekcija. Obzirom da je namijenjen za otkrivanje LPS antigena,
podesan je za otkrivanje svih vrsta klamidija, pa se test moze koristiti i kod ptica, mada
mu ponekad nedostaje senzitivnost (1).

Iz kloakalnih briseva ptica, kod kojih smo ustanovili prisustvo klamidija ELISA
i EIA metodom, izolirali smo genomsku DNK. Za ovaj postupak koristili smo QIAamp®
DNA Mini Kit (Qiagen). Postupak je izveden prema uputstvu proizvodaca.

Detekcija Cp. psittaci rRT-PCR metodom izvrsena je u OIE Reference
Laboratory for Chlamydioses, Friedrich — Loeffler — Institut (Federal Research Institute
for Animal Health, Jena, Germany), a u okviru SEE-ERA.NET Project (16).

Ova laboratorijska tehnika zasnovana je na PCR reakciji koja se koristi za
amplifikaciju i istovremenu kvantifikaciju ciljne DNK molekule. Ovom metodom se
istovremeno omogucava kako detekcija tako i kvantifikacija specificne DNK sekvence u
uzorku.Nacin izvodenja rRT-PCR postupka opisan je od strane Pantcheva i sar. (8).
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Rezultati

Bakterioloskom pretragom 46 kloakalnih i faringealnih uzoraka briseva divljih i
uzgojnih fazana nije utvrdeno prisustvo uzronika iz roda Salmonella spp. i
Streptococcus spp.

Od ukupno pretrazenih 46 kloakalnih uzoraka briseva divljih i uzgojnih fazana
ELISA (IDEIA) i EIA (CW) testovima za dokaz antigena osam (17,4%) bilo je pozitivho
i to uzgojnih fazana 21,1% (graf. 1) i divljih fazana 14,8% (graf. 2)
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Grafikon 1. Broj pretrazenih i broj pozitivnih uzgojnih fazana ELISA i EIA testovima.
Graph 1. Number of tested and positive breed pheasants on EIA and ELISA tests
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Grafikon 2. Broj pretraZenih i broj pozitivnih divljih fazana ELISA i EIA testovima
Graph 2. Number of tested and positive wild pheasants on ELISA and EIA
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Od ukupno pretrazenih osam uzorka divljih fazana koji su bili ELISA (IDEIA) i
EIA testovima pozitivni, nije bilo pozitivnih rRT-PCR metodom.

Diskusija

Poseban znaCaj u lancu prenosenja avijarne klamidioze imaju divlje ptice.
Poznato je da se izolirani uzro¢nici ovog oboljenja ne smatraju patogenim za domacina,
ali mogu biti visokopatogeni za druge vrste ptica, zivotinja, ali i ljudi. Uzro¢nik kod
divljih ptica izaziva trajne infekcije sa periodi€nim emisijama uzro¢nika u spoljnu
sredinu, ¢ime se omogucava Sirenje istog i na druge vrste zivotinja i ljude.

Istrazivanje avijarne klamidioze kod uzgojnih i divljih fazana u Bosni i
Hercegovini predstavlja nastavak istrazivanja avijarne klamidioze kako bi se upotpunila
epizootioloska slika ovog oboljenja i istakao njegov zoonotski znacaj, ¢ime bi imali
realnu i nauéno utvrdenu sliku oboljenja u nasoj zemlji.

Istrazivanja smo provodili u onim podru¢jima Bosne i Hercegovine gdje je
prisutna ova vrsta ptica, a to su prije svega podrucja sa izrazenim lovnim aktivnostima,
odabirom, cilj nam je bio da dobijemo realnu sliku oboljenja kod ove vrste ptica.

Divlji i domaci fazani mogu povremeno biti inficirani (seropozitivni)
uzro¢nikom klamidijalne infekcije putem ekskreta drugih klamidijalnih domacina (4).

Testiranjem divljih populacija ptica ustanovljeno je kod 96% slucajeva prisustvo
antitjela protiv Cp. psittaci, te se doslo do zakljuc¢ka da su fazani znacajni biolo$ki vektori
za klamidije kao i da su zarazeni avirulentnim sojem ili da su pak prirodno otporni na Cp.
psittaci (9).

Enzimsko-imunolo§kim, brzim EIA (CW) testom i ELISA (IDEIA) od ukupno
pretrazenih 46 kloakalnih briseva divljih i uzgojnih fazana, bilo je osam (17,4%)
pozitivno.

Ovakvim dijagnostiCkim postupcima za dokazivanje antigena iz roda
Chlamydophila (ELISA i CW testovima) koji se koriste za dokaz LPS klamidijalnog
antigena i njihova podudarnost u rezultatima nesumnjivo ukazuje na prisustvo
klamidijalnog uzro¢nika u ispitivanim uzorcima kloakalnih briseva. Uzimajudi u obzir da
je LPS antigen zajednicki za sve vrste klamidija, ovim testovima nije moguce
determinisati o kojoj vrsti klamidija se radi.

Real-time PCR je dokazana, efikasna dijagnosticka tehnika za brzu, specifi¢nu i
senzitivnu dijagnozu klamidijalnih infekcija (10).

Senzitivnost i specifi¢nost ove metode direktno su ovisne o proceduri pripreme
uzorka, ekstrakciji DNK i njenog eventualnog transporta, te koristenog PCR testa (14).

U naSem slu¢aju nismo imali pozitivnih nalaza ovom dijagnostickom metodom,
a Sto objasnjavamo moguéim greSkama tokom transporta uzoraka do referentne
laboratorije u Jeni (Njemcka).
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Zakljucci

e Na osnovu rezultata istrazivanja dokazali smo prisustvo patogena Cp. psittaci
kod divljih i uzgojnih fazana (Phasanius colchicus).

e Dijagnostickim metodama ELISA 1 EIA za dokaz antigena iz roda
Chlamydiophila, rezultati su identi¢ni, odnosno uzorci koji su bili pozitivni EIA
testom potvrdili smo i ELISA-om.

e Molekularnom metodom rRT-PCR nismo dokazali prisustvo patogena Cp.
psittaci kod divljih i uzgojnih fazana.

e Na osnovu rezultata istrazivanja, neminovno se izvodi zakljucak da fazani
predstavljaju potencijalni izvor klamidijalnih infekcija kako za druge Zivotinje
tako i za ljude.

e Jedini model u prevenciji pojave klamidioze kod ljudi, kada su u pitanju
divlje/lovne ptice, jeste edukacija ljubitelja lova o avijarnoj klamidiozi kao
veoma opasnoj zoonozi, kao i stalni nadzor nad divljim/lovnim pticama.

e Kada su u pitanju divlje ptice i ptice koje su prisutne u urbanim sredinama,
neophodan je redovni monitoring svake godine s ciljem pracenja epizootioloske
situacije i poduzimanja mjera s ciljem sprjeavanja $irenja infekcije na druge
vrste Zivotinja, komercijalnu perad i posebno na ljude
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