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HEMORAGICNO-NEKROTICNI ENTERITIS KOD RODITELJA BROJLERA*
HAEMORRHAGIC-NECROTIC ENTERITIS IN HEAVY BREEDS BROILERS

Jezdimirovié N., Kureljusi¢ B., Iveti¢ V., Kureljusi¢ Jasna, Cvetojevi¢ D.,
Masli¢-Strizak Danka, Radanovic¢ 0., Jezdimirovi¢ Milanka* *

Ispitivanja su imala za cilj da se utvrdi uticaj Clostridium perfrin-
gens tip A na razvoj patomorfoloSkog supstrata, njegov intenzitet i dis-
tribuciju kod teSkih roditelja uzrasta petnaest nedelja. Ispitivanje je
obavljeno na leSevima 8 koka i 7 petlova teSkih roditelja provenijenci-
je COBB 500. Posle izvrSene obdukcije, za histopatoloSko ispitivanje
uzeti su uzorci promenjenih delova jejunuma i jetre, a za bakterioloSko
i molekularno ispitivanje crevni sadrzaj jejunuma.

Kod svih leSeva u otvorenoj pleuroperitonealnoj Supljini, vec in
situ, uoCava se promenjeni deo jejunuma. On je bio izrazito dilatiran
celom duzinom, a njegov zid plavi¢asto-sive boje sa diseminiranim
subseroznim punktiformnim krvnim ekstravazatima. Njegovim otvara-
njem iz lumena je izlazio polutecni sadrzaj u kojem plivaju krvni koagu-
lumi i krpicasti delovi nekroticne mukoze. Mikroskopskim pregledom
iseCaka tkiva tankih creva bojenih HE metodom zapaZena je difuzna
nekroza crevnih resica. One su destruisane i zamenjene eozinofilnom
bestrukturnom masom. Pored toga, uoCava se edem submukoze,
kongestija kapilara i krvni ekstravazati u mukozi, kao i infiltracija neu-
trofilnih granulocita u lamini propriji. Navedene mikroskopske alteraci-
Je oslikavaju hemoragi¢no-nekroticni enteritis. Mikroskopskim pregle-
dom ise¢ka tankih creva bojenih Brown & Brenn metodom ustanov-
liene su kolonije bakterija u distalnim delovima submukoze.

BakterioloSkim ispitivanjem u anaerobnim uslovima, izolovana
kultura je identifikovana kao Clostridium perfringens. Primenom mul-
tiplex PCR dobijeni izolat je genotipiziran kao Clostridium perfringens
tip A.
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Na osnovu patomorfoloskih, bakterioloSkih i molekularnih ispi-
tivanja moZe da se zakljuci da infekcija teskih roditelja Clostridium per-
fringens tipa A proti¢e sa slikom difuznog hemoragi¢no-nekroti¢cnog
Jejunitisa, da uzro¢nik duboko penetrira u tkivo jejunuma i da su pSeni-
ca i pSeni¢ne mekinje Cinili favorizujuci faktor za proliferaciju etiolo-
Skog agensa.

Kljucne reci: roditelji brojlera, hemoragi¢no-nekroti¢ni enteritis,
Clostridium perfringens tip A

Uvod / Introduction

Oboljenje domacih i divljih ptica, u Cijoj etiologiji znacajnu ulogu imaju razli-
Citi tipovi Clostridium perfringens, opisano je u literaturi pre pola veka pod na-
zivom nekroti¢ni enteritis. Prvi ga je opisao Parish 1961. godine. Ovo oboljenje je
poznato u literaturi i pod drugim imenima: klostridijalni enteritis, enterotoksemija i
,bolest trulih creva“ (Saif, 2008). NajcesSce obole pili¢i uzrasta od 2. do 6. nedelje,
mada se bolest zapaza i kod starije Zivine uzrasta od 22. do 30. nedelja (Wilson i
sar., 2005). Clostridium perfringens, podeljen je u 6 tipova (A, B, C, D, EiF), ana
osnovu proizvodnje i izlu€ivanja glavnih toksina a, 8, € i 1. Medutim, u poslednje
vreme otkriveni su novi tokisni (NetB, Beta2 i TpeL) kojima se pridaje znacaj u pa-
togenezi ove bolesti (Shojadoost i sar., 2012). U patologiji zivine znacajnu ulogu
imaju tip Ai C, stim da je tip A najcesci patogen.

Infekcija Clostridium perfringens nastaje preko digestivnog sistema. Obzi-
rom da je Clostridium perfringens deo saprofitske mikroflore intestinalnog sistema
zdrave zivine, pod odredenim uslovima oboljenje moze da bude prouzrokovano i
endogeno. Inace, pojava bolesti ¢esto je povezana sa promenom i prekomernim
unosom hrane. Predisponirajuéi faktor za pojavu bolesti je prekomerno unoSe-
nje zitarica (raz, je€am, pSenica), ribljeg i mesnog brasna i braSna od perja (Kald-
husdal, 2000; Drew i sar., 2003). Nastanak bolesti pospeSuju i crevne parazitoze,
kokcidioza i askaridioza (Keyburn i sar., 2006). Isto tako, primena antibakterijskih
medikamenata povecava rizik za razvoj oboljenja (Yang i sar., 2009; Keyburn i
sar., 2010). U svim ovim sluCajevima nastaje poremecaj ravnoteze saprofitske
crevne mikroflore, tj. stimuliSe se proliferacija klostridija u intestinalnom sistemu,
koji produkuju velike koli€ine toksina odgovornih za patogenost.

Cilj rada bio je da se ispitaju patomorfoloske karakteristike, intenzitet i dis-
tribucija kao i etiologija nekroticnog enteritisa kod roditelja brojlera starosti petn-
aest nedelja.

Materijal i metode rada / Material and methods

U ovom radu ispitani su leSevi 8 koka i 7 petlova teSkih roditelja proveni-
jencije COBB 500, starosti petnaest nedelja. Uginula Zivina poreklom je sa farme
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iz centralne Srbije, gde je dnevno uginuc¢e u petnaestoj nedelji odgoja prevazi-
lazila vrednost tehnoloSkog normativa. Jato od 11720 jedinki je odgajano u pod-
nom sistemu, i hranjeno kompletnom krmnom smeSom sa udelom p$enice 10,8%
i pSenic¢nih mekinja 18,0%. Posle izvrSene obdukcije, za histopatolosko, bakte-
riolodko i molekularno ispitivanje uzeti su uzorci promenjenih delova jejunuma,
crevni sadrzaja i deo jetre. Uzorci jetre i jejunum za histopatolo$ki pregeled fik-
sirani su u 10% puferizovanom formalinu, procesovani standardnim postupkom,
i uklopljeni u parafinske blokove. Parafinski ise€ci tkiva debljine 5 ym bojeni su
hematoksilin-eozin (HE) i Brown i Brenn metodom. Uzorci razmaza sluznice
promenjenih delova tankih creva mikroskopski su pregledani na prisustvo kok-
cidija. Promenjeni delovi tankih creva sa sadrZzajem zasejani su na Zeissler agar
(bioMérieux) i na Tarozzi bujon (bioMérieux) pod anaerobnim uslovima, 48h na
temperaturi od 37°C u svrhu izolacije infektivhog agensa. Uzorci su istovremeno
zasejani i na krvni agar sa 5% ove¢ije krvi pod aerobnim uslovima, 24h na 37°C. Za
izolaciju Salmonella spp. uzorci su stavljeni u rastvor za predobogacenje, inkubi-
rani 18h na 37°C u puferizvanoj peptonskoj vodi (BPW; HiMedia). Za molekular-
nu tipizaciju tokisna Clostridium perfringens kori§¢en je multiplex PCR (Qiagen), i
prajmeri (Applied Biosystem) kao $to je opisao Van Asten i sar. (2009).

Rezultati i diskusija / Results and Discussion

Spoljasnjim pregledom 5 leSeva koka i 3 leSa petla ustanovljene su ane-
mija kreste, podbradnjaka i koze obraza. Kod 3 koke i 4 petla, u ovim regijama
manifestno je i ikteri€no prebojavanje, odnosno impregnacija tkiva zu¢nim boja-
ma (slika 1). Nastalo prebojavanje koze, moze da se objasni ve¢im prisustvom
sadrzaja proteina i kolagenih vlakana u ovoj telesnoj regiji (PeriSi¢ i sar., 1980).
Povecanje koncentracije zucnih boja u krvi zivine nastaje zbog hemolitickog de-
lovanja alfatoksina Clostridium perfrigens tip A, koji vrsi hidrolizu supstanci neo-
phodnih za o€uvanje inegriteta ¢elijskih membrana. Kod svih obdukovanih leSe-
va, u otvorenoj pleuroperitonealnoj Supljini ve¢ in situ jasno su uodljivi promenjeni
delovi tankih creva. Jejunum je celom svojom duzinom izrazito dilatiran i fragilan,
zid je plavo-sive boje sa diseminiranim subseroznim punktiformnim krvnim ek-
stravazatima tako da ima izgled creva inficiranog kokcidijama. Ovakva situiranost
i distribucija inflamatornog procesa moze da se uporedi sa promenama nastalim
kod kokcidioze izazvane Eimeria necatrix (Knezevi¢ i Mateji¢, 1996; Williams,
2005). Prilikom otvaranja jejunuma iz lumena je izlazio polute¢ni sadrzaj u ko-
jem plivaju krvni koagulumi i krpi¢asti delovi nekroti€ne mukoze. Sli¢ne nekroti¢ne
promene u tankom crevu opisuje i Pattison (2002) koji ih ¢ak gradualno diferenci-
ra na osnovu njihove debljine. Nekad, nekroti¢éne promene dosezu i dublje, kada
se vide preko seroze, a u tom slu€aju ponekad se razvija i peritonitis (Knezevic¢
i Mateji¢, 1996; Pattison, 2002). U nekim segmentima creva ovaj polute¢ni sa-
drzaj pomesan je sa mehuri¢ima gasa, $to mu daje penusav izgled (slika 2). Nasi
rezultati odgovaraju nalazima Vissiennon i sar. (1996) koji su opisali morfoloSke
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promene kod pili¢a starih 26 dana, a koji su bili vestacki inficirani Clostridium per-
frigens tip A, u koncentraciji od 5x108 CFU. Medutim, ovakve intestinalne alteracije
nisu zapazene u nasem ispitivanom materijalu. Zasto je jejunum kod ove tokso-in-
fekcije ciljni organ? Razlog verovatno treba traziti u visokoj koncentraciji bakteri-
je Clostridium perfringens u jejunumu i paralitickom delovanju alfa toksina, slicno
kao i kod nekroticnog enteritisa prasadi na sisi (nepublikovani rezultati). Ovom
misljenju idu u prilog i rezultati Cross i sar. (2003) koji su ustanovili da prisustvo
Clostridium perfringens u sadrzaju tankog creva (koncentracija 10%/g) povecava
moguénost nastanka nekrotiCnog enteritisa kod Zivine. PSenica preko svojih ne-
skrobnih polisaharida favorizuje intestinalnu proliferaciju Clostridium perfringens
kod zivine (Kalhusdal, 2000; Drew i sar., 2003). Imajuci ovo u vidu, misljenja smo
da su pSenica i pSeni¢ne mekinje (udeo od 28,0%) u sastavu kompletne krmne
smesSe kojom su hranjeni teski roditelji, imali uticaja na proliferaciju Clostridium
perfringens tipa A i nastanak hemoragi¢no-nekroti¢nog enteritisa. Obilna intralu-
minalna krvavljenja sa nastankom krvnih ugruSaka posledica su povecane per-
meabilnosti krvnih sudova na koje deluje alfa toksin (Pattison, 2002; Loveland i
sar., 2004; Wilson i sar., 2005). Krvni ugrusak nastao na ovaj nacin, i u ovakvom
obimu, moZe da prouzrokuje opturacione stenoze creva i posthemoragi¢ne ishe-
mije koje su vidljive na koZi glave.

Slika 1. Ikteriéno prebojavanje glave i podbradnjaka /
Picture 1. Icteric staining of head and podbradnjak

Mikroskopskim pregledom iseCaka tkiva jejunuma, bojenih HE metodom
zapazena je difuzna nekroza crevnih resica. Crevne resice su destruisane i pret-
vorene u eozinofilnu bestrukturnu masu. Pored toga, uo¢ava se i edem submu-
koze, kongestija kapilara i krvni ekstravazati u mukozi, kao i infiltracija neutrofilnih
granulocita u lamini propriji. Navedene mikroskopske alteracije oslikavaju hemo-
ragi¢no-nekroti¢ni enteritis (slika 3).
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Slika 2. Jejunum — krvni koagulumi i krpi¢asti delovi nekrotiéne mukoze sa penusavim
crevnim sadrZzajem /
Picture 2. Jejunum - blood coagulums and patches of necrotic mucosa with foamy intestinal contents

Slika 3. Jejunum — edem submukoze, kongestija kapilara i krvni ekstravazati u mukozi,
kao i neutrofilna infiltracija u lamini propriji (HE, X200)

Picture 3. Jejunum - submucose oedema, capillary congestion and blood extravasates in mucosa, as well as neu-
trophilic infiltration in lamina propria (HE, X200)

U tkivnim iseCcima jetre uoCena su multifokalna, polimorfna nekroti¢na og-
njista, u kojima se ne raspoznaje normalna histostruktura. Mikroskopskim pregle-
dom ise€aka jejunuma bojeni Brown i Brenn metodom, za dokaz prisustva bak-
terija, ustanovljene su kolonije bakterija u distalnim delovima submukoze, blize
tunici muskularis (slika 4). Kolonije €ini veliki broj plavo obojenih Stapi¢astih bak-
terija od kojih su mnoge sa slikom medusobne konglutinacije. Mikroskopske nala-
ze, sline ovim, opisuju i drugi autori (Loveland i sar., 2001). Nasi rezultati dobije-
ni morfoloskim ispitivanjima proSiruju ranije opisane nalaze i obezbeduju sigurno
postavljanje dijagnoze hemoragi¢no-nekroticnog enteritisa kod Zivine.

BakterioloSkim ispitivanjem u anaerobnim uslovima nakon 24 h inkubacije
na temperaturi od 37°C, na Zeissler agaru izrasle su konveksne, sivkaste kolonije,
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zaobljenih rubova i pre¢nika oko 1 mm. Oko kolonija formirana je dvostruka zona
hemolize. U mikroskopskom preparatu uo¢eni su Gram-pozitivni Stapici. Na osno-
vu mikroskopskih i kulturelnih osobina i biohemijske aktivnosti izolovana kultura
identifikovana je kao Clostridium perfringens. U aerobnim uslovima izrasle bak-
terije tipi¢ne su za fizioloSku crevnu mikrofloru (E. coli).

Slika 4. Jejunum — bakterijske kolonije u distalnim delovima submukoze, blize tunici
muskularis (Brown & Brenn metoda bojenja, X400) /

Picture 4. Jejunum - bacterial colonies in distal parts of submucosa, close to tunica muscularis (Brown & Brenn
coloring method, X400)

Primenom multiplex PCR dobijeni izolat je genotipiziran kao Clostridium per-
fringens tip A.

Zakljuéak / Conclusion

Na osnovu rezultata patomorfoloskih, bakterioloskih i molekularnih ispitiva-
nja moze da se zakljudi:
» Infekcija Clostridium perfringens tipa A kod teskih roditelja brojlera starosti pet-
naest nedelja, proti€e sa slikom difuznog hemoragi¢no-nekroti¢nog jejunitisa.
» Uzro¢nik ove tokso-infekcije duboko penetrira u tkivo jejunuma, i jasno se
uocava primenom metode bojenja po Brown i Brenn-u.
* U ovom nasem ispitivanju, verujemo da su pS$enica i njene mekinje bile fa-
vorizujuéi faktor proliferacije Clostridium perfringens tipa A u jejunumu teskih
roditelja.
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ENGLISH '

HAEMORRHAGIC-NECROTIC ENTERITIS IN HEAVY BREEDS BROILERS

N.Jezdimirovic, B.Kureljusic, V.lvetic, Jasna Kureljusic, DJ.Cvetojevic, Danka
Maslic-Strizak, O.Radanovic, Milanka Jezdimirovic

The aim of the investigation was to determine the influence of Clostridium perfringens
type A on the development of pathomorphological substrate, its intensity and distribution in
fifteen weeks old heavy breeds broilers. The investigation was carried out on corpses of 8
hens and 7 roosters of heavy breeds of provenance COBB 500. After the completion of the
autopsy, samples of altered parts of jejunum and liver were taken for histopathological ex-
amination, and jejunum intestinal contents for bacteriological examination.

In all the corpses, in open pleuroperitoneal cavity, even in situ, an altered part of jeju-
num can be noticed. It was extremely dilated the entire length, and its wall was bluish-gray
with disseminated subserous punctiform blood extravasates. When opened, semi-liquid
content with blood coagulums and patches of necrotic mucosa went out of it. By micro-
scopic examination of small intestine tissue cuttings, colored by HE method, there was ob-
served a diffuse necrosis of intestinal villi. They were desroyed and replaced by eosinophil-
ic structureless mass. Furthermore, there could be noticed submucose oedema, capillary
congestion and blood extravasates in mucosa, as well as infiltration of neutrophilic gran-
ulocytes in lamina propria. These microscopic alterations reflect hemorrhagic necrotic en-
teritis. By microscopic examining of small intestine cuttings colored according to Brown &
Brenn method, colonies of bacteria in distal parts of the submucosa were found out.

Using bacteriological tests in anaerobic conditions, there was isolated a culture iden-
tified as Clostridium perfringens. After applying of multiplex PCR, the obtained isolate was
genotyped as Clostridium perfringens type A.

On the basis of pathomorphological, bacteriological and molecular examinations, it
can be concluded that the infection of heavy breeds with Clostridium perfringens type A is
manifested by appearance of haemorrhagic-necrotic jejunitis, that the causer penetrates
deeply into jejunum tissue and that wheat and wheat bran were a favoring factor for prolif-
eration of the etiological agent.

Key words: heavy breeds broilers, haemorrhagic-necrotic enteritis, Clostridium per-
fringens type A

PYCCKWUMA '

FEMOPPATMYECKU-HEKPOTUYECKUW SHTEPUT Y POOUTENBCKOIO CTAOA
TAXENbIX NOPOO

H. EagumupoBuy, B. Kypentowuny, B. UBeTuuy, AcHa Kypentowny, [x. LiBeTtoeBuy,
DaHka Macnuuy-Ctpuxak, O. PagaHoBuy, MunaHka EagumupoBuy

Llenbto nccnepoBaHuto 6eino onpeaenenvne snusHus Clostridium perfringens Tuna

A Ha pasBUTUE NaToMOpdONorMyeckoro cybeTpaTa, UHTEHCUBHOCTL M pacnpocTpaHeHne
B pPOAMTENIbCKOM CTade TshKerbIX Nopod B Bo3pacTe nATHaduat Hegenb. ccnenosaHue
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NpoBedeHO Ha Tpynax 8 Kyp u 7 NeTyxoB poaMTENbCKOrO cTada TsXemnblX Nopof Kpocca
COBB 500. lNocne npoBedeHHOrO BCKPLITUSA AM1S TMCTONATONOrMYECKOro uccrnegoBaHus
B3ATbl 06pa3ubl NU3MEHEHHbIX Y4ACTKOB TOLLEN KULLKM 1 neyYeHu, a ans 6akrepuonornye-
CKOrO 1 MOINEKYNSAPHOro NCCrneoBaHUs COOEPXKMMOE TOLLEN KULLIKU.

Y BCex TPynoB B OTKPbITOW MMEeBPO-NEPUTOHEArNbLHOWM NOMOCTH yxxe in Situ obHapy-
KMBAETCA U3MEHEHHbBIV Y4acToK ToLen kuwku. OHa 3amMeTHO pacluMpeHa Ha BceM npoTsi-
XEeHWU, a ee CTeHKa C1HEeBaTO-Ceporo LBeTa C ANCCEMUHUPOBAHHbBIMU Cy6Cepo3HbIMU TO-
YeYHbIM KPOBOM3NUAHUAMMU. [py ero OTKPbITUM 13 NPOTOKA BbIAENANOCH NOMY>XUAKOEe CO-
OepXMMOoe CO CrycTkamu KpOBW 1 OOpPbIBKA HEKPOTU3MPOBAHHOW Cnn3nctom. MNpu Mukpo-
CKOMMYECKOM MCCIefoBaHNM CPe30B TKaHU TOHKOIO KMLLEYHMKA, OKpaLlleHHbIX MO MeToay
HE, o6HapyxeH anddy3HbIN HEKPO3 KULLEYHBLIX BOPCMHOK. OHM OeCTPYKTYpMpPOBaHbI 1 3a-
MeHeHbl 6eCCTPYKTYpHOW 303MHOdMNBbHON Maccoi. Kpome Toro, oTMeyeH oTek NoACnnan-
CTOW, KanunNspHbIA 3aCTOM U KPOBSIHbIE 3KCTpaBa3saThl B CIM3NCTON, a Takke MHunsTpa-
LUnst HEUTPOMUMbHBIX rPaHyNoLMTOB B MMACTMHKY CNM3UCTON. YKa3aHHble MUKPOCKONuYe-
CKve anbTepaummn AarT KapTUHY reMopparnyecku-HekpoTUYecKoro aHTepuTa. MNpu Mukpo-
CKOMMYECKOM MCCreAoBaHNM CPe30B TOHKOMO KMLLEYHMKA, OKpaLLeHHbIX MeTogom Brown &
Brenn, ycTaHOBNEHO Hannyne KornoHunm 6akTepuii B AUCTanbHbIX y4acTkax NoAcnn3ncTon.

[Mpun BakTepronornyeckoM nccneqoBaHMn B aHa3pOOHbIX YCIOBUSAX BblaeneHa Kyrb-
Typa, vaeHTuduumpoBaHHaa kak Clostridium perfringens. lNonyyYeHHbIR npy NoMoLm
multiplex PCR n3onaT reHotunuposaH kak Clostridium perfringens tun A.

Ha ocHoBe nmatomopdonornyeckmx, 6akTepronormyecknx U MonekynsipHbIX nccne-
OOBaHWUA MOXHO caenaTtb BbIBOA O TOM, YTO MH(PEKUNUsI pOaUTENbCKOro ctaga TsXkKerbixX
nopog Clostridium perfringens Trna A npoTekaeT ¢ kKapTUHON AU dPY3HOro remopparmye-
CKMN-HEKPOTMYECKOTrO 3HTEPUTA, YTO BO3OYAMTENb NPOHUKAET rIyOOKO B TKAHU TOLLEN KULL-
KW, @ TaKKe YTO MNIEeHULA 1 MEeHNYHble OTPYOu cTtanu hakTopom, 6naronpuaTCTBYHOLLMM
NPOHVMKHOBEHWIO 3TMOSIOrMYECKOro areHTa.

KrntoueBble crioBa: poAMTEnbCKOe CTafo TSHKENbIX Nopoa, reMopparmyecku-HekpoTu-
yeckuin aHTepuT, Clostridium perfringens tun A
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