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“Institute of Biophysics and Biomedical Engineering,
Bulgarian Academy of Sciences, Sofia, Bulgaria

Abstract

The aim of the study is determination of the BHV 1 incidence among
the bovine population in Bulgaria by using various ELISA tests for antibody
detection and different methods for proving viral antigen. Commercial di-
agnostic ELISA kits were used for screening as well as for confirmation of
the antibodies. Serological examination encompassed 2973 serum samples
from bovine population in Bulgaria (cattle, calves and bulls) originating
from 21 country regions. Total 408 cattle and 150 bulls’ samples originating
from artificial insemination centers (AIC), commune and private farms
from 21 country regions were subjected to virology testing. Identification
of isolated viruses was performed using conventional and nested PCRs for
BHV 1 gB gene detection. The percentage of positively reacting cattle sera
were significantly (p < 0.001) higher (38.3%) then that of bulls (29.3%) after
ELISA testing of 2240 cattle serum samples and 733 bulls’ sera. Seven stra-
ins with BHV 1 characteristics were isolated from Dobrich, Lovech - 2 stra-
ins, Plovdiv, Targovishte, Pazardjik and Svishtov regions after cultivation
408 samples from cattle and calves (buffy coats, nasal, eyes, vaginal swabs,
tissues and organs) on cell cultures. Three BHV 1 strains were isolated from
Sliven, Shumen and Blagoevgrad regions after examining 150 bulls’ samples
(nasal, eyes, preputial, semen samples and bufty coats). Confirmation of vi-
rus isolation was accomplished using PCR gB gene based primers (amplified
478 bp) The amplicons from 3 bulls isolated strains with the same size and
location as the referent Oxford strain were observed. After performance of
nested PCR for gB gen, products with size of 385 bp were obtained in all
samples as well as in the referent Oxford strain.

Key words: BHV-1, Bulgaria, serum, tissues, swabs
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DISTRIBUCIJA BOVINOG HERPESVIRUSA
1 U POPULACIJI GOVEDA I BIKOVA 1Z
CENTARA ZA VESTACKO OSEMENJAVANJE
I PRIVATNIH FARMI U BUGARSKO]J

Raiko Peshev', Lilly Christova*
Kratak sadrzaj

Cilj ovog rada je odredjivanje incidence BHV1 u populaciji govead u
Bugarskoj primenom razlic¢itih vrsta ELISA testova za detekciju antitela i
razli¢itih metoda za dokazivanje prisustva virusnih antigena. Komercijalni
ELISA dijagnosticki kitovi su primenjeni kako za skrining tako i za konfir-
maciju prisustva antitela. Serolosko ispitivanje obuhvatilo je 2973 uzoraka
seruma dobijenih od populacije goveda iz 21 regiona u Bugarskoj (goveda,
telad i bikovi). virusoloska analiza obuhvatioa je ukupno 408 uzoraka do-
bijenih od goveda i 150 uzoraka dobijenih od bikova iz centara za vestacko
osemenjavanje, drzavnih i privatnih farmi iz 21 regiona u zemlji. Za identi-
fikaciju izolovanih virusa kori¢ene su konvencionalne i nested PCR metode
za detekciju 1 gB gena. Analiza 2240 uzoraka seruma dobijenih iz popula-
cije goveda i 733 uzorka od bikova pomoc¢u ELISA metode pokazala je da
je procenat pozivnih reakcija seruma goveda bio znacajno (p < 0,001) visi
(38,3%) nego kod bikova (29,3%)

Sedam sojeva sa karakteristikama BHV1 izolovano je u oblastima Do-
brich, Lovech - 2 soja, u regionima Plovdiv, Targovishte, Pazardjik i Svis-
htov nakon kultivacije 408 uzoraka od goveda i teladi na ¢elijskim kultu-
rama (sloj nataloZenih leukocita i trombocita — buffy coat, nazalni bris,
bris oka, vaginalni brisevi, tkiva i organi). Tri soja BHV1 izolovana su u
oblastima Sliven, Shumen i Blagoevgrad nakon ispitivanja 150 uzoraka od
bikova (nazalni brisevi, bris oka, prepucijuma, uzorci sperme i buffy coat).
Konfirmacija izolacije virusa vr$ena je pomo¢u PCR metode sa prajmerima
za multiplikaciju gB gena veli¢ine 478 bp. Uoceni su amplikoni sojeva izo-
lovanih od 3 bika, iste veli¢ine i lokacije kao i referentni soj Oxford. Nakon
nested PCR za gB gen, dobijen je proizvod veli¢ine 385 bp u svim uzorcima,
kao i u referentnom soju Oxford.

Kljucne reci: BHV-1, Bugarska, serum, tkiva, brisevi

Bovine herpesvirus 1 (BHV 1) belongs to the subfamily alpha herpesvirinae,
genus varicellovirus of the family Herpesviridae (Roizman et al. 2001) and
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has a narrow specter of hosts in comparison with other representatives of this
subfamily having broad range of hosts. A range of clinical signs are observed,
depending on the virus introduction and BHV 1 infection route - infectious
bovine rhinotracheitis (IBR), infectious pustular vulvovaginitis (IPV), infectious
pustular balanopostitis in bulls (IPB) (Gibbs and Rweyemamu, 1977).

BHYV 1 infection is initially manifested as a venereal form affecting genital
tract in cattle (IPV) and bulls (IPB). IPV infection is characterized by small
pustules on the vulva mucosa and caudal parts of the vagina. In IPB, the clini-
cal symptoms are restricted to the mucosa of the preputium, penis and distal
parts of urethra.

The virus can cross the placenta to infect the fetus and potentially cause the
abortion. It can infect the male genital tract inducing balanopostitis or peno-
postitit. After initial or reactivated infection of bulls, the virus is shed through
the preputium and semen infection occurs in 2 to 7 days (Straub, 1990). The
virus spreading can occur through female animals (so-called vertical transmi-
ssion) (Straub, 1990). The initial period of virus dissemination can prolong
for several weeks and during the initial stage of infection, the virus cannot be
isolated (Huck et al., 1971). Latently infected bulls can re-excrete the virus in
stressful situations (transportation or dexamethasone treatment). The animals
usually do not manifest clinical symptoms and can disseminate the virus over
a long time period, even for years (Bitch, 1978; Pastoret, 1982). After natural
or artificial insemination with the infected semen material for in vitro fer-
tilization, the virus can infect female animals and the risks for national and
international spread of the virus is increasing (Kendrick and Mc Entee, 1967).

Identification of latent virus carriers among the bulls requires adequately
sensitive and specific serological tests. Usually, the serum neutralization tests
(SNT) is used as the gold standard for detecting BHV 1 specific antibodies.
Different laboratories apply diverse SN'T variants. Positive correlation between
duration of serum-virus mixture incubation period and reaction sensitivity is
well established. For example, the serum titers are 16 times higher after 24 h
incubation of the serum-virus mixture as compared with titers after 1 h incu-
bation (Bitch 1978, OIE, 2004). Despite the fact that SNT is highly sensitive
and specific; however, it requires cell cultures and sterile conditions. Moreo-
ver it is time consuming, laborious and cannot be automated. Thus, variants
of ELISA are preferred techniques for detection of BHV 1 antibodies (Van
Oirschot, 2000). Commercially available ELISAs are developed for accomplis-
hing the control and eradication programs and their sensitivity is comparati-
vely studied (Kramps et al., 1993).

Detection, isolation and identification of BHV1 is accomplished by the use
of cell culture and various methods (Wyler et al., 1989): ELISAs with monoclo-
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nal antibodies for antigen detection (Collins et al., 1988) as well as a range of
polymerase chain reactions (PCR) proving gB, gC, gD genes and thymidine ki-
nase (TK) (Wiedmann et al., 1993; Kibenge et al., 1994 and Vilcek et al., 1994).
Highly sensitive PCR determining three to five molecules of BHV-1 in bovi-
ne semen (Engelenburg, 1993) and nested PCR detecting 0.25-2.5 TCID50 of
BHV 1 in bovine semen (Masri et al., 1996) was developed.

The aim of this study is determination of BHV 1 incidence among the bo-
vine population in Bulgaria by using various ELISAs for antibody detection
and different methods for detection of virus antigens

MATERIAL AND METHODS

Serological analysis

Serological examination of 2973 serum samples from bovine population in
Bulgaria (cattle, calf and bulls) originating from 21 country regions was perfor-
med. Blood samples were coagulated, harvested, inactivated at 56°C for 30 min
and subsequently, antibiotics were added. The samples were frozen at -20°C.

Commercial diagnostic ELISA kits were used for screening as well as for
the confirmation of the antibodies (Institute Pourquier, France). The readings
were performed at 450 nm optical density (OD) for both reactions.

The screening reaction is based on specific bounding of the antibodies
from the examined sample to the BHV1 antigen immobilized on the ELISA
microtiter plate. The bound antibodies were detected using the anti bovine
immunglobulin G (IgG) monoclonal antibodies marked by horse-radish pe-
roxidase (HRPO). After addition of chromogen substrate, the presence of
BHV1antibodies in the sample results in specific color reaction indicating the
seropositive result

Minimal mean OD value of positive control 0.350 and proportion betwe-
en mean values for positive and negative controls equal or more than 3.5 was
adoptedas the criteria for reaction validity.

Percentage of positive (S/P) samples was determined by the formula:

OD 450 nm sample - OD 450 nm negative control
Mean OD 450 nm positive control - OD 450 nm negative control
The sera with S/P < 45% were considered negative and with S/P > 55% as

positive to BHV 1 antibodies. Sera with S/P between 45 and 55% were consi-
dered doubtful and were retested after 3-4 weeks.
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Verification of the results obtained in screening test was performed in a
subsequent confirmation test. Wells with BHV 1 antigen and corresponding
wells loaded with control antigen (uninfected cell culture) were used. The sera
samples were filled into the both wells. The results were considered valid if a
minimal mean OD 450 value for positive control was 0.350 (uncorrected) and
the ratio between mean corrected OD 450 value for the positive control and
the negative control was equal or greater than 3.5.

The result was obtained after OD correction using the following equation:

OD OD =0D

BHV1 control corrected

where OD wells coated with the BHV 1 antigen, OD_,

BHV 1 rol uncoated wells

The results were obtained by calculation of sample positive control (S/P)
by the ratio:

Tested samples (OD )

corrected

Positive control (mean OD ____
All samples with S/P < 45% were considered negative, with S/P between 45
and 55% doubtful and with S/P >55% were considered BHV1 positive .

Virus analysis

Total 408 cattle and 150 bulls’ samples originating from artificial insemi-
nation center (AIC), community and private farms from 21 country regions
were analyzed. Bufly coats, nasal, eye, preputial and vaginal swabs, as well as
samples of the semen, tissues and organs from infected animals were treated
by the method of Dilovski et. a.,] (1982) and inoculated onto cell cultures. Pri-
mary rabbit and continuous cell lines from calf kidney - Madin-Darby bovine
kidney (MDBK) were used for isolation and culturing. Eagle minimal essential
medium (E MEM) with Hank’s salts were used as growing and maintenance
medium. Antibiotics penicillin 100 UI/mL, Streptomycin 100 y/mL and 10%
fetal calf serum (FCS) and 2% FCS were added as a growing and maintenan-
ce medium, respectively. Semi-confluent or confluent cell culture monolayers
were inoculated with 0.2 mL of treated specimens and adsorbed for 2 h at 37°C
with exception of bufty coats and semen samples (adsorbed for 1 h at 37°C).
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After absorption, the cell monolayers were washed and maintenance medi-
um was added. The cytopathic effect was determined microscopically 120 h
after inoculation. Three consecutive passages of cell cultures were performed.
Uninfected cell cultures were used as the negative control. The virus titers and
serum neutralization titers were determined by the method described by Di-
lovski et al. (1982).

Conventional PCR was developed for BHV 1 gB gene for the identification
of isolated viruses (Fucsh et al., 1999). Primers gB multiplying part from gB
gen at position 883 - 902 and gB, at position 1341 - 1360 amplifying product
with 478 bp size were used. Nested PCR multiplying BHV 1 gB gen was per-
formed with nested primers gB N, at position 899 - 918 and gB N, at position
1264 - 1283 creating the product with 385 bp size. The strains DNA isolated
from the infected cell cultures and DNA of referent BHV 1 were subjected to
electrophoresis in 2% agarose-gel containing (1mg/mL) ethidium bromide.
The electrophoresis was carried out at 120 V for 45 min in 0.5 TBE buffer
(0.045 M Tris borate, 0.001 M EDTA pH 8.6). As positive and negative con-
trols, the referent BHV 1 Oxford strain and uninfected MDBK cells were used,
respectively. To control the contamination, sterile distilled deionized water
was added instead of DNA.

RESULTS

The percentage of positive sera after using the confirmatory test was insi-
gnificantly (p>0.05) higher than that in the screening test.

Analysis using ELISA revealed that out of 2240 serum samples from bo-
vine population and 733 from bulls the rate of positive cattle serums (38.3%)
was significantly higher(p < 0.001) then that of the bulls (29.3%) (fig.1).
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Fig.1. The percent distribution of positive cows and bulls samples after investigation
by ELISA confirmatory test.

The percentage of positively reacting cattle and calf serums for diffe-
rent regions varied between 50 and 70%: Dobrich (72.9%), Burgas (72.2%),
Pernik (67.6), Haskovo (66.1%), Lovech (63.0%), Shumen (54.7%) Plovdiv
(54.1%); between 30 and 50% Sliven (47.5%), Razgrad (47.4%), Blagoevgrad
(42.5%), Montana (36.9%), Targovishte (35.8%), Sofia (35.5%), V. Tarnovo
(33.3%), and below 30% Smolian (26.5%), Gabrovo (15.6%), Yambol(14.5%),
St. Zagora (12.1%).

The percentage of positively reacting bulls’ sera were as following: Pernik
(70.0%), Yambol (63.6%), Montana (62.5%), followed by Sofia region (55.2%),
Pazardjik (53.2%) Varna (50.9%), Burgas (50.0%), ranged between 30 and 50%
in Haskovo, Blagoevgrad, Shumen and Smolian regions and below 30% in Ga-
brovo, Sliven, Dobrich and St. Zagora regions.

The mean optical density of sera samples for cows and calves from 16 re-
gions varied between (26.4% and 44.3%). For bulls’ samples from the same
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regions the mean optical density ranged between (87.1% and 147.6%). The
significantly highest (p<0.01) OD rate was established in bulls from Smolian,
Lovech, Pernik, Varna and Pazardjik regions. In the other investigated regions,
the percent was between 65% and 96% (tablel).

Table 1. The mean OD percent positivity (%) for investigated cows and bulls for 16
country regions.

. Optical densities percent positivity (%)

Country regions Cows Bulls
1. Haskovo 36.2 101.34
2. Pazardjik 333 100.37
3.Pernik 29.65 112.34
4. Yambol 41.34 76.27
5. Sofia 35.62 64.33
6. Sofia district 33.79 87.67
7. Burgas 23.93 84.37
8. Gabrovo 29.39 94.31
9. Montana 35.1 98.31
10. Dobrich 35.64 93.18
11. Blagoevgrad 36.87 89.64
12. Smolian 28.47 147.63
13. Shumen 38.83 93.6
14. Lovech 37.71 103.94
15. Sliven 26.35 87.12
16. St. Zagora 37.81 96.39

Proportional distribution of positively reacting cattle and calf serums was
significantly (p<0.01) higher than that of the bulls in all years of investigation,
except for 2009 and 2011 (fig.2).
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Fig. 2.The percent distribution of positively reacted bovines for eight years. With * are
marked statistically significant differences (p<0,01) between cattle and bulls.

After cultivating 408 samples originating from cattle and calves (buffy co-
ats, nasal, eye, vaginal swabs, tissues and organs) on cell culture , seven strains
manifesting BHV 1 properties were isolated from Dobrich, Lovech - 2 strains,
Plovdiv, Targovishte, Pazardjik and Svishtov regions.

Three BHV 1 strains were isolated from Sliven, Shumen and Blagoevgrad
regions after examining 150 bulls’ samples (nasal, eye, preputial, semen sam-
ples and bufty coats).

The morphological characteristics were typical for BHV 1. In primary and
permanent cell cultures, the cytopathic effect was visible 12 h after inoculation.
Rounding and detachment of cell cultures were advanced 18-20 h later, and
the number and space of clusters with damaged cells increased and vacuola-
tion and granulation of cells were evident. A lot of spherical cells undergoing
ballooning degeneration linked with cytoplasmic bridges and progressive de-
tachment of cells after 72 h were visible. Single degenerating cells and full cell
detachment 96-120 h after inoculation were observed.

Confirmation of virus isolation was accomplished using PCR gB gene ba-
sed primers (amplified 478 bp) The amplicons from 3 bulls isolated strains with
the same size and location as the referent Oxford strain were observed. After
performing nested PCR for gB gen, products 385 bp in size were obtained in
all samples as well as in the referent Oxford strain. Virus amplification was
established neither in uninfected MDBK cells nor in sterile distilled water,
which were used as negative controls in conventional and nested PCRs (fig. 3).

11
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Fig 3. PCR proving DNA from 3 bulls isolates and referent Oxford strain with primers
multiplying gB gen and nested PCR for the same samples. M — molecular size marker
1 kb ladder; lane 1 - isolate N 1, lane 2 - isolate N 2, lane 3 - isolate N 3, lane 4 - Oxford
strain — gB gen; lane 5- isolate N 1, lane 6 - isolate N 2, lane 7- isolate N 3, lane 8 -
Oxford strain - gB gen nested PCR, lane 9 - control uninfected MDBK cells, lane 10
- negative control distilled water.

DISCUSSION

In the last years, ruminants’ population in Bulgaria has been decreasing
dramatically and the number of animals on small private farms ranges between
2 and 5, while the number of animals on big farms is 100-200. Changes in the
breeding system resulted in changes of the epizootological situation in Bulga-
ria. Results on seroprevalence in some regions indicate that BHV 1 infection is
widespread in bovine population. In our previous investigation, we established
the prevalence of infection in different country regions being 16-33% (Peshev

12
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et al., 2009) whereas in the current investigation revealed a higher incidence
rate (38.3%). Most probably, the reason for that is application of more sensitive
ELISAs in current research than in the previous one.

Newly designed indirect BHV 1 ELISA method that we have applied for
this screening is based on monoclonal antibodies with higher specificity and
sensitivity, and the results can be compared with the data obtained by gB bloc-
king ELISA or serum neutralization test (Beer et al., 2003; Isa et al., 2003).
Most of the blocking and competitive reactions proving BHV 1 antibodies in
infected or vaccinated animals are based on monoclonal antibodies created
against epitopes of BHV 1 gB glycoprotein. This protein is essential for BHV 1
and is highly immunogenic for infected animals. We obtained higher percen-
tage of positive serums (cattle, calf and bulls) than in the screening test because
of the using highly sensitive confirmative ELISA . Higher sensitivity of this
ELISA is due to the using of corrected OD (subtraction of control uninfected
cell culture OD values). It can be concluded that the use of more sensitive con-
firming ELISA is mandatory for such epidemiological studies.

The BHV 1 infection is easily spread from animal to animal via the respi-
ratory or reproductive transmission route, since after native or artificial inse-
mination semen samples are potential source of BHV 1 infection (Guerin et al.
1993). Contaminated semen samples are potential threat to bovine populati-
on because BHV 1 can cause infectious pustular vulvovaginitis, endometritis,
short estrus cycles, repeat breeding, abortion in cows and balanopostitis in
susceptible bulls (Schultz and Sheffy, 1980). The virus in semen participates
in seminal fluids, non-sperm cells and is adsorbed on spermatozoa (Engele-
nburg et al. 1993). The cryoprotected semen in AIC is harvested at - 196°C and
distributed to other country regions and farms. The distribution rate of IBR
infection determined in this research is lower in regions where the number of
positive bulls is also lower. The bulls can spread the virus during clinical and
subclinical infection. In that respect, regular testing and control of such ani-
mals is of crucial importance.

The specific humoral immune response to BHV 1 is the result of viral in-
fection and the specific antibody titers can persist for several years (Kashooek
et al., 1996). In our research, we established high percentage of serologically
positive cows in seven regions, with an average rate of OD positivity varying
between 26 and 44%, which can be as attributed to a recent BHV 1 infection.
After examining the bulls originating from the same regions, we established
three to four times higher average percentage of OD positive results, which
strongly indicates the circulation of active BHV 1 infection among bulls’ po-
pulation.

13
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The virus isolation test on different cell culture is frequently used and is
adopted as a gold standard for sensitive and specific BHV 1 detection (Edwar-
ds et al., 1983; Brunner et al., 1998). Analytical sensitivity of virus isolation
varied between <1 TCID, to 5 TCID _ /mL. BHV1 antigen can be determined
by direct or indirect immunofluorescent tests or by enzyme immune test for
antigen detection. Both immunofluorescence reactions exhibit lower sensiti-
vity as compared to the enzyme immune methods (Collins et al., 1988). We
used cell cultures for BHV 1 isolation and the highly sensitive ELISA, classical
and nested PCRs for the confirmation of isolated BHV 1. Seven newly isolated
strains from cows and three from bulls are an evidence for broad spreading of
BHV 1 in bovine population in Bulgaria

Health status of animals depends on the raising system and the financial
capacity of owners to implement the control and immunoprophylactic mea-
sures. The situation with BHV 1 distribution in different European countries
is variable. The herd prevalence ranges from 10 to 80%. In Portugal, the preva-
lence is 47.2%, in dairy herds in Italy from 61 to 84%, for beef herds 59% and
for mixed herds 89%. In Spain, the prevalence is between 38.4% and 50.4%
Eiras et al. (2009). In Belgium, the positivity rate for dairy herds is 35%, for
beef cows 31% and for mixed herds 43% (Boelaert et al. 2000). In Lithuania,
using the Pourquier (ELISA IBR-IPV gB glycoprotein antibodies) the seropre-
valence rate was established to be 33.86% for cows, 8.77% for heifers and 1.69%
for bulls, whereas the average percentage is 14.01%.

Different European countries apply diverse strategies of BHV 1 control and
eradication. In some countries, the disease is eradicated by testing and remo-
ving of positive animals. This is an expensive method and it is economically re-
asonable only at low level of virus infection in premises. In other countries, the
protection against disease is carried out by intensive immunization programs
using conventional inactivated, attenuated and gene-deleted vaccines. By the
fact that the percent of infected animals in Bulgaria is high, the method for
testing and removing is economically unprofitable. In Netherlands and Ger-
many, disease control is accomplished using so-called DIVA strategy (diffe-
rentiating infected from vaccinated animals) applying gene deleted vaccines
and specially created tests discriminating infected from vaccinated animals. In
conditions of broad distribution of infection, as in our country, this strategy
can be used, and when the percentage of positive animals decreases to mini-
mum, other positive animals can be removed from the farms. Animals impor-
ted from countries eradicating BHV 1 have to be vaccinated against BHV 1 on
their farms of origin or during obligatory quarantine in the accepting country.

14
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CONCLUSION

1. Incidence of BHV 1 infection among bovine population in Bulgaria is high
(38.8%), which has been proved by an analysis of serum samples from 27
country regions using ELISA screening and confirmatory tests.

2. 'The use of more sensitive confirming ELISA is obligatory for epidemiolo-
gical studies.

3. Immunoprophylactic measures against BHV 1 have to be implemented in
both breeding animals and bulls.
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KOMPARACIJA METODA ZA DETEKCIJU
MIKROSPORIDIA IZ RODA Nosema KOD
MEDONOSNE PCELE (Apis mellifera)
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Kratak sadrzaj

Dve vrste mikrosporidija roda Nosema uzro¢nici su nozemoze kod
odrasle medonosne pcele: N. apis i N. ceranae. Za postavljanje dijagnoze
i utvrdivanje stepena infekcije koristi se nekoliko mikroskopskih i mole-
kularno-bioloskih metoda. Cilj naseg rada bilo je poredenje pouzdanosti
tradicionalne mikroskopske metode i dve PCR metode: simplex- i duplex-
PCR. Pregledano je ukupno 150 uzoraka pcela. Mikroskopskim pregledom,
obavljenim prema preporukama OIE, prisustvo spora Nosema utvrdeno je
u 68,7% uzoraka. Medutim, simplex-PCR metodom dobijeni su pozitivni
rezultati u svih 150 uzorka (100,0%). Sa druge strane, primenom duplex-
PCR metode infekcija je ustanovljena kod 84,0 %; u svim slucajevima de-
terminisana je vrsta N. ceranae. Veca pouzdanost simplex-PCR metode u
odnosu na mikroskopski pregled, kako u otkrivanju infekcije malog inten-
ziteta, kao i moguénost detekcije vegetativnih oblika nozeme, navodi nas
da preporu¢imo uvodenje simplex-PCR metode kao obavezne za pracenje
stanja pCelinjih drustava na terenu; time bi se postigla rano utvrdivanje pri-
sustva infekcije i blagovremena prevencija njenog $irenja. Specijska iden-
tifikacija mikrosporidija roda Nosema najjednostavnija je i najisplativija
metodom duplex-PCR. Medutim, simplex-PCR ima ve¢u pouzdanost, te
preporucujemo da se uzorci koji su negativni na osnovu mikroskopskog
pegleda i duplex-PCR analize ispitaju i simplex-PCR metodom.

Kljucne reci: Apis mellifera, Nosema sp., mikroskopski pregled, sim-
plex-PCR, duplex-PCR.

" E-mail: zoran@vet.bg.ac.rs
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COMPARISON OF METHODS FOR DETECTION
OF MICROSPORIDIA SPECIES OF THE GENUS

NOSEMA IN HONEY BEES (APIS MELLIFERA)
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Predrag Simeunovic', Nevenka Aleksi¢?, Zoran Stanimirovic'
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Abstract

UvVOD

Two microsporidia species of the Nosema genus cause nosemosis in the
adult honeybee: N. apis and N. ceranae. For diagnostic purposes and the de-
termination of infection level various microscopic and molecular biological
methods are used. The aim of this research was to compare the reliability
of the traditional microscopic assessment and two PCR techniques: sim-
plex- and duplex-PCR. Honey bee samples were taken from 150 colonies.
Microscopic examination, performed according to the recommendations
of the OIE, revealed Nosema spores in 68.67% samples analysed, whilst
with the simplex-PCR method all samples (100.0%) proved positive. On the
other hand, duplex-PCR method used for the identification of Nosema spe-
cies resulted in 84.0% positive samples, all of which were N. ceranae. Our
recommendation of the simplex-PCR method for the monitoring of honey
bees in field conditions is based on its higher reliability than the microsco-
pic assessment in the detection of low-level infections, as well as its potenti-
al for the detection of vegetative Nosema sp. stages; thus the early detection
and timely prevention of Nosema infection would be possible. Nosema spe-
cies identification is simplest and most cost-effective if performed with the
duplex-PCR analysis. However, the simplex-PCR is more reliable, thus, it is
suggested that samples that were negative when assessed with microscopy
and duplex-PCR analysis undergo simplex-PCR.

Key words: Apis mellifera, Nosema sp., microscopic examination, sim-
plex-PCR duplex-PCR.

Mikrosporidije roda Nosema predstavljaju Ceste parazite odraslih pcela
(Higes i sar. 2010). Do danas su opisane dve vrste koje napadaju medonosne
pcele: Nosema apis Zander (1909) i N. ceranae Fries (1996). Kod evropske me-
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donosne pcele (Apis mellifera) parazitiraju obe vrste, a kod azijske (Apis cera-
nae) samo N. ceranae (Fries i sar., 1996). Tokom poslednjih nekoliko godina
otkriveno je da N. ceranae dominira u odnosu na N. apis kod A. mellifera kako
u Srbiji (Stevanovic i sar., 2011) i susednim zemljama (Tapaszti i sar., 2009;
Tlak-Gajger i sar., 2010; Bacandritsos i sar., 2010), tako i $irom sveta (Fries i
sar., 2006; Klee i sar., 2007; Paxton i sar., 2007; Williams i sar., 2008; Giersch
i sar., 2009; Chen i Huang, 2010). Obe vrste inficiraju epitelne Celije srednjeg
creva pcela, mada izvesni podaci ukazuju da se N. ceranae moze nadi i u dru-
gim tkivima (Chen i Huang, 2010).

Pre otkric¢a N. ceranae smatralo se da je jedini uzro¢nik nozemoze vrsta N.
apis (Office International des Epizooties - OIE, 2004). U akutnoj fazi bolest koju
ona prouzrokuje karakterise podrhtavanje pcela radilica, dilatacija abdomena,
prisustvo fecesa na sacu i ispred kosnice, bolesnih ili uginulih p¢ela u njenoj
blizini, zatim smanjenje produkcije legla i velicine pcelinjeg drustva, narocito
u prolece (Bailey, 1955). Nedavno je ovo oboljenje nazvano ,nozemoza tipa
A’ a ono koje izaziva N. ceranae ,,nozemoza tipa C“ (COLOSS, 2009). Utvr-
deno je da se N. ceranae i N. apis bitno razlikuju po epizootiologiji infekcije i
patogenosti (Higes i sar., 2010). Karakteristike nozemoze tipa C jesu odsustvo
sezonalnosti (uzro¢nik moze da se dokaze tokom cele godine) i kontinuirano
uginjavanje pcela (uglavnom izletnica) sa visokim intenzitetom infekcije, $to
dovodi do ociglednih posledica: depopulacija drustva i smanjena produktiv-
nost, a zatim odsustvo klini¢kih simptoma pre uginuca, $to se objasnjava du-
gim periodom inkubacije (Higes i sar., 2008).

Prema rezultatima nekih istrazivanja, N. ceranae moze biti uzrok kolap-
sa pcelinjih drustava (colony collapse disorder - CCD), pojave u kojoj jaka
drustva neobjasnjivo, naizgled iznenada oslabe i najcesc¢e uginu bez ikakvih
vidljivih znakova bolesti (Higes i sar., 2008, 2009). Infekcija vrstom N. ceranae
moze da bude uzrok velikih gubitaka u pcelinjem drustvu (Martin-Hernandez
i sar. 2007; Higes i sar. 2008, 2009). Iz tih razloga znacajno je kontinuirano pra-
¢enje i blagovremeno otkrivanje uzro¢nika (pre nego $to se primete bilo kakvi
problemi), tim pre $to za kontrolu nozemoze za sada nema efikasnog preparata
(Higes i sar. 2010).

U ovom radu uporedivana je pouzdanost standardnog mikroskopskog
pregleda i dveju molekularno-bioloskih metoda u detekciji mikrosporidija
roda Nosema. Molekularne metode detekcije podrazumevaju in vitro klonira-
nje specifi¢nih sekvenci DNK putem reakcije lan¢ane polimerizacije (Polyme-
rase Chain Reaction — PCR). Ispitivana je efikasnost dveju varijanti PCR meto-
de: simplex-PCR (omogucava utvrdivanje prisustva uzroc¢nika) i duplex-PCR
(osim detekcije omogucava i odredivanje vrste nozeme).
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MATERIJAL I METODE RADA
Materijal

Istrazivanjem je obuhvaceno 150 uzoraka pcela Apis mellifera, prikupljenih
sa pcelinjaka na teritoriji Srbije. Uzorkovanje je obavljeno u skladu sa uput-
stvima OIE-a (OIE, 2008). Svaki uzorak je sadrzao 60 odraslih pcela izletnica
sakupljenih sa leta ko$nice.

Mikroskopska detekcija spora nozeme i kvantifikacija stepena infekcije

Mikroskopski pregled uzoraka pcela u cilju utvrdivanja prisustva spora
nozeme obavljen je prema preporukama OIE (2008). Iz svakog uzorka, abdo-
meni 60 pcela macerirani su u 2-3 ml vode i suspenzija zatim pregledana pod
mikroskopom (x400).

Detekcija i determinacija vrste mikrosporidija roda Nosema putem
PCR metoda

Za izolaciju DNK 1 ml homogenizovane suspenzije spora centrifugiran je
5 min. na 16100 g. Dobijeni talog je tretiran te¢nim azotom, zatim izdrobljen
sterilnim tuckom i obraden pomocu seta za izolaciju DNK “DNeasy Plant
Mini Extraction Kit” (Qiagen, Cat. No. 69104).

Koris¢ene su dve PCR metode, simplex-PCR (Stevanovi¢ i sar., 2011) i
duplex-PCR (Martin-Hernandez i sar., 2007). Za sprabljanje PCR mesavine i
programiranje termalnog PCR rezima kori$¢eni su protokoli detaljno opisani
u radu Stevanovié i sar. (2011).

PCR amplifikacije obavljene su u aparatu Mastercycler Personal (Eppen-
dorf) i MultiGene Gradient (Labnet International Inc.). Elektroforetska ana-
liza PCR produkata (4 pl amlifikovane DNK) izvedena je na 1,4% agaroznom
gelu (1xTBE), nakon cega je obavljeno bojenje etidijum-bromidom i vizueli-
zacija pod UV svetlo$¢u. Kao marker za odredivanje veli¢ine traka izrazene u
baznim parovima (bp) koris¢en je komercijalni O’'RangeRuler™ 50bp DNK
ladder (Fermentas).

REZULTATI I DISKUSIJA

Od ukupnog broja analiziranih uzoraka (N=150) mikroskopskim pregle-
dom utvrdeno je prisustvo spora roda Nosema u 103 uzorka (68,7%), dok je
metodom simplex-PCR (Tabela 1, Slika 1) prisustvo mikrosporidija roda No-
sema utvrdeno u svim uzorcima (100,0%), kako u onima koji su na mikro-
skopskom pregledu bili pozitivni, tako i u onima koji su bili negativni (Tabela
1). Medutim, duplex-PCR analizom istih uzoraka, obavljenom radi determi-
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nacije vrste nozeme, infekcija je dokazana u 126 uzoraka (84,0%), a u preosta-
la 24 (16,0%) rezultat je bio negativan (Tabela 1, Slika 2). Uzorci u kojima je
metodom duplex-PCR potvrdena infekcija (N=126) dali su amplikone veli¢ine
218-219 bp, $to znaci da bili zarazeni samo vrstom N. ceranae, dok ni u jed-
nom nisu dobijeni fragmenti duzine 321 bp, sto ukazuje na odsustvo N. apis.
Osim toga, nije zabelezen ni jedan slucaj mesovite infekcija vrstama N. apis/N.
ceranae (Tabela 1).

Za postavljanje dijagnoze infekcije mikrosporidijama iz roda Nosema OIE
nalaze mikroskopski pregled suspenzije dobijene maceriranjem najmanje 60
pcelinjih abdomena u 2-3 ml vode, $to predstavlja relativno malo razblazenje i
omogucava otkrivanje 5% obolelih pcela sa 95% sigurnosti (OIE, 2008). S ob-
zirom da je ova tehnika relativno jeftina i istovremeno veoma pouzdana, moze
da se smatra metodom izbora za postavljanje dijagnoze nozemoze.

U poslednje vreme sve se ¢esce koriste PCR metode za pregled pcela na
prisustvo vrsta mikrosporidija roda Nosema. Medutim, prema vaze¢im prepo-
rukama OIE-a (2008), PCR tehnika se preporucuje samo za utvrdivanje vrste
uzro¢nika (ispitivanje da li je u pitanju N. apis ili N. ceranae) u uzorcima kod
kojih su mikroskopiranjem dokazane spore. Zbog toga je u ovom radu upore-
dena pouzdanost mikroskopskog pregleda i dveju PCR metoda u dijagnostici
nozemoze. Svi uzorci pcela pregledani su svim trima metodama. Koris¢ene
su dve varijante PCR metode: duplex-PCR (Martin-Hernandez i sar., 2007) i
simplex-PCR sa prajmerima nos-16S-fw/rv (Stevanovi¢ i sar., 2011).

S obzirom da je simplex-PCR tehnikom otkriveno prisustvo mikrospo-
ridija roda Nosema u svih 150 analiziranih uzorka, ukljuc¢uju¢i 47 u kojima
mikroskopskom pregledom nije uocena nijedna spora, moze se zakljuciti da
se ovom varijantom PCR metode detektuju i vegetativni oblici nozeme; ovo
je od narocitog znacaja u prvim danima infekcije, kada nema eliminacije spo-
ra, ili je ona vrlo oskudna (Higes i sar., 2007, 2008). Osim toga, simplex-PCR
tehnika kori$¢ena u ovom radu pokazala je vecu efikasnost od real-time PCR
(Bourgeois i sar., 2010) za koju se tvrdi da je veoma senzitivna, jer omogucava
dokazivanje infekcije nozemom i kada je u uzorku prisutna makar jedna spora.
Osim toga, simplex-PCR je daleko brza i manje skupa od real-time PCR tehni-
ke. Simplex-PCR je pokazao visu efikasnost (100,0%) u poredenju sa duplex-
PCR metodom, ¢ija je efikasnost bila 84,0%, $to je u saglasnosti sa prethodno
objavljenim rezultatima (Stevanovic¢ i sar., 2011) prema kojima je efikasnost
duplex-PCR-a bila 82%. Determinacija vrste primenom simplex-PCR nije mo-
guca bez dalje analize koja podrazumeva digestiju amplikona restrikcionim
endonukleazama (PCR-RFLP), ¢ime se dobijaju species-specifi¢ni restrikcioni
fragmenti (Stevanovic i sar., 2011). Medutim, PCR-RFLP je skuplja i zahteva
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vi$e vremena i rada u poredenju sa metodom duplex-PCR. Uprkos tome, uko-
liko je neophodno da ta¢nost rezultata diferencijalne dijagnostike N. apis/N.
ceranae bude 100 %, PCR-RFLP predstavlja metodu izbora.

Zakljucak

Tradicionalna mikroskopska metoda za utvrdivanje prisustva mikros-
poridija roda Nosema (protokol OIE) pokazala je znatno manju pouzdanost
(68,7%) od molekularno-bioloskih metoda detekcije koris¢enih u ovom radu,
¢ija je efikasnost bila 84,0% (duplex-PCR), odnosno 100,0% (simplex-PCR).
Dobijeni rezultati navode nas da preporuc¢imo da se simplex-PCR uvede kao
obavezna metoda za pracenje stanja pcelinjih drustava na terenu sa ciljem $to
ranije detekcije i blagovremene prevencije Sirenja infekcije nozemom (pre
pojave bilo kakvih simptoma). Za potrebe diferencijalne dijagnostike izme-
du infekcije vrstom N. apis i N. ceranae jednostavnija i isplativija metoda je
duplex-PCR, ali je pouzdanija simplex-PCR posle koje sledi obrada amplikona
restrikcionim enzimima (RFLP).
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Slika 1. Rezultati dobijeni metodom simplex-PCR.

Legenda: Linija M, 50 bp marker; K+, pozitivna kontrola Nosema sp.; K-, negativna
kontrola; 1-9, PCR produkti uzoraka inficiranih mikrosporidijama roda Nosema;
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Slika 2. Rezultati dobijeni putem metode duplex-PCR.
Legenda: Linija M, 50 bp marker; K1+, pozitivna kontrola N. apis; K2+, pozitivna
kontrola N. ceranae; K-, negativna kontrola; 1-11, PCR produkti uzoraka inficiranih

vrstom N. ceranae;

Tabela 1. Rezultati ispitivanja pcela Apis mellifera na prisustvo mikrosporidija roda

Nosema
Nosema-
Metoda Nosema—poz.lFlvnl uzorci negatlv.m
(broj i %) uzorci
(broj i %)
Mikroskop-
ski pregled 103 (68,7) 47 (31,3)
Simplex-
PCR 150 (100,0) 0 (0,0)
N. apis 0 (0,0)
Duplex— 126 (84,0) N. cerqnae 126 (100,0) 24 (16,0)
PCR N. apis/N.
0 (0,0)
ceranae

Primljeno: 15.01.2012.
Odobreno: 08.05.2013.
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Kratak sadrzaj

Krpelji su vektori za mnoga infektivna oboljenja i predstavljaju stalnu
pretnju populaciji ljudi i Zivotinja, narocito kada se radi o zoonozama.
Uzro¢nik granulocitne anaplazmoze Anaplasma phagocytophilum je Gram
negativna, obligatno intracelularna bakterija koja inficira ljude, kao i
razli¢ite domace i divlje Zivotinja. Ovaj uzro¢nik je rasprostranjen $irom
sveta, a odrzava se u prirodi kroz enzootski krug izmedu krpelja i domacina
ki¢menjaka. Cilj ovog rada je da se ukaze na rasprostranjenost infekcije
krpelja uzro¢nikom Anaplasma phagocytophilum na podrucju Autonomne
Pokrajine Vojvodine. Prikupljnje krpelja je obavljeno na 10 lokaliteta u
Autonomnoj Pokrajini Vojvodini, Srbija, koji predstavljaju ruralni tip
stani$ta za krpelje. Oni su primenom nested PCR metode pregledani na
prisustvo specifi¢cne DNK p44/msp2 uzro¢nika Anaplasma phagocytophilum.
Od deset pregledanih pulova krpelja prikupljenih na podrué¢ju Autonomne
Pokrajine Vojvodine, primenom PCR metode, u $est pulova dokazano je
prisusto genoma uzro¢nika Anaplasma phagocytophilum. U 5 pulova krpelja
vrste Ixodes ricinus je dokazano je prisustvo genoma uzro¢nika Anaplasma
phagocytophilum. Ovi krpelji su vodili poreklo sa slede¢ih lokacija: Institut
za topolarstvo (2 lokaliteta), Fruska gora (2 lokaliteta) i Poloj-$uma Backa
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Palanka (1 lokalitet). U jednom pulu krpelja vrste Dermacentor reticulatus
sa podrudja Poloj-Suma Backa Palanka smo dokazali prisustvo genoma
uzro¢nika Anaplasma phagocytophilum. Kako ova infekcija predstavlja
problem u javnom zdravlju, neophodna su $ira akaroloska i epidemiolosko-
epizootioloska istrazivanja u Autonomnoj Pokrajini Vojvodini.

Kljucne redi: krpelji, Dermacentor reticulatus, Ixodes ricinus, Anapla-
sma phagocytophilum, anaplazmoza, PCR
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Abstra cts
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Ticks are vectors for many infectious diseases and represent a constant
threat to human population and other animals, especially with respect to
zoonoses. The cause of granulocyte anaplasmosis Anaplasma phagocytophi-
lum is a gram-negative, obligate intracellular bacterium that infects people
as well as various domestic and wild animals. The agent is spread worldwide,
persisting in the natural environment through an enzootic circle between
ticks and their hosting vertebrae. The aim of this paper is to demonstrate
the distribution of ticks™ infection with Anaplasma phagocytophilum in the
territory of the Autonomous Province of Vojvodina. Ticks were collected
at ten locations in the Autonomous Province of Vojvodina, Serbia, which
are a rural habitat for ticks. By applying the nested PCR method, the ticks
were examined for the presence of specific DNA p44/msp2 Anaplasma pha-
gocytphilum. Of the ten examined pools of ticks collected in the area of the
Autonomous Province of Vojvodina, the presence of genome of the agent
Anaplasma phagocytophilum was confirmed in six pools applying the PCR
method. In five pools of ticks of the species Ixodes ricinus, presence of agent
Anaplasma phagocytophilum was confirmed. These ticks were found at the
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following locations: Poplar Research Institute (2 locations), Fruska gora (2
locations) Poloj-forest Backa Palanka (1 location). In one pool of ticks of
the species Dermacentor reticulatus from the location Poloj-forest Backa
Palanka, we confirmed the presence of Anaplasma phagocytophilum geno-
me. This infection can be a problem for public health, so further and more
comprehensive acharological and epidemiological research is necessary in
the Autonomous Province of Vojvodina.

Key words: ticks, Dermacentor recitulatus, Ixodes ricinus, Anaplasma
phagocitophilum, anaplasmosis, PCR

UvVOD

Krpelji su vektori za mnoga infektivna oboljenja i predstavljaju stalnu pret-
nju populaciji ljudi i Zivotinja, narocito kada se radi o zoonozama. Poznato je
da krpelji mogu da budi vektori za razlicite vrste bakterija, poput uzro¢nika
rikecioza (grupa pegavih tifusa Stenovitih planina), lajmske bolesti, Q gro-
znice, erlihioza, anaplazmoze, tularemije, povratne groznice i drugih (Parola
i Raoult, 2001). Osim navedenih bakterijskih infekcija, krpelji mogu da budu
vektori i za virusne infekcije i poznato je da prenose 38 razlicitih vrsta virusa.
Kao najznacajniji virusi koji se prenose krpeljima navode se virus krpeljskog
encefalitisa, virus omsk hemoragi¢ne groznice, Powassan virus, Nairovirus
(uzro¢nik krimske-kongo hemoragi¢ne groznice), Coltivirus (Eyach virus),
virus infektivnog encefalomijelitisa ovaca (louping ill virus), virus africke kuge
svinja, virus najrobi bolesti ovaca, Thogoto virus, Dhori virus i drugi (Charrel i
sar., 2004; Labuda i Nuttall, 2004). Osim za bakterije i viruse, krpelji mogu biti
vektori i za protozoe. Smatra se da su babezioza i tajlerioza dva najznacajnija
oboljenjenja iz ove grupe (Bakheit i sar., 2007).

Uzroc¢nik granulocitne anaplazmoze Anaplasma phagocytophilum je Gram
negativna, obligatno intracelularna bakterija koja inficira ljude, kao i razlicite
domace i divlje Zivotinja. Ovaj uzro¢nik je rasprostranjen sirom sveta. Slucaje-
vi oboljenja kod ljudi su registrovani u Severnoj Americi, Evropi i Rusiji (Chen
isar.,1994; Dumler isar.,2001; Sidel'nikov i sar.,2003; Lotric-Furlan i sar.,2006;
Thomas i sar.,2009). Uzro¢nik Anaplasma phagocytophilum se odrzava u priro-
di kroz enzootski krug izmedu krpelja iz roda Ixodes i domacina ki¢menjaka.
Transovarijalna transmisija uzro¢nika Anaplasma phagocytophilum do sada
jo$ nije dokumentovana, §to ukazuje na neophodno prisustvo domacina rezer-
voara uzroc¢nika koji su ukljuceni u razvojni ciklus (Rar i sar, 2011). Baldridge
i saradnici navode da registrovana transovarijalna transmisija nekih varijanti
uzro¢nika Anaplasma phagocytophilum kod krpelja iz roda Dermacentor uka-
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zuje da odrzavanje uzro¢nika granulocitne anaplazmoze u prirodi mozda nije
iskljuc¢ivo zavisno od horizontalne transmisije (Baldridge i sar., 2009).

Razlicite vrste krpelja iz roda Ixodes su uklju¢ene u prenosenje uzrocni-
ka Anaplasma phagocytophilum na domacine sisare (Bakken iDumler, 2000).
Istrazivanjima sprovedenim na severnoisto¢nom i serenjezapadnom prodruc-
ju SAD dokazano je da je krpelj veste Ixodes scapularis kompetentni vektor uz-
ro¢nika Anaplasma phagocytophilum(Des Vignes i Fish, 1997; Telford IIl i sar.,
1996). Burkot i Richter su utvrdili da su krpelji vrsta L. pacificus i I. spinipalpis
kompetentni vektori uzro¢nika Anaplasma phagocytophilum na zappadu SAD
(Burkot i sar., 2001; Richter i sar., 1996).

Primenom metoda molekularne biologije, prisustvo genoma uzro¢nika
Anaplasma phagocytophilum je dokazano u krpeljima vrste I. ricinus na po-
dru¢ju Evrope (Liz i sar., 2000; Katargina i sar., 2011; Ogden i sar., 1998; von
Loewenich i sar., 2003), kao i kod krpelja vrste I. persulcatus u Rusiji (Eremee-
va i sar., 2006; Rar i sar., 2010; Shpynov i sar., 2006), Kini (Cao i sar., 2003),
Japanu (Ohashi i sar, 2005) i Koreji (Kim i sar., 2006). Postoje sopstenja koja
ukazuju na nalaz genoma uzroc¢nika Anaplasma phagocytophilum kod krpelja-
Dermacentor silvarumu Kini (Cao et al., 2006), kao i krpelja Ixodes ovatus u Ja-
panu (Ohashi i sar., 2005), Ixodes trianguliceps u Engleskoj (Bown i sar., 2003)
i Ixodes ventalloi u Portugalu (Santos i sar., 2004). Obe vrste krpelja Ixodes tri-
angulicepsi Ixodes ventalloi podrzavaju odrzavanje uzro¢nika Anaplasma pha-
gocytophilum u prirodi, ali smatra se da nemaju znacajnu ulogu u prenosenju
ovog uzroc¢nika na ljude ili Zivotinje, zbog samog nacina zivota ovih endofilnih
krpelja (Rar i Golovljova 2011). Yoshimoto i saradnici su utvrdili da je krpelj
vrste Haemaphysalis megaspinosa dominantni vektor uzro¢nika Anaplasma
phagocytophilum u populaciji goveda na podrucju Japana (Yoshimoto i sar.,
2010). Wirtgen i saradnici navode da su dokazali prisusto genoma uzro¢nika
Anaplasma phagocytophilum u krpeljima Dermacentor reticulatus i predlazu
da se ova vrsta doda na listu potencijalnih vektora uzro¢nika granulocitne ana-
plazmoze (Wirtgen i sar., 2011.)

Prevalencija infekcije krpelja uzro¢nikom Anaplasma phagocytophilum je
nesto visa u SAD u odnosu na druga geografska podrucja (Rar i Golovljova,
2011). Telford III i saradnici saopstavaju da se inficiranost adulta vrste Ixodes
scapularis, na severu SAD, krece od 7,6 do 53%, dok je ova vrednost kod nimfi
krpelja iste vrste nesto niza i krece se od 1,5 do 20,6% (Telford III i sar., 1996).
Kod krpelja vrste Ixodes ricinus i Ixodes persulcatus prevalencija infekcije uz-
rocnikom Anaplasma phagocytophilum se kre¢e od 1% do 5% (Alekseev et al.,
2001; Liz et al., 2000; Katargina et al.,2011; Ogden et al., 1998; Cao et al., 2003;
Ohashi et al., 2005;Rar et al., 2010; Shpynov et al., 2006). Samo u sporadi¢nim
saopstenjima ove vrednosti su nesto vise, pa tako Rosef navodi da je 17% krpe-
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lja zarazeno uzro¢nikom Anaplasma phagocytophilum na podrucju Norveskih
ostrva (Rosef i sar., 2009), dok Cinco saopstava da je u Italiji 24% krpelja infici-
rano istim uzro¢nikom (Cinco i sar., 1997). Massung navodi da utvrdene vred-
nosti prevalencije infekcije krpelja uzro¢nikom Anaplasma phagocytophilum
na odredenom podrucju mogu da variraju u odnosu na vreme prikupljanja
krpelja (Massung i sar., 2002) dok Katargina navodi da vrednosti zarazenosti
krpelja pokazuju sezonske i godi$nje varijacije, kao i zavise od primenjenih
metoda prikupljanja i pregleda krpelja (Katargina i sar., 2011).

Milutinovi¢ i saradnici su prvi u Srbiji identifikovali prisustvo genoma
uzro¢nika Anaplasma phagocytophilum kod 40 od 287 ukupno pregledanih
krpelja (Milutinovi¢ i sar., 2008).

Cilj ovog rada je da ukaze na rasprostranjenost infekcije krpelja uzro¢niko-
mAnaplasma phagocytophilum na podru¢ju Autonomne Pokrajine Vojvodine.

MATERIJAL I METODE RADA
Prikupljanje uzoraka krpelja i definisanje lokaliteta

Prikupljanje krpelja u slobodnoj prirodi je obavljeno u periodu nijhove
sezonske aktivnosti izmedu februara i oktobra meseca 2012. godine, jednom
nedeljno, izmedu 10 i 18 ¢asova, kada su bili pogodni vremenski uslovi. Za
prikupljanje krpelja koris¢en je flag-¢as metod, koji podrazumeva prevlacenje
dva bela flanelska platna razlicite povrsine (1 x 1 mi2 x 1,6 m) po vegetaciji
niskog rasta i zemlji, u okviru izabranih preseka, tokom 60 minuta. Na svakih
20 m, tokom prevlacenja flanelskog platna, vren je pregled platna sa obe stane
i prikupljanje krpelja uz upotrebu pincete. Izbor lokaliteta je u¢injen na osno-
vu poznavanja ekoloskih faktora poput pogodnosti stanista za krpelje (flora i
fauna), povrsine stani$ta, pristupacnosti stanistu, gustini populacije krpelja,
klimatskih i meteorologkih faktora. Prikupljnje krpelja je obavljeno na 10 loka-
liteta u Autonomnoj Pokrajini Vojvodini, Srbija, koji predstavljaju ruralni tip
stani$ta za krpelje. To su bile sledece lokaliteti: Subi¢ (2 lokaliteta), Institut za
topolarstvo (3 lokaliteta), Titel-Suma (1 lokalitet), Poloj-Suma Backa Palanka
(2 lokaliteta) i Fruska gora (2 lokaliteta). Prikupljeni uzorci su organizovani
u 10 pulova, nakon odredivanja taksonomske pripadnosti vrsti upotrebom
kljuc¢a po Estrada-Pena (Estrada-Pena i sar., 2004). U 6 pulova su bili prisutni
adulti krpelja vrste Ixodes ricinus (2lokaliteta Institut za topolarstvo, 2 lokalite-
ta Fruska gora, 1 lokalitet Poloj-Suma Backa Palanka i 1 lokalitet Titel-Suma), u
2 pula su bili prisutni adulti krpelja vrsteDermacentor marginatus (2 lokaliteta
Subi¢) i u 2 pula su bili prisutni adulti krpelja vrsteDermacentor reticulatus (1
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lolitet Institut za topolarstvo i 1 lokalitet Poloj-suma Backa Palanka). Prikuplj-
nji krpelji su cuvani u 70% rastvoru alkohola do ekstrakcije DNK.

Ekstrakcija DNK

Ekstrakcija DNK iz tkiva celih krpelja je obavljena primenom QuickGe-
ne DNA tissue kit, prema instrukciji proizvodaca Fujifilm Co., Tokyo, Japan.
Kvalitet ekstrahovane DNK je procenjen primenom PCR za ITS2 region gena
ribozomalne DNK krpelja, sa prajmerskim parom 5.8S F3/1 (50-GGG TCG
ATG AAG AAC GCA GCC AGC-30) i 28S R1/1 (50-TTC AGG GGG TTG
TCT CGC CTG ATG-30), po prethodno saopstenoj metodi (Fukunaga i sar.,
2000).

Dokazivanje specifi‘cne DNK p44/msp2 uzro¢nika Anaplasma
phagocytophilum

Za dokazivanje DNK Anaplasma phagocytophilum kori$¢ena je nested
PCR metoda sa prajmerima dizajniranim za visoko konzervirani deo geno-
ma p44/msp2 paraloga p3726F [50-GCT AAGGAG TTA GCT TAT GA-30],
p3761F [50-CTG CTC T(T/G)G CCA A(A/G)A CCT

C-30], p4183R [50-CAA TAG T(C/T)T TAG CTA GTA ACC-30] i p4257R
[50-AGAAGA TCA TAA CAA GCA TTG-30] prema prethodno saopstenoj
metodologiji (Ohashi i sar., 2005; Milutinovi¢ i sar. 2008).

REZULTATI I DISKUSIJA

Od deset pregledanih pulova krpelja prikupljenih na podru¢ju Autono-
mne Pokrajine Vojvodine, primenom PCR metode, u $est pulova dokazano je
prisusto genoma uzro¢nika Anaplasma phagocytophilum. U tabeli 1. su prika-
zani podaci o nalazu genoma uzro¢nika Anaplasma phagocytophilum, lokalite-
tu, kao i vrsti, broju i polu krpelja. Na slici 1. je prikazana gel elektroforeza pro-
dukata PCR reakcijeza dokazivanje genoma Anaplasma phagocytophilum. Na
slici 2. je prikazana karta sa oznacenim lokalitetima sa kojih su prikupljenni
pozitivni i negativni pulovi krpelja na prisustvo genoma Anaplasma phago-
cytophilum.
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Slika 1.Gel elektroforeza produkata PCR reakcije za dokazivanje genoma Anaplasma
phagocytophilum (Molekularni marker se vidi skroz levo, kao i PCR pozitivni uzorci
sa oko 300 do 400 baznih parova).

Slika 2. Mapa sa oznacenim lokalitetima sa kojih su prikupljenni pozitivni i negativni
pulovi krpelja na prisustvo genoma Anaplasma phagocytophilum (Crvane tacke - Lo-
kaliteti na kojima je dokazano prisustvo genoma Anaplasma phagocytophilum u kr-
peljima vrste Ixodes ricinus, Zuta tacka - Lokalitet na kome je dokazano prisustvo
genoma Anaplasma phagocytophilumu krpeljima vrste Dermacentor reticulatus, Ze-
lene tacke — Lokaliteti na kojima nije dokazano prisustvo genoma Anaplasma phago-
cytophilum u krpeljima)
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Tabela 1. Podaci o nalazu genoma uzro¢nika Anaplasma phagocytophilum, lokalitetu,
kao i vrsti, broju i polu krpelja

Broi i pol Nalaz genoma

Broj | Vrstakrpelja lioj 111_) © Lokalitet A. phago-

Tpeja cytophilum

1 | D. marginatus | 5 muzjaka Subi¢ Negativan

2 | D. marginatus | 6 Zenki Subi¢ Negativan

3 | L ricinus 5 zenki Institut za Pozitivan
topolarstvo

4 | D. reticulatus | 6 Zenki Institut za Negativan
topolarstvo

5 | I ricinus 4 muzjaka Institut za Pozitivan
topolarstvo

6 | I ricinus 4 zenke Titel-Suma Pozitivan

7 | L ricinus 10 Zenki Poloj-$uma Negativan

: Backa Palanka &
. 3 zenke, 2 Poloj-$uma "

8 | D. reticulatus musjaka Backa Palanka Pozitivan

9 | L ricinus 4 zenke Fruska gora Pozitivan

10 | L ricinus 7 muzjaka Fruska gora Pozitivan

Prisusto genoma uzro¢nika Anaplasma phagocytophilum u Republici Srbiji
su prvi dokazali Milutinovi¢ i saradnici. Oni su pregledali ukupno 287 krpelja
sa podrucja Republike Srbije. Od 40 krpelja kod kojih je dokazano prisustvo
genoma uzrocnika Anaplasma phagocytophilum samo 3 krpelja su vodila po-
reklo sa podrucja Autonomne Pokrajine Vojvodine (Batrovci i Kljajicevo). Isti
autori su iako su registrovali istovremenu infekciju uzro¢nikom Borrelia burg-
dorferi kod 18 pregledanih krpelja, to nije bio slucaj sa krpeljima prikupljnim
sa podrucja Autonomne Pokrajine Vojvodine (Milutinovi¢ i sar., 2008).

U 5 pulova krpelja vrste Ixodes ricinus je dokazano je prisusto genoma
uzro¢nika Anaplasma phagocytophilum. Ovi krpelji su vodili poreklo sa sle-
decih lokacija Institut za topolarstvo (2 lokaliteta), Fruska gora (2 lokaliteta)
i Poloj-suma Backa Palanka (1 lokalitet). Brojni drugi autori su dokazali pri-
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susto genoma uzro¢nika Anaplasma phagocytophilum kod krpelja vrste Ixodes
ricinusna podrucju Evrope. Milutinovi¢ i saradnici navode da postoji znacajna
regionalna variabilnost u vrednostima prevalencije infekcije krpelja vrste Ixo-
des ricinus uzro¢nikom Anaplasma phagocytophilum (Milutinovic i sar, 2008).
Liz i saradnici su ustanovili 6 pozitivnih krpelja vrste Ixodes ricinus na prisu-
stvo DNA uzro¢nika granulocitne anaplazmoze od 417 pregledanih krpelja sa
podrugja Svajcarske (Liz i sar., 2000). Katargina i saradnici su dokazali prisu-
stvo genoma uzro¢nika Anaplasma phagocytophilum kod 13,4% krpelja vrste
Ixodes ricinus u Evropskom delu Rusije, kod 4,2%krpelja vrste Ixodes ricinus
u Belorusiji, kod 2,6% kod krpelja vrste Ixodes ricinus sa Sarema ostrva u Esto-
niji, kao i 1,7% krpelja vrste Ixodes ricinussa kopnenog dela Estonije. Isti istra-
zivaci nisu dokazali prisustvo genoma uzroc¢nika Anaplasma phagocytophilum
kod krpelja vrste Ixodes persulcatus (Katargina i sar., 2011). Nalaz genoma u
krpeljima vrsta Ixodes ricinus i Ixodes triangulicepsna podrucju Velike Britani-
je su ustanovili Ogden i sardnici 1998. godine. Kod 4,1% krpelja vrste Ixodes
ricinus od ukupno pregledanih 1022 krpelja na podrucju Nemacke je dokazan
genom uzroc¢nika Anaplasma phagocytophilum.Kachrimanidou i saradnici su
dokazali prisustvo genoma uzro¢nika Anaplasma phagocytophilum u 4 pula od
pregledanih 45 pulova krpelja vrste Ixodes ricinus sa podrucja Greke (Kachri-
manidou i sar., 2011). Na podrudju Austrije su Polin i saradnici, 2004. godine
dokazali prisustvo genoma uzro¢nika Anaplasma phagocytophilum kod krpe-
lja vrste Ixodes ricinus (Polin i sar., 2004). Severinsson i saradnici su u Svedskoj
pregledali 139 pulova sa 1245 krpelja na prisustvo uzroc¢nika Anaplasma pha-
gocytophilum i dokazali da se zarazenost krpelja ovim uzro¢nikom kretala od
1,3% do 15% (Severinsson i sar., 2010). Strasek Smrdel i saradnici su ustanovili
nisku vrednost prevalencije infekcije krpelja vrste Ixodes ricinus uzro¢nikom
Anaplasma phagocytophilum u Sloveniji koja je za 2005. godinu iznosila 0,31%,
a za 2006. godinu 0,63% (Smrdel i sar., 2010). Sofia Santos i saradnici su pri-
menom PCR metode dokazali prisustvo uzro¢nika Anaplasma phagocytophi-
lum kod krpelja Ixodes ricinus sa kopnenog dela Portugala (Sofia Santos i sar.,
2004). Ko¢i i saradnici su dokazali genom uzro¢nika granulocitne anaplazmo-
ze kod 9% krpelja Ixodes ricinusu Moldaviji (Ko¢i i sar., 2007).Sanogo i sarad-
nici saopstavaju da je samo 0,3% krpelja Ixodes ricinus uklonjenih sa tela ljudi
bez znakova infekcije bilo pozitivno na uzro¢nika granulocitne anaplazmoze
na podrudju severnoisto¢ne Italije (Sanogo i sar., 2004). Grzeszczuk i Stanczak
su ustanovile da je 23,7% krpelja vrste Ixodes ricinus, uklonjenih sa koze ljudi
u Poljskoj, bilo inficirano uzro¢nikom granulocitne anaplazmoze (Grzeszczuk
i Stanczak, 2006). Halos i saradnici su ustanovili prevalenciju infekcije krpelja
Ixodes ricinus uzro¢nikom Anaplasma phagocytophilumna podrucdju Italije od
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10%, dok su Mantelli i saradnici registrovali 15% zarazenih krpelja u Francu-
skoj (Halos i sar., 2006; Mantelli i sar., 2006).

U ovom istrazivanju u jednom pulu krpelja vrste Dermacentor reticulatus
sa podrucja Poloj-suma Backa Palanka smo dokazali prisustvo genoma uz-
ro¢nika Anaplasma phagocytophilum (tabela 1., slika 1. i slika 2). Znacaj ove
vrste krpelja u odrzavanju i prenosenju uzro¢nika granulocitne anplazmoze
krpelja jos uvek nije pouzdano utvrden. Sixl i saradnici nisu dokazali prisustvo
genoma uzroc¢nika Anaplasma phagocytophilum kod 178 pregledanih krpelja
vrste Dermacentor reticulatus prikupljenih sa podrucja Austrije (Sixl i sar.,
2003). U svom istrazivanju inficiranosti krpelja vrste Dermacentor reticulatus
sa podrucja Nemacke uzroc¢nicima Borrelia spp., Candidatus Neoehrlichia mi-
kurensis i Anaplasma phagocytophilum, Richter i saradnici nisu dokazali pri-
sustvo genoma ovih uzro¢nika u pregledanim krpeljima. Oni smatraju da su
krpelji vrste Dermacentor reticulatus retko inficirani ovim uzro¢nicima, kao
i da nemaju znacajnu ulogu vektora i prenosenju i odrzavanju ovih infekci-
ja (Richter i sar., 2013). Suprotno ovoj grupi istrazivaca, Wirtgen i saradnici
saop$tavaju da su u toku sprovodenja monitoringa u Velikoj Britaniji (WIL-
DSCREEN network) dokazali prisusto genoma uzro¢nika Anaplasma phago-
cytophilum kod 5 krpeljaDermacentor reticulatus, od ukupno 35 pregledanih.
Ovi istrazivaci su predlozili da se vrsta Dermacentor reticulatus doda na listu
potencijalnih krpelja vektora uzro¢nika granulocitne anaplazmoze (Wirtgen i
sar., 2011.) Ne treba izgubiti iz vida da kod krpelja iz roda Ixodes jo$ uvek nije
dokazano transovarialno prenosenje uzro¢nika Anaplasma phagocytophilums;
kao $to su to dokazali Baldridge i saradnici kod krpelja vrste Dermacentor albi-
pictus (Baldridge i sar., 2009). Na osnovu navedenih istrazivanja moguce je da
krpelji iz roda Dermacentor imaju znacajniju epidemiolosku ulogu u prenose-
nji i odrzavanju uzro¢nika granulocitne anaplazmoze.

ZAKLJUCAK

U 6 pulova krpelja sa podrucja Autonomne Pokrajine Vojvodine je doka-
zano prisustvo genoma uzroc¢nika Anaplasma phagocytophilum. Utvrdeno je
prisustvo Anaplasma phagocytophilum kod krpelja vrste Ixodes ricinus i Der-
macentor reticulatus. Neophodna su dalja istrazivanja da bi se dokazao vektor-
ski potencijal Dermacentor reticulatus, kao i utvrdila genetska slicnost pato-
tipova Anaplasma phagocytophilum dokazanih u krpeljima vrsta Dermacentor
reticulatus i Ixodes ricinus. Kako ova infekcija predstavlja problem u javhom
zdravlju, neophodna su $ira akaroloska i epidemiolosko-epizootioloska istra-
zivanja u Autonomnoj Pokrajini Vojvodini.
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Kratak sadrzaj

Na osnovu aktuelnih podataka o pojavi ovog oboljenja i brojnih na-
ucnih istrazivanja, uocava se da je Trihineloza ve¢ nekoliko decenija nasa
stvarnost, a teritorija Srbije epidemiolosko podrucje. Nepovoljna epidemi-
ologka situacija je posledica radirenosti zarista trihineloze i nesprovodenja
validne kontrole infestiranosti mesa i mesnih produkata proizvedenih u
domacinstvima. Cilj ovog rada je da predstavi karakteristike registrovanih
epidemija trihineloze u Vojvodini, po starosnoj i polnoj strukturi obolelih
osoba na osnovu podataka Instituta za javno zdravlje Vojvodine u Novom
Sadu. Analizom broja obolelih i hospitalizovanih ljudi na teritoriji Auto-
nomne pokrajine Vojvodine u ispitivanom vremenskom intervalu od deset
godina (od 2002. do 2011. godine), ustanovljeno je da je obolelo ukupno
983 osoba. Posmatrajuci svaku godinu posebno ustanovljava se da je najveci
broj obolelih ljudi od trihineloze bio 2005. godine. U toj godini obolelo je
277 lica, uz to, epidemioloska situacija je bila vrlo nepovoljna u 2002. godi-
ni kada je obolelo 275 ljudi. Vazno je napomenuti, da je u ove dve godine
(2002. 1 2005. godina) bilo i tri smrtna ishoda koja su nastali kao direktna
posledica migracije i velikog naseljavanja infektivnih larvi T. spiralis u or-
ganizmu obolelih. Sa druge strane, u analiziranom desetogodi$njem peri-
odu najmanji broj obolelih ljudi (10) zabelezen je 2010. godine. U kontroli
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bolesti najvaznija je primarna prevencija koja podrazumeva odgovarajuce
drzanje zivotinja, a osnovna mera za sprecavanje obolevanja ljudi je pregled
mesa domacih svinja, divljih svinja, konja, ali i mesa drugih Zivotinja koje
mogu biti izvor infekcije. Glavni rizik za pojavu bolesti je konzumiranje
sirovog i nedovoljno termicki obradenog mesa ukoliko uzorci popre¢no-
prugaste muskulature sa predilekcionih mesta nisu pregledani standardnim
metodama, trihineloskopijom i vestackom digestijom
Kljucne reci: Trihineloza; Vojvodina, epidemija, ljudi, pol, starost
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Current data on the incidence of the disease and abundant research
strongly indicate that Trichinellosis has been widely present throughout
past few decades, and is endemic in some regions of Serbia. Unfavourable
epidemiological situation is due to high prevalence of infection sources and
inadequate control of home-processed meat and meat products. The aim
of this article was to describe the features of recorded trichinellosis outbre-
aks in Vojvodina according to gender structure of patients, based on the
records obtained from the Institute for Public Health of Vojvodina in Novi
Sad. Analysis of the number of diseased and hospitalized patients from
the territory of Autonomous Province of Vojvodina in the ten-year peri-
od (2002-2011) revealed a total number of 983 patients with trichinello-
sis. The highest incidence of the disease was recorded in 2005, when 277
people were diagnosed with trichinellosis. Unfavourable epidemiological
situation was observed also in 2002, with 275 affected patients. It is to be
emphasized that in 2002 and 2005 three lethal outcomes were recorded,
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as a direct consequence of intensive migration and abundant invasion of
T.spiralis larvae. The lowest incidence of the disease was recorded in 2010,
that is, only 10 diseased patients. Primary prevention implying appropriate
animal husbandry is the crucial point for the disease control, while thoro-
ugh and systematic inspection of meat of home-produced pigs, wild boars,
horses and other animals that can be a potential source of infection. The
major risk factor for the occurrence of the disease is consuming raw or un-
dercooked meat that was not subjected to standard examination methods,
i.e. examining the skeletal striated musculature from predilection sites by
trichinoscopy or artificial digestion.
Key words: Trichinellosis; Vojvodina, epidemics, humans, gender, age

UvVOD

Trihineloza je parazitska bolest uzrokovana sa nematodama iz vrste
Trichinella spp. Ova vazna zoonoza je prisutna pre svega kod divljih karni-
vora sklonih kanibalizmu, i koji se hrane lesinama drugih Zivotinja. Razvojni
ciklus infekcije sa Trichinella spp. moguc je kako kod divljih Zivotinja (kao $to
je silvati¢ni ciklus, i obuhvata lisice, vukove, divlje svinje, medvede, jazavce)
tako i u populacijama farmskih Zivotinja (odnosno ,,domaci“ ciklus). Ishrana
sa drugim Zivotinjama i/ili njihovim ostacima ima klju¢ni znacaj u prenosenju
trihineloze (Kapel, 2000).

Na osnovu aktuelnih podataka o pojavi ovog oboljenja i brojnih nauc¢nih
istrazivanja, uocava se da je trihineloza ve¢ nekoliko decenija nasa stvarnost,
a teritorija Srbije epidemiolosko podrucje. Iz ovih razloga je nacionalno vet-
erinarsko zakonodavstvo od samog zacetka pa do danasnjih dana trihinelozi
davalo znacajno mesto. Ipak, u skladu sa strategijom nase zemlje ka pristupanju
Evropskoj Uniji i obavezom za harmonizacijom propisa vezanih za zdravlje
ljudi i zZivotinja, postoji prostor za korekciju i dopunu zakonske regulative koja
se odnosi na trihinelozu svinja. (Urosevic i sar., 2012-A)

Trihineloza ljudi najcesce se javlja kada ¢ovek konzumira svinjsko meso
i preradevine od mesa u kojima se nalaze infektivne larve T. spiralis. Nakon
konzumiranja invadiranog mesa, ukoliko se unese dovoljan broj infektivnih
larvi (minimalno 50 - 70), dolazi do ispoljavanja klinicke slike, koja je karakte-
risticna za pojedine faze bolesti. Posle faze inkubacije, koja ve¢inom traje Sest
do petnaest dana (maksimalno cetrdeset i dva dana), dolazi do ispoljavanja
klinicke slike u kojoj su dominantna tri simptoma: groznica, otok i bol u mi-
$i¢cima. Nakon inkubacionog perioda javlja se povisena telesna temperatura,
koja traje jednu do tri nedelje i najcesce se krece u intervalu od 40 do 41°C.
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Ona je permanentna i pracena je jakom glavoboljom i iznemoglos¢u organiz-
ma. (Mirilovi¢, 2006).

Nepovoljna epidemioloska situacija je posledica rasirenosti zarista trihine-
loze i nesprovodenja validne kontrole infestiranosti mesa i mesnih produkata
proizvedenih u domacinstvima. Analiza registrovanih epidemija trihineloze u
AP Vojvodini u periodu 1984- 1993. godine pokazuje da je osnovni rezervoar
zaraze domaca svinja a do zarazavanja najc¢esce dolazi za vreme svinjokolja
(Seguljev i sar., 1995).

Prema dostupnim podacima, nema mnogo naucnih publikacija, koje
obraduju slucajeve trihineloze ljudi u Vojvodini. Izuzetak su radovi Seguljev i
sar. (2011)., gde se navodi da epidemija trihineloze u Srednjebanatskom okru-
gu, pocela krajem 2001. godine spada medu najvece epidemije trihineloze u
Vojvodini. U periodu od 20.12.2001. do 22.1.2002. godine u ovoj epidemiji je
obolelo 313 osoba, od kojih su 288 sa podrucja AP Vojvodine, a 25 su iz drugih
podrucdja Srbije ili iz drugih zemalja. Najveci broj obolelih je naveo podatak
da je jeo dimljenu kobasicu koja je proizvedena u privatnoj klanici i proda-
vana u vi$e objekata na podrucju Srednjeg Banata. Pored dimljene kobasice,
veterinarska suzba je prisustvo trihinele dokazala i u salamurenoj slanini istog
proizvodaca. Visoka incidencija trihineloze 2005. godine posledica je javljanja
tri epidemije trihineloze koje su se Sirile infestiranim dimljenim kobasicama
iz nelegalne proizvodnje i prodaje. U ovim epidemijama, oboleli su direktno
kupovali kobasice od neregistrovanog privatnog proizvodaca (dve epidemije)
ili su ih kupovali na pijaci (jedna epidemija). U ovim epidemijama je registro-
vano preko 200 slucajeva trihineloze kod stanovnika Vojvodine, ali je ukupan
broj obolelih i veci jer su inficirane namirnice konzumirale i osobe sa drugih
podrugja Srbije ili su ove namirnice eksportovane i u druge zemlje. (Segu-
ljev i sar.,, 2011). I danas se Srem moze smatrati hiperendemskim podrucjem
jer je preko 30% svih porodi¢nih epidemija sa ovih prostora. Prva autohtona
porodi¢na epidemija trihineloze je registrovana na podrucju Severnobackog
okruga 2002. godine, a na podrucju Severnobanatskog okruga 2008. godine.
Ovi podaci pokazuju da su zarista trihineloze danas rasprostranjena u ¢itavoj
Vojvodini i da svaki propust u kontroli inficiranosti mesa nosi rizik od obole-
vanja ljudi od trihineloze. (Seguljev i sar., 2011).

O znacaju trihineloze u Vojvodini, govore i nalazi Risti¢a i sar. (2010), gde
se navodi da prisustvo Zari$ta brojnih zoonoza u AP Vojvodini, ¢ini ovu grupu
oboljenja znacajnim epidemioloskim problemom, uprkos ¢injenici da je uku-
pan broj obolelih i umrlih od pojedinih zoonoza mali, a prose¢na registrovana
incidencija, sa izuzetkom lajmske bolesti i trihineloze, ispod 1/100.000.

To je bio povod da napravimo analizu pojave trihineloze na teritoriji Voj-
vodine u periodu od 2002. do 2011. Cilj ovog rada je da predstavi karakte-
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ristike registrovanih epidemija trihineloze u Vojvodini, po starosnoj i polnoj
strukturi obolelih osoba.

MATERIJAL I METODE

Analiza je napravljena na osnovu podataka Instituta za javno zdravlje Voj-
vodine u Novom Sadu. Obuhvacen je desetogodisnji period od 2002-2011.
godine.

Pri razmatranju starosnih kategorija obolelih ljudi sve obolele osobe smo
podelili u osam starosnih grupa, i to: 0-6 god.; 7-14 god.; 15-19 god.; 20-29
god.; 30-39 god.; 40-49 god.; 50-59 god. i starije od 60 godina.

REZULTATI

Analizom broja obolelih i hospitalizovanih ljudi na teritoriji Autonomne
pokrajine Vojvodine u ispitivanom vremenskom intervalu od deset godina (od
2002. do 2011. godine), ustanovljeno je da je obolelo ukupno 983 osoba. Od
ovog broja bilo je 555 bolesnika muskog pola i 428 bolesnika zenskog pola.
Broj obolelih muskaraca predstavlja 56,45% od ukupno obolelih, a broj obole-
lih Zena predstavlja 43,54% od ukupno obolelih.

Posmatrajuci svaku godinu posebno ustanovljava se da je najveci broj obo-
lelih ljudi od trihineloze bio 2005. godine. U toj godini obolelo je 277 lica, $to
predstavlja 28,18% od svih obolelih ljudi u toku desetogodisnjeg perioda istra-
zivanja. Uz to, epidemioloska situacija je bila vrlo nepovoljna u 2002. godini
kada je obolelo 275 ljudi $to predstavlja 27,98% od ukupnog broja obolelih za
ceo period istrazivanja. Broj obolelih ljudi tokom ove dve godine bio je 552 §to
predstavlja 56,15% obolelih ljudi u AP Vojvodini u periodu od 2002. do 2011.
godine, $to je i prikazano u tabeli 1. Vazno je napomenuti, da je u ove dve go-
dine (2002. i 2005. godina) bilo i tri smrtna ishoda koja su nastali kao direktna
posledica migracije i velikog naseljavanja infektivnih larvi T. spiralis u orga-
nizmu obolelih. Ova tri letalna ishoda predstavljaju broj svih umrlih ljudi u
ispitivanom periodu. U analiziranom desetogodi$njem periodu najmanji broj
obolelih ljudi (10) zabelezen je 2010. godine $to predstavlja 1,02 % od ukupnog
broja obolelih osoba za ceo ispitivani period.

Na osnovu uradenih analiza ustanovili smo da je najveci broj obolelih ljudi
bio u $estoj starosnoj grupi, odnosno pripadao je starosnoj kategoriji od 40 do
49 godina. U navedenoj kategoriji obolelo je ukupno 195 osoba, a od tog broja
bilo je 111 osoba muskog pola i 84 obolelih Zenskog pola. U odnosu na uku-
pan broj obolelih (983) broj obolelih u ovoj starosnoj grupi predstavlja 19,83%
(tabela 2). Uz to, vrlo visok procenat obolelih (17,50%) pripada starosnoj ka-
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tegoriji od 30 do 39 godina starosti, gde je obolelo 172 ljudi. Ove dve starosne
kategorije ukupno imaju 367 obolelih osoba, odnosno u njima se nalazi 212
bolesnika muskog pola i 155 bolesnika zenskog pola, $to predstavlja 37,33%
od svih obolelih ljudi u AP Vojvodini. Najpovoljnija epidemioloska situacija
bila je u prvoj starosnoj grupi do 6 godina zivota, gde je obolelo ukupno 40 ili
4,06% od ukupnog broja obolelih.

DISKUSIJA

Navedeni razultati se mogu se donekle uporediti sa istrazivanjima Mirilo-
vi¢a (2006) o pojavi trihineloze u Srbiji u periodu od 1994. do 2003. godine.
Tokom 1995. i 1997. godine, bilo je tri smrtna ishoda koji su nastali kao di-
rektna posledica migracije i velikog naseljavanja infektivnih larvi T. spiralis u
organizmu obolelih. Ova tri letalna ishoda predstavljaju polovinu umrlih ljudi
u celom ispitivanom periodu. Letalni ishodi, kao posledica trihineloze, javili
su se jo§ i 1998., 2001. i 2002. godine - tokom svake od navedenih godina bio
je po jedan smrtni slucaj. U analiziranom desetogodi$njem periodu najmanji
broj obolelih ljudi (178) bio je 2003. godine ili 3,45% od ukupnog broja obole-
lih Jjudi za ceo ispitivani period.

Sa druge strane, epidemioloska situacija trihineloze je u veéini zemalja
Evropske unije relativno povoljna. U 2007. godini prose¢na incidencija je
0,2/100.000. Od 867 registrovanih slucajeva, preko 90% je iz Rumunije, Poljske
i Bugarske. Krajem proslog veka velike epidemije trihineloze su registrovane
u Francuskoj i Italiji, a uzrokovane su infestiranim konjskim mesom (Manto-
vani i sar., 1980; Ancelle i sar., 1988). Mada je opisano vise manjih epidemija
trihineloze posle konzumiranja mesa mesom divljaci, glavni izvor zaraze za
vecinu epidemija je meso domace svinje (Dupouy-Camet, 2006).

Svinjsko meso je glavni izvor zaraze trhineloze u AP Vojvodini i za razliku
od vecine zemalja Evropske unije u nasoj pokrajini je epidemioloska situacija
nepovoljna. Prose¢na incidencije trihineloze u AP Vojvodini u posmatranom
periodu je 6,40/100.000. (Risti¢ i sar., 2010).

Posto su svinjokolji ¢e$¢i u zimskim mesecima, trihineloza ima sezonski
karakter, sa maksimalnim brojem obolelih u januaru (42,15%). Od trihineloze
obolevaju osobe svih dobnih grupa a veca incidencija za osobe muskog pola
(7,41/00.000) u odnosu na osobe Zenskog pola (5,44/100.000), mozZe se sma-
trati posledicom vece eksponiranosti. (Risti¢ i sar., 2010).

Mirilovi¢ je u svom istrazivanju (2006) o desetogid$njem periodu pracenja
trihineloze (1994-2003) podelio sve obolele u pet starosnih grupa. Ustanovljeno
je da je najveci broj obolelih ljudi bio u trecoj starosnoj grupi, odnosno pripadao
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je starosnoj kategoriji od 20 do 39 godina. U ovoj kategoriji obolelo je ukupno
1.968 ljudi, a od tog broja bilo je 1.102 obolelih muskog pola i 866 obolelih zen-
skog pola. U odnosu na ukupan broj obolelih (5.157) broj obolelih u ovoj sta-
rosnoj grupi predstavlja 38,16%. Takode, vrlo visok procenat obolelih (31,61%)
nalazi se u starosnoj kategoriji od 40 do 59 godina starosti, gde je bilo obolelo
1.630 ljudi. Ove dve starosne kategorije ukupno imaju 3.598 obolelih ljudi, od-
nosno u njima se nalazi 2.032 bolesnika muskog pola i 1.566 bolesnika zenskog
pola, $to predstavlja 69,77% od svih obolelih ljudi u Republici Srbiji. Najpovolj-
nija epidemioloska situacija bila je u starosnoj grupi do $est godina gde je odo-
lelo ukupno 204 deteta ili 3,96% od ukupnog broja obolelih. (Mirilovi¢, 2006)

Tokom posmatranog desetogodisnjeg perioda u Vojvodini je registrovano
1 300 slucajeva trihineloze kod ljudi. Kod tri bolesnika oboljenje je imalo smrt-
ni ishod sa letalitetom od 0,2%. .(Seguljev isar., 2011)

Mada distribucija inficiranih namirnica iz mesarskih radnji ili neregi-
strovane prodaje nosi rizik od izbijanja epidemija ve¢ih razmera, u Vojvodini
su najbrojnije porodi¢ne epidemije trihineloze, uzrokovane mesom iz sop-
stvenog uzgoja odnosno mesnim preradevinama proizvedenim za sopstve-
ne potrebe i ¢ine 78,0% svih registrovanih epidemija. Ove epidemije, koje su
ogranicene na ¢lanove porodice, rodake i prijatelje obi¢no su manjih razmera.
Epidemioloskim ispitivanjem je utvrdeno da su oboleli naj¢es¢e konzumirali
dimljene kobasice, posto se ova namirnica nakon svinjokolja prva konzumira,
dok se ostali infestirani proizvodi, konzervirani dimljenjem ili salamurenjem,
upotrebljavaju kasnije (Seguljev i sar., 2011)

Pravovremena i ta¢na dijagnoza vazna je zbog primene adekvatne specifi¢-
ne terapije i kao pomo¢ u epidemioloskom nadzoru bolesti. Uprkos postojanju
zakonskih propisa kojima su regulisane mere sprecavanja i suzbijanja trihine-
loze, epidemioloska situacija u AP Vojvodini je i dalje nepovoljna. Osnovni
izvor zaraze trihineloze u Vojvodini je domaca svinja, a najrizi¢nije namirnice
su dimljene kobasice. Nepovoljna epidemioloska situacija je posledica rasire-
nosti zarista trihineloze i nesprovodenja validne kontrole mesa i mesnih pro-
dukata proizvedenih u domacinstvima i klanicama, kao i nelegalne proizvod-
nje i prodaje trihineloznih namirnica (Seguljev i sar., 2011).

Mada su u evropskim zemljama registrovane epidemije trihineloze prou-
zrokovane mesom divljaci i mesom konja, najznacajniji izvor zaraze je doma-
¢a svinja (Dupouy-Camet, 2006; Pozio i sar., 2003). Tokom desetogodisnjeg
pracenja situacije u Vojvodini je samo za jednu porodi¢nu epidemiju dobijen
podatak da je u smesu za kobasice dodavano i meso divlje svinje. Retrograd-
nim ispitivanjem mesa divlje svinje, veterinarska sluzba je dokazala prisustvo
trihinele. (Seguljev i sar., 2011).
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ZAKLJUCAK

Infekcija trihinelom i danas ima vazan zdravstveni znacaj. To je, pre sve-
ga, zbog epidemijskog potencijala infekcije. U kontroli bolesti najvaznija je
primarna prevencija koja podrazumeva odgovarajuce drzanje zivotinja, a os-
novna mera za sprecavanje obolevanja ljudi je pregled mesa domacih svinja,
divljih svinja, konja, ali i mesa drugih Zivotinja koje mogu biti izvor infekcije.
Glavni rizik za pojavu bolesti je konzumiranje sirovog i nedovoljno termicki
obradenog mesa ukoliko uzorci popre¢no-prugaste muskulature sa predilek-
cionih mesta nisu pregledani standardnim metodama, trihineloskopijom i ve-
$tackom digestijom. Ovim direktnim metodama, koje se vr§e nakom klanja
dokazuje se prisustvo inkapsuliranih larvi.

Domace svinje su glavni izvor trihineloze za ljude. Oboljenje nastaje na-
kon konzumiranja nedovoljno termicki obradenog mesa u kome se nalaze zive
larve. Iako registrovani sluc¢ajevi zoonoza potvrduju postojanje autohtonih za-
rista brojnih oboljenja, ove grupe u AP Vojvodini ne prezentuju realnu situaci-
ju s obzirom na ograni¢ene mogucnosti etioloske dijagnostike.

Potpuniju sliku o u¢es¢u zoonoza u nacionalnoj patologiji pruzila bi ciljana
laboratorijska ispitivanja, usmerena na utvrdivanje prokuzenosti potencijalno
eksponirane populacije, postavljanje etioloske dijagnoze kod pacijenata sa sus-
pektnim simptomima i otkrivanje rezervoara, odnosno postojanje autohtonih
zariSta ovih oboljenja. Poznavanje realne epidemioloske i epizootioloske situ-
acije zoonoza je preduslov za organizovano planiranje i sprovodenje mera za
njihovo suzbijanje i zastitu ljudi od infekcije.

Obzirom na velike razlike u pravilnicima koji se primenjuju u Srbiji u od-
nosu na Evropsku Uniju, misljenja smo da je neophodno pristupiti njihovom
prilagodavanju, ne samo zbog zdravstvene bezbednosti hrane, ve¢ i uslova koje
zahtevaju uvoznici naseg mesa u EU. Takode, neophodno je podizanje svesti
vlasnika i drzalaca svinja, kao klanica o pravilnom uzimanju uzoraka za tri-
hinoskopski pregled, i o znacaju istog.

Efikasna kontrola zooonotskih bolesti ¢e zahtevati dodatne napore u pro-
ucavanju uloge divljih Zivotinja kao rezervoara zoonoza. Ovo ukljucuje i epi-
demioloske studije, kao i obezbedenje efikasne kontrole mesa divljaci, spro-
vodenje sigurnosnih mera u rukovanju sa divlja¢i i metodama evisceracije i
bezbedno odlaganje konfiskata. Primena ovih mera zahteva podizanje svesti
i saradnju lovaca, i mora da se zasniva kako na njihovom treningu, tako i na
motivaciji.

Generalna strategija prevencije podrazumeva primenu mehanizama koji-
ma se moze spreciti/prekinuti infestacija hrane i transmisija bolesti. U budu¢-
nosti, prevencija trihineloze u ve¢oj meri ¢e zavisiti od kontrole kontaminira-
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nosti hrane zivotinjskog porekla. S veterinarske tacke gledista, preporucljiva je
upotreba senzitivnijih seroloskih metoda (ELISA, IIF) za pregled zarazenosti
zivotinjskog mesa na T. spiralis umesto vaze¢eg mikroskopskog ispitivanja ne-
koliko grama mesa. Zdravstveno prosvecivanje opste populacije od najvece je
vaznosti u prevenciji infestacije trihinelom. Znanje konzumenta o osnovnim
principima bezbednosti hrane je vazna, ali nedovoljna komponenta prevencije.
Na farmama, unistavanje populacije glodara i sprec¢avanje kontakata izmedu
svinja i divljih Zivotinja vazne su strategije u sprecavanju humane trihineloze.

LITERATURA

10.

11.

Ancelle T, Dupouy-Camet J., Bougnoux M.E., Fourestie V., Petit H., Mo-
ugeot G.: Two outbreaks of trichinosis caused by horsemeat in France in
1985. Am ] Epidemio, 127, 1302-1311, 1988.

Dupouy-Camet J.: Trichinellosis: still a concern for Europe. Euro Sur-
veill 2006; 11, 1,: pii=590. Available at: http://www.eurosurveillance.org/
ViewArticle.aspx?Articleld=

Kapel C.M.: Host diversity and biological characteristics of the
Trichinella genotypes and their effect on transmission, Vet. Parasitol.,
93, 263-278, 2000.

Mantovani A., Filippini I., Bergomi S.: Indagini su un epidemia di
trichinellosi umana verificatasi in Italia. Parassitologoia, 22, 107-34, 1980.
Mirilovi¢ M.: Economic analysis of epizotic-epidemiologic status of trishi-
nellosis in Serbia and development of eradication programme. PhD-Thesis,
Faculty of veterinary medicine, Belgrade University, Belgrade, Serbia. 2006.
Pozio E., Marucci G.: Trichinella-infected pork products: a dangerous gift.
Trends Parasitol., 19, 338, 2003.

Risti¢ M., Seguljev 7., Vidi¢ B., Petrovi¢ V,, 1li¢ S.: struktura zoonoze u AP
Vojvodini u periodu 2000-2009. godina. Arh. vet. med., 3, 1, 1-112, 2010.
Radosavljevi¢ V.,Cekanac R., Mercep M., Jakovljevi¢ B.: Epidemija trihine-
loze u vojnickom kolektivu. Vojnosanitetski Pregled 65, 12, 887-892, 2008.
Seguljev Z., Vukovi¢ B., Petrovi¢ M., Muskinja N., Ili¢ S.: Zooantropono-
ze u Vojvodini. IV. Epidemioloske karakteristike trihineloze u Vojvodini.
Med pregl, 3-4, 75-79, 1995.

Seguljev Z., Vidi¢ B., Ili¢ S., Petrovi¢ V., Petrovi¢ M., Prica N.: Epidemije
trihineloze u AP Vojvodini u periodu 2000-2009. godine. Vet. glasnik 65,
5/6,409 - 417, 2011.

Tesi¢ M, Balti¢ M, Bozi¢ D, Stojiljkovi¢ Lj, Plavsi¢ B, Tajdi¢ N, Mirilovi¢ M,
Rajkovi¢ M. Effects of the application of trichinellosis control program in
an endemic area in Serbia. Acta Veterinaria, 61, 1, 77-87, 2011.

53



Arhiv veterinarske medicine, vol. 6, br. 1, 45-55, 2013.
Urosevi¢ M. i dr.: Karakteristike trihineloze ...

12. Urosevic .M., Aleksic Z., Petrovic J., Pusic I., Radovic L., Stojanac N.: Swi-
ne trichinellosis in Serbia - legislation in relation to the European Union.
In: Proceeding of 2nd International epizootiology days and XIV Serbian
epizootiology days. Belgrad, 149-156, 2012.

13. Urosevic .M., Paulsen P,, Petrovic J., Ristic A.Z., Jajic I.: The importance of
trichinellosis and other zoonoses of the wildlife in the West-Balkan region.
In: Poceedings (International symposium of hunting) ,,Modern aspects of
sustainable management of game population®. Zemun - Belgrade, Serbia
Faculty of agriculture, 2012, 113-117.

14. Zivojinovic M., Dimitrijevic G., Lazic M., Petrovic M., Sofronic-Milosav-
ljevic Lj.: Trichinella prevalence in swine in an endemic district in Serbia:
Epidemiology and control. Veterinary Parasitology 159, 358-360, 2009.

Prilog 1.

Tabela 1. Broj obolelih ljudi od trihineloze po polu i godinama u AP Vojvodini od
2002. do 2011. godine

godina musko zensko ukupno %
2002 154 121/1 275/1 28
2003 32 20 52 5,29
2004 24 22 46 4,68
2005 146/2 131 27712 28,2
2006 63 35 98 9,97
2007 36 21 57 5,80
2008 32 23 55 5,60
2009 23 21 44 4,48
2010 6 4 10 0,10
2011 39 30 69 7,02

ukupno 555/2 428/1 983/3 100
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Prilog 2.

Tabela 2. Broj obolelih ljudi oba pola, po starosnim kategorijama u AP Vojvodini u
periodu od 2002 do 2011. godine

Starost obolelih (godina zivota), po grupama
Pol

do6 | 7-14 | 15-19 | 20-29 | 30-39 | 40-49 | 50-59 | >60 | Svega

Muski 17 64 37 92 101 111 69 64 555

Zenski| 23 29 25 64 71 84 74 58 428

Ukupno| 40 93 62 156 172 195 143 122 983

% 4,06 9,46 6,31 | 15,87 | 17,50 | 19,83 | 14,55 | 12,41 | 100,00

Primljeno: 15.02.2013.
Odobreno: 08.05.2013.
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MODEL SARADN]JE REPRO-CENTARA I
LABORATORIJE ZA REPRODUKCIJU U KONTROLI
KVALITETA SEMENA NERASTOVA

Aleksandar Milovanovié¢!, Tomislav Barnal,
Dubravka Milanov', Miodrag Lazarevi¢?
! Naucni institut za veterinarstvo "Novi Sad” , Novi Sad
2 Fakultet veterinarske medicine, Beograd

Kratak sadrzaj

U ovom radu su opisani postupak i rezultati kontrole kvaliteta semena
nerastova u Nau¢nom institutu za veterinarstvo ,Novi Sad“ na osnovu kon-
tinuirane saradnje sa farmskim centrima za proizvodnju semena nerastova.
U analizi kvaliteta semena je koris¢ena kompjuterska analiza (CASA-com-
puter assysted sperm analysis), proto¢na citometrija i cito-morfoloski pre-
gled. Odabrani parametari kvaliteta semena su uporedivani sa reproduktiv-
nim parametrima krmaca kao $to su oprasivost, broj prasadi po leglu, odnos
zivorodene i mrtvorodene prasadi. Ocena kvaliteta semena na osnovu pro-
gresivne pokretljivosti, koncentracije spermatozoida, morfologkih odlika i
o$tecenja hromatina je kori§¢ena za davanje preporuka o nacinu pripreme
semena, odredivanje stepena razredenja ili sprovodenje eventualne terapije
nerastova, odnosno, njihovog isklju¢enja iz priploda. Ove analize semena
se dopunjavaju sezonskim bakterioloskim pregledom i kontrolom u sluc¢aju
pada kvaliteta semena. Za svakog nerasta je otvorena kartoteka kvaliteta
semena sa grafickim prikazom i reproduktivnim pokazateljima, radi lakseg
pracenja. Kontinuirana sistematska analiza kvaliteta semena, kombinovana
sa vi$e savremenih metoda, dopunjena povremenim bakterioloskim pregle-
dom, daje mogu¢nost pouzdane procene kvaliteta semena nerastova.

Kljucne reci: nerastovi, reprodukcija, seme
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MODEL FOR COOPERATION BETWEEN BOAR
STUDS AND LABORATORIES FOR REPRODUCTION
IN BOARS’ SEMEN QUALITY CONTROL

Aleksandar Milovanovié¢!, Tomislav Barnal,
Dubravka Milanov', Miodrag Lazarevi¢*
! Scientific Veterinary Institute “Novi Sad”, Novi Sad
% Faculty of veterinary medicine University of Belgrade

Abstract

In this article we presented procedures and results of boar semen qua-
lity control performed at the Scientific Veterinary Institute “Novi Sad” ba-
sed on continuous cooperation with the farms’ centers for boar semen pro-
duction. The data obtained by computer analysis (CASA-computer assisted
sperm analysis), flow cytometry and cyto-morphologic examination were
used for semen quality evaluation. The selected parameters were compared
with the reproductive results in sows, such as: farrowing rate, number of
piglets per litter, ratio of piglets born alive and stillborn piglets). Semen qu-
ality evaluation based on spermatozoa progressive motility, sperm concen-
tration, morphological characteristics and chromatine structure damage
were used to give recommendations for semen processing, dilution degree,
prospective therapy of boars, or, at least, their culing. Analysis of semen
was complemented with seasonal bacterial cultivation and controls in cases
of sudden drop on semen quality. Separate files containing semen quality
graphs and reproductive indicators for easier monitoring were created for
every boar. Systematic semen analyses performed by the use of several
modern methods, along with periodic bacteriological control, offer possi-
bilities for reliable assessment of boars’ semen quality.

Key words: sperm quality, boar, reproduction

Uzimanje sperme nerasta i proizvodnja semena za vestacko osemenjavanje
krmaca i nazimica vrsi se u centrima za vestacko osemenjavanje, farmskim
centrima, manjim reproduktivnim centrima u privatnom vlasnistvu ili u vla-
snistvu udruzenja (asocijacija) odgajivaca svinja. Zastupljena je i proizvodnja
semena od strane veterinarskih i paraveterinarskih sluzbi, kao i nekontrolisani
prirodni pripust. Sa stanovista intenzivne proizvodnje, centri za v.o. i farmski
centri dominantni su nosioci genetskog i tehnoloskog napretka i po pravilu,
iskazuju volju za primenu tehnoloskih inovacija.

U nasoj zemlji ne postoji definisan pravilnik o kvalitetu semena, obaveznoj

58



Arhiv veterinarske medicine, vol. 6, br. 1, 57-70, 2013.
Milovanovi¢ A. i dr.: Model saradnje ...

povremenoj eksternoj kontroli kvaliteta proizvedenih doza semena nerasta i
obaveznoj proizvodackoj deklaraciji na pakovanju semena nerastova.

Vecina svinjarskih farmi ima zatvoren sistem proizvodnje i potrosnje se-
mena u okviru svojih organizacionih jedinica. Analize se, i u ovim slucaju,
uglavnom sprovode u ekscesnim situacijama, kada je kvalitet semena kod
znacajnijeg broja nerastova los, a seme neupotrebljivo. Rukovodstvo na vecini
velikih komercijalnih svinjarskih farmi ¢esto nema jasnu viziju o znacaju i po-
trebnim merama kako bi se obezbedila kvalitetna proizvodnja semena. Tako
su objekti za nerastove, uglavnom, direktno povezani sa tovilistima, bukari-
$tima, bez ogranicavanja i kontrole ulaza radnika i nezaposlenih lica u centre.
Probleme kvaliteta semena centri re$avaju novonabavljenim, skupim uvoznim
nerastovima koji se smestaju u prostorije sa priplodnim grlima iz sopstvene
proizvodnje. Ova grla su ¢esto opterecena odredenim infektivnim oboljenjima
koja kod uvezenih grla nisu postojala. Upravo iz tog razloga, nerastovi iz uvoza
za kratko vreme obole od domicilnih virusnih i bakterijskih bolesti, izazva-
nih bilo specifi¢nim ili ubikvitarnim mikroorganizmima. Unakrsna infekcija
je prakticno neizbezna. Oboljenja, po pravilu, dovode do smanjenja kvaliteta
semena, plodnosti, a Cesto i do iskljucenja iz dalje proizvodnje. Oscilacije u
ishrani, plesniva hrana, prisustvo mikotoksina u proizvodnim $arzama za ne-
rastove, nisu retkost na nasim farmama.

Higijena drzanja priplodnih nerastova i proizvodnja semena esto nisu na
zadovoljavaju¢em nivou. Neophodno je prilagodavanje tehnologije razrediva-
nja i pakovanja semena u jednokratne, plasticne bocice kako bi se naknadna
kontaminacija svela na najmanju mogucu meru. Priru¢ne laboratorije na far-
mama ponekad nemaju opremu za odredivanje broja spermatozoida (fotome-
tri, denzitometri), tako da se razredenje sperme radi iskustveno, na osnovu
subjektivne procene, neracionalno i nekvalitetno. Sve ove okonolosti zbirno
dovode do toga da je prosecna oplodnja krmaca ispod 80%, do malog broja
oprasene prasadi po leglu, neujednacenih legala i pove¢anog broja mrtvorode-
ne prasadi. Nerastovi bez kvalitetne kontrole sperme se uklju¢uju u eksploata-
ciju, pa tek nakon ucestalih povadanja krmaca, manjeg broja prasadi u leglu i
nakon duzeg perioda iskljuce iz priploda, mada su uvezeni kao elitna priplod-
na grla i skupo placeni.

Nasuprot ovome, progresivna rukovodstva farmi (tzv. ,menadzment®),
donose dugoro¢ne planove i programske ciljeve za priplodne nerastove koji su
iznad nominalnih zahteva vazec¢ih Pravilnika. Stroge higijenske mere i putevi
kretanja ljudi i opreme su na ovim farmama deo standardne operativne prakse.
Upravo su takve farme orijentisane ka daljem unapredenju poslovanja kroz
bolju kontrolu kvaliteta semena koju pruza savremena laboratorijska dijagno-
stika.

59



Arhiv veterinarske medicine, vol. 6, br. 1, 57-70, 2013.
Milovanovi¢ A. i dr.: Model saradnje ...

Kontrola kvaliteta semena u veterinarskoj medicini ima dugu istoriju i evo-
luciju kroz brojne metode ispitivanja. Tradicionalne - klasi¢ne metode ispitiva-
nja podrazumevaju odredivanje progresivne pokretljivosti, vitalnosti, koncen-
tracije i morfologije spermatozoida. Podaci iz literature (Graham i sar., (1980);
Amann (1989); Quintero-Moreno i sar., (2004); Didion (2008)), ukazuju da
su ovi parametri u razli¢itoj korelaciji sa plodno$c¢u, od r=0,06 do r=0,86, i da
ni_jedan od ovih testova nije u konzistentnoj korelaciji sa plodnos¢u. Amann
(1989) je ove razloge grupisao: na nedostatak pouzdanih povratnih informa-
cija o plodnosti nerastova, slozenu fiziologiju semena, a delom i na neta¢nost
in vitro analiza. Amann i Hammerstedt (1993) ¢ak navode da se uklju¢ivanjem
veceg broja testova dolazi do podataka o sve manjem procentu spermatozoida
koji su u mogu¢nosti da oplode jajnu ¢eliju. Juonala i sar. (1998) preporucuju
da se velic¢ina legla kod prvopraskinja ne uzima u obzir prilikom procene kva-
liteta semena, usled brojnih sporednih uticaja na oprasivost.

Postoje Neki parametri kvaliteta semena koji se mogu kompenzovati po-
vecanjem broja spermatozoida u dozi. Suprotno ovome, priplodnjaci sa ejaku-
latima slabije plodnosti kod kojih se nedostaci ne mogu kompenzovati ili po-
boljsati pove¢anjem broja spermatozoida u dozi, uglavnom se teze otkrivaju.
Mehanizam njihove slabije plodnosti je verovatna posledica slabijeg vezivanja
spermatoziida za jajnu Celiju i/ili odrzivosti embriona tokom razvoja (Saacke
i sar., 1994). Prema tome, potrebna su dalja istrazivanja na ¢elijskom i mole-
kulskom nivou, kako bi se i takve jedinke uocile (Evans, 1999). Jedan od tih
metoda odnosi se na test strukture hromatina (Sperm Chromatin Structure
Assay - SCSA). On pruza informacije o statusu DNK i njegovom uticaju na
plodnost (Evenson, 1999).

Dakle, za konzistentan i efikasan rad na tehnologiji proizvodnje sperme
nerastova za vestacko osemenjavanje je potrebno vise faktora: sofisticirana
oprema, iskustvo, dovoljna frekvencija uzoraka na mesecnom (godi$njem)
nivou kroz redovnu kontrolu semena, redovno atestiranje instrumenata, kon-
stantna revizija plodnosti nerastova (povratne informacije), dobra saradnja
laboratorije i terena, kao i upornost u iznalazenju kona¢nog resenja aktuelnog
problema.

Postupak kontrole kvaliteta semena nerasta kontinuiranim laborato-
rijskim nadzorom (ugovornom saradnjom farme sa Institutom)

Farme sa kontinuiranim nadzorom kvaliteta semena treba da dostavlja-
ju uzorke na analizu u intervalima od 1,5-2 meseca. Uzorci se dopremaju u
frizider x-xtorbi na +17°C, u kome se ¢uvaju do kraja analize (1-7 dana). Po
dopremanju, uzorci se evidentiraju na prijemnom odeljenju kroz jedinstveni
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broj protokola, usaglasava se stanje uzoraka sa zahtevom za ispitivanje i oni

se usmeravaju na ispitivanje, u zavisnosti od potreba. Status uzoraka (da li je

ispitivanje zavrseno) moze se prekontrolisati i na elektronskoj stranici Instituta
upisom broja protokola.

U Laboratoriji za reprodukciju za rutinski pregled semena koji se radi u
sklopu kontinuiranog nadzora kvaliteta, odabrane su sledece tehnike:

- kompjuterska analiza semena (ISAS / - Integrisani sistem za analizu seme-
na, Proiser, Spanija) kojom se odreduje koncentracija, ukupna i progresiv-
na pokretljivost spermatozoida, progresivna i neprogresivna pokretljivost,
udeo brzih, srednje brzih, sporih i nepokretnih spermatozoida (% i kon-
centracija spermatozoida u 1 ml i njihov broj u dozi);

- proto¢na citometrija (Guava Milipore-IMV, SAD) na test integriteta mem-
brane akrozoma i membrane spermatozoida (kombinacija fluorometrij-
skih boja PNA-FITC i propidijum jodida) i ispitivanje strukture hromatina
(SCSA, sa akridin narandzastim);

- citolosko-morfoloski pregled supravitalno obojenog razmaza semena eozin-
nigrozinom po Blomu obuhvata odnos Zivih i mrtvih, nalaz intaktnih akro-
zoma, protoplazmatskih kapljica i ukupnih patoloskih formi spermatozoida.

Seme se na osnovu citolosko-morfoloske klasifikacije prema Jovi¢inu i sar.
(1997), oste¢cenja hromozoma prema Evensonu i sar. (2002) i na osnovu in-
terne klasifikacije prema broju progresivno pokretljivih spermatozoida u dozi
(CASA) svrstava u I, II, III klasu ili ,,van klase®

Doze se odbacuju (ocenjene kao “van klase”) u slede¢im situacijama:
CASA parametri / - ukupna pokretljivost spermatozoida <60%, progresivna
pokretljivost ispod 30%, aglutinirani - slepljeni spermatozoidi preko 40%);
protoc¢na citometrija-integritet membrane <30%, ostecenje akrozoma >30%);
i parametri dobijeni prilikom citolosko-morfoloskog pregleda - ukupno zivi
spermatozoidi <60%, zivi spermatozoidi sa intaktnim akrozomom <40%,
o$te¢en akrozom >30%, protoplazmatska kapljica (>25%*10%?) ili ukupno ab-
normalnih formi spermatozoida >40%). U pojedinim slucajevima savetuje se
kompenzacija loseg kvaliteta semena povecanjem broja spermatozoida u dozi.
* Althouse G. C. (1998): Cytoplasmic droplets on boar sperm cells Swine
Health and Production, 6, 3, 128. (http://www.aasp.org/shap.html).

Znacaj pojedinac¢nih ocena je razli¢it i o tome treba voditi racuna pri for-
miranju konacne ocene i izradi kona¢nog razredenja. Dobijene vrednosti su
uporedene u odnosu na oprasivost, broj prasadi u leglu, odnos Zivorodene i
mrtvorodene prasadi, prema vremenskim blokovima koji su najpriblizniji in-
tervalima analize. Time je olak$an rad na ispitivanju uticaja promene kvaliteta
semena i sezone na reproduktivne pokazatelje plotkinja.
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Sustinski pokazatelj kvaliteta semena odnosi se na broj spermatozoida u
dozi koji moze da se svrsta u pul spermatozoida sposobnih da svojom kineti-
kom doputuju do jajnih Celija, da ih oplode i obezbede normalan razvoj em-
briona. Zbog toga je korekcija u stepenu razredenja koristan pokazatelj kako
za racionalnu proizvodnju semena, tako i za kontrolu postupka razredivanja
semena na farmi. Ukoliko je progresivna pokretljivost spermatozoida zado-
voljena, onda morfoloski pokazatelji odreduju dalju kvalifikaciju semena. Pri-
sustvo malformacija u ve¢em procentu (,,knobbed” tzv. ,,dugmasti“ akrozom,
nuklearne vakuole, blago-jednostavno savijen spojni deo, protoplazmati¢ne
kapljice, pogotovo proksimalne), dokazani su indikatori koji nepovoljno uti¢u
na kvalitet semena i oplodnu sposobnost (Thundathil i sar., 2000; Kopp i sar.,
2008; Thundathil i sar., 2001).

Prvi znaci pogorsanja kvaliteta sperme uocavaju se na citolosko-morfolos-
kom pregledu i na osnovu njih se moze predvideti razvoj kasnijih promena u
pokretljivosti i oplodnoj sposobnosti. Procenat oprasivosti ne mora biti u ko-
relaciji sa brojem spermatozoida i jasnim odrazom kvaliteta semena, ukoliko
se koristi veci broj spermatozoida (preko 5 milijardi/dozi, odnosno, progresiv-
no pokretljivih od 2,5 milijardi, Milovanovi¢ i sar., 2011), Ovim ¢ime se moze
prevazici ve¢i deo problema u kvaliteta semena. Za dobijanje validnih podata-
ka o plodnosti koji su u korelaciji sa laboratorijskim rezultatima kod vestackog
osemenjavanja, neophodno je da se koristi ,,kritican broj spermatozoida” Ovaj
izraz podrazumeva ukupan broj spermatozoida koji dozi daje prepoznatljiv
kvalitet ili kombinaciju kvaliteta koji ¢e biti podlozni menjanju usled delovanja
drugih faktora koji nisu vezani za koncentraciju (Amann, 1986). Npr., uticaj
kvaliteta spermatozoida u manjim dozama, od 1-1,5 milijardi spermatozoida
pri plitkom, cervikalnom uvodenju katetera kod osemenjavanja je znatno izra-
zeniji, jer je kompenzacija visSkom spermatozoida u dozi manje izrazena.

Detekcija o$te¢enja membrane i akrozoma spermatozoida proto¢nom ci-
tometrijom daje preciznije vrednosti za ocenu njihove strukture u odnosu na
citolosko-morfolosku analizu. Akrozomi su osetljivije strukture u odnosu na
membranu spermatozoida kod nerastova (obrnut slucaj je kod bikova). Nera-
stovi sa ,osetljivim“ akrozomom prepoznaju se po vecem stepenu ostecenja
akrozoma na proto¢noj citometriji, te se takvi nerastovi nalaze na posebnoj
listi (tzv. ,lista nerastova osetljivog akrozoma®), koja sluzi personalu na farmi
da vrsi razredenja u vise koraka, -$to postepenije.

Slede¢i nivo ispitivanja odnosi se na odredivanje strukture hromatina
(SCSA), koji ukazuje na nepotpuno sazrevanje spermatozoida. Ono moze biti
posledica postojanja niza fizioloskih ili faktora spoljasnje sredine (Martinez,
2005). U poslednjoj dekadi, prikupljeni su podaci o rezultatima plodnosti se-
mena ljudi i Zivotinja koji ukazuju da fragmentacija-degeneracija DNK sper-
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matozoida ima negativni uticaj na plodnost i broj potomaka kod pluriparih
zivotinja (Evenson i sar., 2002). Ovaj pokazatelj nije povezan sa pokretljivos¢u
spermatozoida. U humanoj andrologiji, SCSA se navodi kao jedini metod koji
je demonstrirao jasne i klinicki koristne grani¢ne vrednosti za oplodnu spo-
sobnost spermatozoida ¢oveka. SCSA je standardizovan test i vrsi se u skladu
sa strogim protokolom, odredenim posebnim softverom za analizu i obradu
podataka sa proto¢nog citometra (SCSA-Soft). Srednje SCSA vrednosti u ana-
lizi 40 mladih nerastova ukazale su na relativno visok stepen ostecenja hro-
matina, pri ¢emu je 20% priplodnjaka imalo vise od 15% spermatozoida sa
o$te¢enim hromatinom (Milovanovi¢ i sar., 2012). Waberski i sar., (2011) su
analizirali 692 uzorka semena od 79 nerastova i to na dan uzimanja. Prosec¢-
na vrednost o$te¢enja hromatina je iznosila 2,6%, sa oscilacijama od 0,2 do
48,8%. Boe-Hansen i sar., (2008) tvrde da ostecenja hromozoma preko 2,1%
ve¢ ispoljavaju negativne efekte na broj zivorodene prasadi, dok o$te¢enja od
preko 20% daju legla sa najvise 6,4 prasadi. Prema tome, oste¢enje hromozoma
u blazem stepenu, ukazuje na moguénost smanjenja broja oprasene prasadi ali
ne na uspeh koncepcije, $to je za napredne farme od izuzetnog znacaja.

Kvalitet semena se na kraju, odreduje na osnovu broja pokretljivih i pro-
gresivno pokretljivih spermatozoida u dozi. U zavisnosti od tehnologije rada
na farmi, nac¢ina osemenjavanja, broja osemenjavanja po proizvodnoj seriji,
vrste i kvaliteta razredivaca, duzine ¢uvanja doze i higijene proizvodnje seme-
na, za pojedina¢ne farme se podesavaju granicne, ,,sigurnosne” vrednosti za
broj spermatozoida u dozi (Prikaz parametara u Tabeli 1.). Po potrebi se rade i
kontrola kvaliteta semena u dugotrajnim razrediva¢ima.

Tabela 1. Prikaz mogucih vrednosti za klasiranje razredenog semena nerastova

Ispitivana () karakteristika Moguce vrednosti:

I klasa | II klasa | III klasa

Ukupan broj spermatozoida u dozi (109) 35,0 49-3,0 | 2,9-2,0

Ukupan broj pokretljivih 335

spermatozoida u dozi (109) 34-2,5 | 2,4-1,5

Ukupan % pokretljivih spermatozoida *90% | 80-89% | 60-79%

% progresivno pokretljivih
(pp) spermatozoida

Ukupan broj p.p. spermatozoida
udozi (109)

°50% | 49-40% | 30-39%

*2,5 2,4-1,5 | 1,4-1,0
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Na dvomese¢nom nivou napravljena je rang lista nerastova na osnovu kva-
liteta semena. Sperma nerastova prve klase ,,trpe” veca razredenja, u komerci-
jalnoj proizvodnji, dok se za visokovredne nerastove slabog kvaliteta nativne
sperme posebno podesava rezim razredivanja i koris¢enja.

Svaki nerast treba da ima otvoren karton sa svim analiziranim parametri-
ma kvaliteta semena (Slika 1.). U karton se unose i podaci o osemenjavanju
nazimica i krmaca (oprasivost, veli¢ina legla, broj zivih i mrtvih prasadi po
leglu). Svaku analizu prati kratak komentar operatera na farmi, ocena iz la-
boratorije Instituta, nalaz, sugestija, androloski nalaz i prognoza. Komentar
se pojavljuje nanosenjem kursora na polje za komentar. Karton prati i graficki
prikaz pokretljivosti spermatozoida i grafikon o koncentraciji spermatozoida
u dozi (ukupan broj, broj pokretljivih i broj progresivno pokretljivih sperma-
tozoida, Slika 2.).

Kartoni se, nakon svake zavrsene analize, elektronskom po$tom razmenju-
ju sa farmom, tako da su stalno azurirani (od strane Instituta sa podacima o
kvalitetu semena, od strane farme sa podacima o oprasivosti).

U slucaju pada vrednosti parametara kvaliteta semena (pre svega CASA
i citolosko-morfoloskih), pristupa se bakterioloskoj kontroli nativne sperme
i razredenog semena. Utvrduje se broj izraslih kolonija u 1 ml (cfu/ml), vrsi
se tipizacija bakterija i odreduje osetljivost na antibiotike. Podaci o nativnoj
spermi ukazuju da li je nerast primarni uzrok bakterijske kontaminacije, dok
broj bakterija u razredenom semenu ukazuje na tehnologiju proizvodnje, na
mogucnost naknadne kontaminacije kao i na eventualnu rezistenciju bakterija
iz razredenog semena na antibiotike razredivaca. Po potrebi, moze se ispitati
destilovana voda, uzeti bris sa laboratorijkog posuda, pa i sa ruku radnika, radi
utvrdivanja izvora kontaminacije. (nov red, citav pasus ide napred, posle tri
pasusa bakteriologije)

Morfoloske promene na spermatozoidima mogu da ukazu da li su pato-
loske forme nastale kao posledice problema stvaranja spermatozoida (u toku
spermatogeneze, testisi) ili u toku maturacije (spermiogeneza, epididimis).
Kristalografija seminalne plazme (fern test), njen hemijski sastav i pH mogu
ukazati da li se radi o upali akcesornih polnih Zlezda.

Uzorci za bakteriologiju se kultivisu na Columbia agaru obogacenom sa
5% eritrocita ovna (Oxoid, Basingstoke, UK), MacConkey agaru (Oxoid, Ba-
singstoke, UK) i Sabouraud dekstroza agaru (Torlak, Srbija). Ploce se inkubi-
raju tokom 72h na 37°C pod aerobnim uslovima.

Odredivanje broja bakterija u mililitru (cfu/mL) odreduje se brojanjem
izraslih kolonija nakon serija desetostrukih razredenja. Osetljivost bakteijskih
izolata odreduje se disk difuzionom metodom na Mueller-Hinton agaru (Oxo-
id, Basingstoke, UK).
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Obimna kontaminacija saprofitskim bakterijama ukazuje na neophodnost
promene pojedinih postupaka u tehnologiji uzimanja i pripreme semena. Uko-
liko je izvor kontaminacije iz polnih organa nerastova i ukoliko je morfologija
semena ocuvana ili su promene blazeg oblika, preporucuje se kratkotrajna an-
tibiotska i potporna terapija, kao i promena razredivaca, koji svojim sastavom i
kvalitetom omogucuje bolju i dugoro¢niju kontrolu bakterijske kontaminacije
i produzenje vitalnosti semena (Suwimonteerabutr i sar., 2011; Dahmani i sar.,
2012) ili se sugerise kratkotrajno ¢uvanje semena (1-2 dana).

U krajnjem ishodu, ukoliko je nutritivna, vitaminsko-mineralna potpo-
ra i antibiotska terapija dovela do nedovoljnog pomaka u kvalitetu nativne
sperme, sugeri$e se blagovremena zamena nerasta. U slucaju nalaza visokog
stepena degenerativnih promena, potreba za dugom i neizvesnom terapijom,
zamena nerastova predstavlja razumno resenje.

Na posletku, saradnja nerastovskih reprodukcijskih centara i laboratorije
za reprodukciju podrazumeva i usluge koje se odnose na testiranje mladih,
uvoznih nerastova neposredno nakon izlaska iz karantina, s obzirom na nji-
hovu cenu i povecanu osetljivost u periodu aklimatizacije (Jovicin i sar., 2003.;
Jovidin i sar., 2008; Milovanovi¢ i sar., 2012). Zivotinje se uvoze u pubertetu
kada oplodnu sposobnost njihove sperme nije moguce utvrditi. Nakon pro-
cedura ispitivanja u karantinu, nerastovi ulaze u eksploataciju, pa se tek tada
moze proceniti njihova oplodna sposobnost. Potrebno je izvrsiti najmanje 3
uzastopne kontrole sa razmakom od po 1,5 mesec (50 dana traje ciklus sper-
matogeneze), kako bi se mladi nerast mogao validno oceniti, odnosno uloziti
reklamacija. Na osnovu izvr$enih analiza i prilozene dokumentacije moguce
je izvrsiti reklamaciju nerastova ¢ija nativna sperma/razredeno seme ne za-
dovoljava tehnoloske normative. Uvozniku se dostavljaju uniformisani CASA
izvestaji na srpskom i engleskom jeziku kao i druge potrebne laboratorijske
izvestaje (foto dokumentacija, film o pokretljivosti spermatozoida).

ZAKLJUCAK

Napredak kompjuterske tehnike i njeno uvodenje u andrologiju omoguca-
va automatizam u radu sa semenom, analizu velikog broja uzoraka u kratkom
vremenskom periodu, iskljucenje subjektivnosti metode, veliku brzinu ispiti-
vanja, visoku ponovljivost i analiticnost. Kompjuterska analiza pokretljivosti
spermatozoida ocenjuje kinetiku spermatozoida na veoma sofisticiran nacin.

Proto¢nom citometrijom je moguce analizirati integritet membrane akro-
zoma i membrane spermatozoida, strukturu hromatina i status fosfolipidne
ovojnice, kao i morfolosko i funkcionalno stanje membrana organela i prisu-
stvo odvojenih odeljaka (»kompartmana).
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Sistematska analiza semena sa primenom veceg broja metoda, dopunjena
povremenim bakterioloskim pregledom, daje moguénost pouzdane procene
kvaliteta semena nerastova.

Jasno je da usvajanje, usavrsavanje i standardizacija laboratorijskih me-
toda za kontrolu oplodne sposobnosti sperme treba da predstavljaju prioritet
savremenih laboratorija za andrologiju. Proizvodaci semena, bilo da proizvode
seme za internu upotrebu ili za prodaju trecem licu, duzni su da obezbede
seme sa tehnoloski prihvatljivim i unapred definisanim parametrima kvaliteta
i predvidljive (o¢ekivane) oplodne sposobnosti.
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Slika 1. Karton nerasta sa analiziranim parametrima kvaliteta semena i grani¢nim

vrednostima za pojedine ocene
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Slika 2. Karton nerasta sa grafickim prikazom pokretljivosti spermatozoida i kon-

centracijama spermatozoida u dozi (ukupan broj, broj pokretnih i broj progresivno

pokretnih spermatozoida)
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SADRZAJ NATRIJUMHLORIDA U
PROIZVODIMA OD MESA"™

Nadezda Prica?, Milica Zivkov-Balo$, Zeljko Mihaljev,
Sandra Jaksi¢, Igor Stojanov
Nauc¢ni institut za veterinarstvo "Novi Sad”, Novi Sad, Republika Srbija

Kratak sadrzaj

Kuhinjska so je prvi dodatak hrani ¢iji je konzervi$udi efekat poznat ve¢
jako dugo. Zastupljenost u svakodnevnoj ishrani doprinela je da kuhinjska
so bude jedan od prvih proizvoda dizajniranih kao “funkcionalna hrana”.
Medutim, dokazano je da prekomerno unosenje soli, odnosno natrijuma,
predstavlja jedan od Cestih uzroka hipertenzije i utie na pojavu razli¢itih
drugih oboljenja. Poznato je da natrijum-hlorid uti¢e na senzorska i mikro-
bioloska svojstva proizvoda od mesa, s jedne strane, ali i na zdravlje ljudi
sa druge strane. Posto vaze¢im Pravilnikom (Sl.glasnik RS 31/2012) nije
propisan sadrzaj natrijum-hlorida u proizvodima od mesa kao parametar
kvaliteta, cilj naseg rada bio je da se utvrdi koli¢ina natrijum-hlorida u ra-
zli¢itim proizvodima od mesa na novosadskom trzi$tu. Ukupno je ispitano
260 uzoraka proizvoda od mesa, i to: oblikovano mleveno meso, vegeteri-
janski namazi, dimljeni proizvodi, fermentisane suve kobasice, fino usit-
njene barene kobasice, konzerve od mesa u komadima i kuvane kobasice.
Sadrzaj natrijum-hlorida odreden je volumetrijski. Najmanji prose¢ni sadr-
zaj natrijum-hlorida utvrden je u uzorcima oblikovanog mlevenog mesa i
iznosio je 2,53%. U uzorcima vegeterijanskih namaza prose¢an sadrzaj na-
trijum-hlorida bio je 3,55%, u kuvanim kobasicama 2,95% a u konzervama
od mesa u komadima i u dimljenim proizvodima prosecan sadrzaj natri-
jum-hlorida bio je 3,44%. U fino usitnjenim barenim kobasicama sadrzaj
natrijum-hlorida bio je 3,06% a najveci sadrzaj natrijum-hlorida izmeren je
u fermentisanim suvim kobasicama i iznosio je 3,71%. Svetska zdravstvena
organizacija preporucuje da dnevni unos soli za odrasle, zdrave ljude ne
treba da bude ve¢i od 5 - 6 g. Kako dobijeni rezultati ukazuju da je u po-
jedinim ispitivanim uzorcima izmerena koli¢ina natrijum-hlorida veoma

" Istrazivanja su sprovedena po projektu TR 31084 finansiranom od strane Ministarstva
prosvete i nauke Republike Srbije
2 E-mail: nadja@niv.ns.ac.rs
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blizu gornje granice preporucene vrednosti, neophodna je dalja neprekidna
i sistematska kontrola kako bi se dobili $to realniji podaci o sadrzaju natri-
jum-hlorida u proizvodima od mesa.

Kljucne reci: natrijum-hlorid, proizvodi od mesa

SODIUM CHLORIDE CONTENT IN MEAT PRODUCTS

Nadezda Prica, Milica Zivkov-Balo$, Zeljko Mihaljev,
Sandra Jaksi¢, Igor Stojanov
Scientific Veterinary Institute "Novi Sad”, Novi Sad, Republika Srbija

Abstract
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Table salt is the first food additive and its preserving effects are well
known since long time ago. Because of its role in everyday diet, table salt
is one of the first products designated as “functional food”. However, it
was established that excessive salt intake, i.e. sodium intake, is frequently
associated with hypertension and development of a range of other disea-
ses. Sodium chloride affects sensory and microbiological properties of meat
products; however, it affects the human health as well. Since the current Re-
gulation (Official Gazette of the Republic of Serbia No. 31/2012) did not de-
fine the sodium chloride content of in meat products as a quality parameter,
the aim of our study was to determine levels of sodium chloride in diverse
meat products available at the market in Novi Sad. A total of 260 samples
of meat products were examined, including: shaped ground (minced) meat,
vegetarian spreads, smoked products, fermented dry sausages, finely min-
ced boiled sausages, canned meat chop and cooked sausages. The content of
sodium chloride was determined by using volumetric method. The lowest
average sodium chloride content was established in samples of shaped
ground meat, being 2.53%. Average level of sodium chloride in vegetarian
spreads was 3.55%, in cooked sausages 2.95% and in canned meat chop and
smoked products 3.44%. Sodium chloride content in boiled sausages was
3.06%, whereas highest value was established in fermented dry sausages,
being 3.71%. According to the guidelines of the World Health Organiza-
tion, daily salt intake for healthy adults should not exceed 5-6 g. Since the
obtained results indicated that sodium chloride contents in some samples
were close to the upper recommended limits, continuous and systematic
monitoring is of paramount importance in a view of obtaining accurate and
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reliable information on the content of sodium chloride in relevant meat
products.
Key words: sodium-chloride, meat products

UvVOD

Prerada hrane za Siroku upotrebu pocela je u drugoj polovini devetnae-
stog veka. U isto vreme pocinje i veca upotreba dodataka u izradi namirnica.
Dodaci hrani su bili vazni i interesantni u mnogim kulturama, bilo da su se
koristili za konzervisanje, za pobolj$anje izgleda, mirisa i ukusa, bilo kao po-
mo¢ u spravljanju novijih i razli¢itih vrsta namirnica. Kori$¢enje dodataka u
izradi hrane datira jo$ iz praistorijskog vremena, kada su ljudi ¢inili napore da
dodu do soli kako bi uc¢inili obroke ukusnijim i odrzivijim (Davidson, 2002).
Kuhinjska so je prvi dodatak hrani i koristile su je sve civilizacije. Bez ve¢ih
ogranicenja koristi se u mnogim prehrambenim proizvodima i, sa izuzetkom
mlevenog mesa, koristi se u izradi svih proizvoda od mesa ili samo kao ku-
hinjska so za soljenje, a naj¢es¢e uz dodatak natrijum nitrita kao nitritna so
za salamurenje. Konzervisuci efekat kuhinjske soli poznat je nekoliko mileni-
juma. Nacin delovanja natrijum-hlorida na mikroorganizme bio je predmet
vise razlicitih gledista, ali danas se smatra, da antimikrobni efekat soli pociva
na snizavanju aktivnosti vode. So, u proizvodima od mesa, pozeljno uti¢e na
senzorne i teksturalne karakteristike, povecanje sposobnosti vezivanja vode,
odnosno hidraciju mesa, a smanjivanje aktivnosti vode u proizvodu ima i bak-
teriostatski efekat. Kuhinjska so se svrstava u GRAS supstance (znaci potpuno
bezbedne za ljudsku ishranu) i, kada se u izradi proizvoda od mesa koristi
kuhinjska so koja je higijenski i zdravstveno ispravna i odgovara propisima
uslovima kvaliteta, njeno koris¢enje bi se moglo oznaciti kao bezbedno. Medu-
tim kuhinjska so moze negativno da uti¢e na pigmente mesa, pa meso dobija
smedu do tamno smedu boju. U ve¢im koli¢inama, pri nizim pH vrednostima,
deluje prooksidativno (Cavogki i sar., 1990).

Zastupljenost u svakodnevnoj ishrani doprinela je da kuhinjska so bude
jedan od prvih proizvoda dizajniranih kao “funkcionalna hrana” Naime, jo$
od 1920. godine, u Svajcarskoj se otpocelo sa jodiranjem kuhinjske soli u cilju
prevencije i iskorenjivanja bolesti $titne zlezde kod ljudi. Takav vid prevencije
prihvatile su skoro sve zemlje u svetu, propisujuci razli¢ite koli¢ine dodatog
joda, u zavisnosti od izrazenosti njegovog deficita u zemljistu i hrani. (Traj-
kovi¢-Pavlovi¢ i sar.,2000). Obaveza jodiranja kuhinjske soli postoji i kod nas,
koli¢ona joda u kuhinjskoj soli iznosi 12-18mg/kg (Pravilnik, 2005).

Sa druge strane, dokazano je da upravo prekomerno unosenje soli, odno-
sno natrijuma, jedan je od cestih uzroka hipertenzije, narocito kod natrijum-
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senzitivnih osoba i povezan je sa mortalitetom i rizikom od kardiovaskularnih
oboljenja, nezavisno od ostalih faktora rizika, ukljuc¢ujudi i hipertenziju (Tuo-
milehto i sar., 2001).

Prekomerno unosenje natrijum-hlorida dovodi do: direktnog rizika od
sréanih udara (Perry i Beevers, 1992), hipertrofije leve komore (Schmieder i
Messerli, 2000), retencije natrijuma u ekstracelularnoj tecnostu, odnosno do
retencije vode i klinickih idiopatskih edema, narocito kod Zena (MacGre-
gor i de Wardener, 1997); povecanje tvrdoc¢e odnosno, smanjenje elasti¢nosti
zida krvnih sudova, narocito arterija, nezavisno od krvnog pritiska (Avolio i
sar.,1986); proteinurije, u prvom redu do urinarne ekskrecije albumina, a time
i do povecanog rizika za oboljenje srca i bubrega (Du Cailar i sar., 2002); vece
mogucnosti infekcije izazvane Helicobacter pylori i rizika od nastanka raka
zeluca (Tsugane i sar., 2004); povecanja urinarne ekskrecije kalcijuma i rizika
od stvaranja kamena u bubregu (Capuccio i sar., 2000), zatim rizika od sma-
njenja gustine kostiju, a shodno tome i do osteoporoze i kompresivnih fraktura
kostiju, narocito kod zena u menopauzi (Devine i sar., 1995); pojacavanje as-
tmati¢nih napada (Mickleborough i sar., 2005) itd.

UnosSenje kuhinjske soli uslovljeno je, ne samo fizioloskim potrebama
(sportisti), nego i navikama, koje se sticu u ranom detinjstvu, kao i tradicijom
u ishrani (podneblje, odnosno klimatski uslovi, priprema hrane, resursi stoke
i sl.). Od ukupne dnevne koli¢ine kuhinjske soli, koja se u organizam unese
putem hrane, oko 20% potice iz proizvoda od mesa (Wirth, 1991).

Prema preporuci Svetske zdravstvene organizacije, dnevni unos soli odra-
slih, zdravih ljudi ne treba da je vec¢i od 5 - 6 grama (WHO, 1990). Bez obzira
na ¢injenicu $to o kuhinjskoj soli govorimo kao o GRAS supstanci, njen dnev-
ni unos je vrlo limitiran, tako da unosenje 50g dnevno nekog suhomesnatog
proizvoda za veliku ve¢inu ljudi predstavlja zdravstveni rizik.

Cilj naseg rada bio je da se utvrdi koli¢ina natrijum-hlorida u razli¢itim
proizvodima od mesa na novosadskom trzistu.

MATERIJAL I METODE

U okviru ovog ispitivanja, ukupno je ispitano 260 uzoraka proizvoda od
mesa, od ¢ega 85 uzoraka fino usitnjenih barenih kobasica, 22 uzorka obli-
kovanog mesa, 45 uzoraka konzervi od mesa u komadu, 16 uzoraka fermen-
tisanih suvih kobasica, 17 uzoraka dimljenih proizvoda i 75 uzorka kuvanih
kobasica. Sadrzaj natrijum-hlorida odraden je volumetrijski metodom SRPS
ISO 1841-1/1999.

Rezultati ispitivanja su obradeni statisticki i prikazani tabelarno, kao sred-
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nje vrednosti (X) sa standardnom devijacijom (s, ) i koeficijentom varijacije
(Cv).

REZULTATI I DISKUSIJA

Primena soli ima kod proizvoda od mesa visestruki znacaj (inhibicija mi-
kroorganizama, sposobnost vezivanja vode, ukus proizvoda). Koli¢ina kuhinj-
ske soli u proizvodima od mesa Pravilnikom o kvalitetu proizvoda od mesa
nije definisana. Moze se reci da je koli¢ina soli u proizvodima od mesa defini-
sana preko organolepti¢kih osobina - ukusa. Za proizvode od mesa Pravilnik
o kvalitetu usitnjenog mesa, poluproizvoda od mesa i proizvoda od mesa (SI.
glasnik RS 31/2012) je propisao da im ukus mora biti svojstven. Proizvod od
mesa koji sadrzi malo soli moze da bude bljutav, nedovoljno slan ili ako sadrzi
suvi$e soli moze da bude preslan, izuzetno slan ili ¢ak i gorak. U tom slucaju
proizvod nema svojstven ukus i to je mana kvaliteta tog proizvoda.

Na osnovu eksperimentalnih podataka i pregleda podataka iz literature,
vidi se da su koli¢ina i na¢in dodavanja kuhinjske soli specifi¢ni za svaku gru-
pu proizvoda od mesa.

U tabeli 1, prikazan je sadrzaj natrijum - hlorida u proizvodima od mesa,
izrazen u procentima. Najmanji prosecan sadrzaj natrijum-hlorida, 2,53 %
utvrden je u uzorcima oblikovanog mlevenog mesa, nesto veci, 2,95 % u ku-
vanim kobasicama. U fino usitnjenim barenim kobasicama prosecan sadrzaj
natrijum - hlorida bio je 3,06 %, dok je u konzervama od mesa u komadu i
dimljenim proizvodima izmereno 3,44 % natrijum - hlorida. Najveci prosecan
sadrzaj natrijum - hlorida sadrzale su fermentisane suve kobasice, 3,77 %.

U proizvodnji barenih kobasica (fino usitnjene barene kobasice, grubo
usitnjene barene kobasice, barene kobasice sa komadima mesa), koriste se ku-
hinjska so, nitriti, nitrati, polifosfati i citrati. Kuhinjska so se dodaje u koli¢ini
od 1,8 % do 2,2 % ( "normalno soljenje”) (Vukovi¢, 1998).

Ispitivanje virsli (fino usitnjene barene kobasice) sa novosadskog trzista
pokazuje da se sadrzaj natrijum — hlorida kod pet razli¢itih proizvodaca kretao
od 1,30 % do 2,55 % (Prica, 2008), a u fino usitnjenim barenim kobasicama sa
trzidta Srbije prosecan sadrzaj natrijum - hlorida iznosio je 1,66% (Vrani¢ i
sar., 2009). Nasi rezultati pokazuju znatno vecu koli¢inu natrijum - hlorida u
fino usitnjenim barenim kobasicama, 3,06%.

U proizvode od usitnjenog oblikovanog mesa dodaje se 1,35 do 2,04% ku-
hinjske soli neposredno pri njihovom spravljanju (Stamenkovi¢, 2004 ), $to je
ne$to manje u odnosu na vrednosti utvrdene nasim ispitivanjima (2,53 %).

Pri salamurenju mesa, za dimljene suvomesnate proizvode kuhinjska so se
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dodaje u koli¢ini do 3,76% (Stamenkovi¢, 2004), sto je u saglasnosti sa dobije-
nim rezultatima ( Tabela 1).

Kuhinjska so se dodaje u kuvane kobasice - od 2,15% do 2,34 % ( Stamen-
kovi¢, 2004), $to je manje u odnosu na vrednosti utvrdene u ovim ispitivanjima
(2,95 %). Prosecan sadrzaj natrijum - hlorida u fermentisanim suvim kobasi-
cama bio je 3,71 %, $to predstavlja znatno vecu koli¢inu natrijum - hlorida od
koli¢ine koje se, prema navodima Stamenkovic¢a (2004), dodaje pri spravljanju
nadeva u susene (trajne) kobasice, a iznosi od 6 % do 2,8 % . U konzervama
od mesa u komadima, izmerena prose¢na vrednost natrijum - hlorida bila je
3,44 %, $to je znatno veca koli¢ina natrijum - hlorida od izmerenih prose¢nih
vrednosti (1,67 %), dobijenih u ispitivanjima Vrani¢ i sar. (2009).

Tabela 1. Sadrzaj natrijum - hlorida u razli¢itim grupama proizvoda od mesa

Sadrzaj
Vista natrijum Mere varijacije
Proizvoda - hlori- vartjacy)
da (%)
X SD SE Cv% Iv

Fino usitnjene ba-

. 3,06 0,86 0,09 28,10 |1,61 —4,14
rene kobasice

Konzerve od mesa

: 3,44 0,59 0,09 17,15 2,35 -4,10
u komadima

Kuvane kobasice 2,95 1,13 0,13 38,31 0,92 - 4,98

Dimljeni proizvodi 3,44 0,56 0,14 1628 |2,44 — 3,94

Fermentisane

. 3,71 0,67 0,17 18,06 (2,61 - 5,42
suve kobasice

Oblikovano mle-

2,53 1,40 0,30 55,34 (0,12 -3,92
veno meso

Vegeterijanski namazi 3,55 0,91 0,34 25,63 1,49 - 3,92
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sadrzaj natrijum- 2.
hlorida (%)
grupe proizvoda od mesa
O fino usitnjene barene kobasice B konzerve od mesa u komadima
O kuvane kobasice O dimljeni proizvodi
B fermentisane suve kobasice O oblikovano mleveno meso
B vegeterijanski namaz

Grafik 1. Prikaz sadrzaja natrijum - hlorida u razli¢itim grupama proizvoda od mesa

ZAKLJUCAK

Sadrzaj natrijum-hlorida je gotovo u svim grupama proizvoda, izuzev di-
mljenih proizvoda, bio ve¢i u odnosu na podatke o sadrzaju natrijum-hlorida
iz literature.

Najmanji prosecan sadrzaj natrijum-hlorida, 2,53 % utvrden je u uzorci-
ma oblikovanog mlevenog mesa, nesto veci, 2,95 % u kuvanim kobasicama. U
fino usitnjenim barenim kobasicama prosecan sadrzaj natrijum - hlorida bio
je 3,06 %, dok je u konzervama od mesa u komadu i dimljenim proizvodima
izmereno 3,44 % natrijum - hlorida. Najveci prosecan sadrzaj natrijum - hlo-
rida izmeren je u fermentisanim suvim kobasicama, 3,77 %.

Kako dobijeni rezultati ukazuju da je u pojedinim ispitivanim uzorcima
izmerena koli¢ina natrijum-hlorida veoma blizu gornje granice preporucene
vrednosti, neophodna je dalja neprekidna i sistematska kontrola kako bi se
dobili $to realniji podaci o sadrzaju natrijum-hlorida u proizvodima od mesa,
i na osnovu toga donele preporuke o maksimalno dozvoljenom sadrzaju ovog
aditiva u proizvodima od mesa.
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INFORMISANOST GRAPANA OPSTINE TEMERIN O
EHINOKOKOZI KAO AKTUELNOM PROBLEMU
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Kratak sadrzaj

Ehinokokoza je zoonozna parazitska bolest rasprostranjena po celom
svetu. Uzro¢nik bolesti je pantljicara Echinococcus spp.. Definitivni doma-
¢ini su zivotinje iz familije Canidae i retko Felidae, a prelazni domacini su
ljudi kao i domaci i divlji papkari. U Srbiji je ehinokokoza narocito rasirena
zahvaljujuéi nedovoljnoj kulturi uzgajivaca svinja i nepostojanju odgovara-
ju¢ih sto¢nih groblja i zoohigijenske sluzbe. Svinje su jedna od najbrojnih
prelaznih domacina ehinokokoze u Temerinu, te se ljudi sa ehinokokozom
najéesce srecu prilikom svinjokolja (pluca i jetra zahvaéena metacestodnim
stadijumom ehinokokoze). Definitivni domacin se zarazi konzumacijom
promenjenih organa, a prelazni domadin peroralnim unosom jaja koja
definitivni domacdin izbacuje izmetom. Prilikom pregleda svinjskog mesa
na trihinelozu u veterinarskoj ambulanti “BMV”, stranke su navodile nala-
zenje cisti¢nih promena na jetri i plu¢ima, koja su naj¢esée davani psima.
Takode na jednom gazdinstvu je dijagnostikovana masovna ehinokokoza
svinja prilikom klanja. Pretpostavka je bila da su gradani slabo upoznati
sa ehinokokozom i moguéim posledicama. Cilj ovog istrazivanja je da se
dobije uvid u informisanost gradana opstine Temerin o ehinokokozi i da se
odgajiva¢ima svinja ukaze da drzanje pasa i svinja u kohabitaciji omoguca-
va direktan nacin prenosenja sa pravog domacina na prelaznog. Podaci su
prikupljeni pomoc¢u unapred formulisanog upitnika. Metodom slucajnog
izbora, upitnike je popunilo 100 gradana, a dobijeni rezultati su statisticki
obradeni. Samo 21% ispitanika smatra da zna $ta je ehinokokoza, a od njih
tek svaki tre¢i pravilno postupa sa cisti¢nim, ehinokoknim organima. 44
ispitanika Opstine Temerin su se susrela sa takvim organima prilikom svi-
njokolja, od kojih je 14 pravilno postupilo, a samo 22,73% zna da se ¢ovek
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moze zaraziti preko psa. Od ukupnog broja ispitanih, njih 50 ima psa, a
samo njih 13 redovno vrsi dehelmintizaciju. Dobijeni rezultati na osnovu
odgovara ispitanika ukazuju na slabu informisanost gradana opstine Teme-
rin i na potrebu edukacije istih.

Kljucne reci: ehinokokoza, svinje, pas, Temerin, edukacija

ACQUAINTANCE OF TEMERIN CITIZENS WITH

ECHINOCOCOSIS AS THE CURRENT ISSUE

Jelena Babic!, Nikolina Novakov?
! Scientific Veterinary Institute “Novi Sad”, Novi Sad

Faculty of agriculture, Department for veterinary medicine, Novi Sad

Abstract

Echinococcosis is a zoonotic parasitic disease spread worldwide. The
causative agent of the disease is a tapeworm Echinococcus spp.. Primary ho-
sts are animals from the family Canidae and rarely Felidae and intermediate
hosts are humans as well as domestic and wild ungulates. In Serbia, incidence
of echinococcosis is a particularly high, which is due to poor education of pig
breeders, inadequate production practice and lack of appropriate zoohygi-
enic conditions and animal waste management. Pigs are among the major
intermediate hosts of Echinococcus in Temerin, and people are most frequ-
ently affected during the periods of pig slaughter (lungs and liver are affec-
ted by the metacestode stage of Echinococcus). The primary host becomes
infected by consuming infested organs, whilst an intermediate host becomes
infected by oral intake of eggs excreted by the primary host in the feces.

During pork examination for trichinosis at the veterinary clinic “BMV?,
the customers reported cystic changes in the liver and lungs. Moreover,
massive echinococcosis was diagnosed on the farm in pigs at slaughter.
Very often, when noticing such changes in the organs, consumers tend to
throw them away to dogs. Most likely, the citizens are poorly informed
about the echinococcosis and its potential consequences. The aim of this
research is to establish how much the citizens of Temerin municipality are
informed about echinococcosis and to properly inform pig breeders that
keeping dogs and pigs in cohabitation may enable direct transmission of
parasites from definitive to intermediate hosts. Data were collected by using
pre-formulated questionnaire. Te questionnaire was completed by 100 ran-

! E-mail: vet.bmv@hotmail.com
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domly selected people, and the results were statistically analyzed. Only 21%
of respondents consider that they are acquainted with echinococcosis, and
among them, every third person properly manages cystic organs suspect
for echinococcosis. Forty-four respondents in Temerin municipality had an
opportunity to see affected organs during pig slaughter, but only 14 of them
acted correctly, while only 22.73% knew that a man could get infected from
dogs. Of the entire sample population, 50 respondents had a dog, and only
13 of them regularly apply helminth eradication measures.

The results obtained according to respondents’ answers indicated very
sparse knowledge on this issue among Temerin citizens, strongly suggesting
the need for an appropriate education strategy.

Keywords: echinococcosis, pigs, dogs, Temerin, education

UvVOD

Ehinokokoza, zoonozna parazitska bolest, predstavlja jedan od najozbilj-
nijih zdravstvenih problema globalnih razmera sa kojom se ve¢ decenijama
WHO, FAO, OIE i EEC manje ili vise uspesno bore (Pavlovi¢ i sar., 2011).
Svake godine, broj obolelih zivotinja i ljudi, raste geometrijskom progresijom,
kako u zemljama treceg sveta sa najnizim socio-ekonomskim standardom i
ekstenzivnim nac¢inom stoc¢arenja, tako i u razvijenim zemljama zapada. Medu
najugrozenijim podru¢jima su Mediteran, subsaharske oblasti i jug Afrike,
Azija uklj¢ujuci Kinu i1 Rusiju, Juzna i Severna Amerika, ali i Zapadna 1 Ju-
goisto¢na Evropa (Roming i sar., 2006; Pavlovi¢ i sar., 2012). Ehinokokoza je
u Srbiji narocito rasirena zahvaljuju¢i nedovoljnoj kulturi uzgajivaca svinja i
nepostojanju odgovarajucih sto¢nih groblja i zoohigijenske sluzbe. Broj regi-
strovanih, obolelih ljudi od ehinokoze u Vojvodini je u porastu. Naime, 1991.
godine taj broj je bio 9, dok taj broj 2011. godine iznosi 15 (Baci¢, 2011).

Uzro¢nik ove “re-emerging” bolesti je pantljicara Echinococcus spp.. Kli-
nicki se prepoznaju tri morfoloske forme ehinokokokoze: cisticna ehinokoko-
za (CE) prouzrokovana sa E. granulosus, alveolarna ehinokokoza prouzroko-
vana sa E. multilocularis i policisticna ehinokokoza prouzrokovana sa E. vogeli
ili E. oligarthrus.

Epidemioloski, CE kod ljudi se uglavnom javlja u siroma$nim zajednicama
koje unutar gazdinstva drze domace zivotinje zajedno sa psima. Pravi domacin
se zarazi konzumacijom zarazenih jetri i pluc¢a, a prelazni domacin peroralnim
unosom jaja koja pravi domacin izbacuje izmetom. U seoskim gazdinstvima
najcesce su rezultat “namernog” hranjenja pasa zarazenim organima prilikom
svinjokolja. CE ima niz znacajnih ekonomskih efekata koji se najcesce ogleda-
ju u odbacivanju jestivih iznutrica zivotinja (Torgerson, 2003).
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Cilj ovog istrazivanja je da se dobije uvid u informisanost gradana opstine
Temerin o ehinokokozi i da se odgajivac¢ima svinja ukaze da drzanje pasa i svi-
nja u kohabitaciji omogucava direktan nacin prenosenja sa pravog domacina
na prelaznog.

MATERIJAL I METODE RADA

Podaci su prikupljeni pomocu unapred formulisanog upitnika. Upitnik se
sastojao iz 8 pitanja: 1. Da li ste se prilikom klanja sustretali sa belim mehuro-
vima na crnoj i beloj dZigerici (jetri i plu¢ima)? 2. Da li znate $ta je to? 3. Sta
radite sa takvom belom i crnom dzigericom? 4. Znate li $ta je ehinokokoza? 5.
Sta mislite da li se Covek moze zaraziti ehinokokozom? 6. Kako se ¢ovek moze
zaraziti ehinokokozom? 7. Da li imate psa? 8. Ukoliko imate psa, da li vrsite
dehelmintizaciju (¢i$¢enje od glista) i koliko cesto?. Sva pitanja upitnika su
imala ponudene odgovore: pet dihotomnih pitanja i tri pitanja visestrukog iz-
bora. Anketirano je ukupno 100 gradana izabranih metodom slucajnog uzor-
ka. Uradena je kvalitativna obrada dobijenih rezultata koris¢enjem tehnike
redukovanja podataka, koja ima za cilj da smanji veliku koli¢inu dobijenih
podataka tako da ostaju samo relevantni podaci. Vr$ena je i dijagnostika ehi-
nokokoze po pozivu gradana vizuelnim pregledom iznutrica prilikom klanja,
a potom i potvrda svetlosnom mikroskopijom.

REZULTATI

Samo 21% ispitanika smatra da zna $ta je ehinokokoza, a od njih tek svaki
tre¢i pravilno postupa sa cisticnim organima. Od ispitanika koji su se susreli sa
ehinokoknim organima samo 22,73% zna da se covek moze zaraziti preko psa.
Radi preglednijeg i jasnijeg prikaza statisticki obradeni rezultati su prikazani
u grafikonu 1.1 2.

B susreli se
B nisu se susteli
i susreli-pravilno postupili

B susreli-nepravilno postupili

Grafikon 1.- Prikaz broja ispitanika koji su se susreli sa ehinokokozom, kao i koliko
njih je pravilno postupilo
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¥ ima psa
® nema psa
& redovna dehelmintizacija

® neredovna ili nikakva
dehelmintizacija

Grafikon 2. — Broj ispitanika koji imaju psa, kao koliko njih vr$i redovno dehelmiti-
zaciju

Vizuelnim pregledom iznutrica prilikom klanja konstatovana je ehinoko-
koza gde se na jetri mogao uociti veliki cisti (Slika 1), a potom je i dijagnoza
potvrdena svetlosnom mikroskopijom pregledom hidatidnog peska gde su se
mogli uociti protoskoleksi E. granulosus (Slika 2).

Slika 1. Svinjska jetra sa velikim brojm hidatidnih cisti
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Slika 2. Protoskoleksi izolovani iz hidatidne ciste svinje (uveli¢anje, x100)

DISKUSIJA

Opéti principi za kontrolu CE su uspostavljeni 1986.godine i sastoje iz 4
faze, a kao prva faza navodi se priprema programa za uspostavljanje kontrole,
sistem za nadzor i obuku osoblja (Larrieu i Zanini, 2012). S tim u vezi, prili-
kom terenskog dela istrazivanja, ispitanici su nakon popunjenog upitnika pri-
stupili procesu edukacije. Osim te terenske obuke, radjena je i edukacija uce-
nika Osnovne $kole “Petar Koci¢”, a na sastanku sa ¢elnicima Opstine Temerin
dobijeno obecanje o podrsci za nastavak edukacije gradana Opstine Temerin.

Austrijska istrazivanja ukazuju da je kod 92% ispitanih autohtonih Au-
strijanaca i kod 33% ispitanika sa prostora bivse Jugoslavije sa ehinokoknim
cistama dijagnostikovana Echinococcus canadensis G7, svinja soj. Neoceki-
vano veliki broj inficiranih pacijenata sa E. canadensis G7 kao i prose¢na sta-
rost pacijenata imigranata od 23 godine ukazuje na vaznost E. canadensis G7
kao uzroc¢nika cisticne ehinokokoze kod ljudi na podru¢ju Centralne Evrope
i upucuje na to da bi ova nova vrsta trebala biti uklju¢ena u buduce programe
kontrole ehinokokoze (Schneider i sar., 2010).

Istrazivanja sprovedena u Austriji na 104 osobe obolele od ehinokoze
identifikuju E. canadensis G7 kao glavni uzro¢nik cisticne ehinokokoze u
austrijskoj populaciji. Dvadeset Cetiri procenta pacijenata su bila austrijskog
porekla, 35% turskog, 26% potice sa prostora bivse Jugoslavije, a 15% iz
raznih drugih regiona. Smatra se da su u bivsoj Jugaslaviji, rat i raspad drza-
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ve (1991-1999) mozda pogorsali veterinarske kontrole i higijenske uslove, te
uticali na ovakvu epidemiolosku situaciju. Ove promene mogu objasniti i rela-
tivno mlad prosek starosti ispitanika sa podrucja bivse Jugoslavije inficiranih
svinjskim sojem E. canadensis G7 ( prose¢na starost 23 godina), dok je za E.
granulosus srednja starost 42 godine na istom geografskom regionu.

Prilikom klanja 684 svinje, u Litvaniji je vrSen pregled jetri, gde je ot-
kriven znacajno vec¢i broj infekcija sa Echinococcus granulosus kod svinja
iz porodi¢nih gazdinstava u poredenju sa onima iz industrijskih farmi. Pored
toga, u 0,5 % svinja iz porodi¢nih farmi dijagnostikovan je E. multilocularis
pomocu PCR. Uporedo sa tim, ispitano su bila i 34 seoska psa. U fecesu 26
pasa su dajagnostikovana jaja Taenia spp. (Bruzinskaite i sar., 2009).

ZAKLJUCAK

Na osnovu analize podataka dobijenih anketom o poznavanju ehinokoko-
ze, njenom §irenju, patoloskim promenama na jetri i plu¢ima zaklanih svinja
utvrdeno je da je ¢ak 79% ispitanika neupuceno, a samo 22.73% ispitanika koji
su se susreli sa ehinokoknim cistama zna kako se ¢ovek moze zaraziti ehino-
kokozom. Ovi podaci ukazuju na vaznost sprovodenja kontinuirane edukacije
farmera i ljudi sa ciljem kontrole ovog oboljenja.

Na teritoriji Opstine Temerin bi trebalo poceti ozbiljno evidentiranje ra-
$irenosti ehinokokoze na liniji klanja, kao i ehinokokoze pasa. Neophodno je
sprovoditi redovnu dehelmintizaciju pasa, narocito onih koji su u kontaktu sa
domacim Zivotinjama i ljudima kao i adekvatno uklanjanja animalnog otpada
sa ciljem da se spreci cirkulacija infektivnog materijala.

LITERATURA

1. Baci¢ M.: Epidemioloske karakteristike zoonoza u Srednjebanatskom
okrugu u periodu od 1991-2010. godine, Zrenjanin, Zavod za javno
zdravlje 2011.

2. Benner C., Carabin H., Sdnchez-Serrano L. P,, Budke C. M., Carmena D.:
Analysis of the economic impact of cystic echinococcosis in Spain. Bulletin
of the World Health Organization, 88, 49-57, 2010.

3. Bruzinskaite R., Sarkiinas M., Torgerson P.R., Mathis A., Deplazes P:
Echinococcosis in pigs and intestinal infection with Echinococcus spp. in
dogs in southwestern Lithuania. Vet Parasitol., 160, 3-4, 237-241, 20009.

4. Craig.P ., McManus D. P, Lightowlers M. W., Chabalgoity J. A., Garcia H.
H., Gavidia C. M., Gilman R. H., Gonzalez A. E., Lorca M., Naquira C.,

87



Arhiv veterinarske medicine, vol. 6, br. 1, 81-88, 2013.
Babic J. i dr.: Informisanost gradana ...

10.

11.

12.

13.

88

Nieto A., Schantz P. M.: Prevention and control of cystic echinococcosis.
Lancet Infectious diseases, 7, 6, 385-394, 2007.

Eckert J., Gemmell M. A., Meslin F. X., Pawtowski Z. S.: WHO/OIE Manu-
al on Echinococcosis in Humans and Animals: a Public Health Problem of
Global Concern, World Organisation for Animal Health (Office Internati-
onal des Epizooties) and World Health Organization, 2001.

Ivanovi¢ S., Pavlovi¢ I.: Rasirenost ehinokokoze kod svinja u ekstenzivnom
drzanju na podrucdju srednje-banatskog okruga [Srbija, Jugoslavija], Teh-
nologija mesa, 40(6), 302-303, 1999.

Larrieu E., Zanini E: Critical analysis of cystic echinococcosis control pro-
grams and praziquantel use in South America, 1974-2010. Rev Panam Sa-
lud Publica., 31(1), 81-7, 2012.

McManus D. P, Gray D. ], Zhang W.,, Yang Y.: Diagnosis, treatment, and
management of echinococcosis, BM], 344:e3866, 2012.

Pavlovi¢ 1., Hadzi¢ L, Zugic’ G., Andeli¢-Buzadzi¢ G., Vai¢ D., Jov¢evski
S.: Hidatidoza aktuelan problem stocarske proizvodnje. Zbornik naucnih
radova Instituta PKB Agroekonomik. 17, 3-4, 133-139, 2011.

Pavlovi¢ 1., Kulis$i¢ Z., Purdevi¢ S., Misi¢ Z., Momcilovi¢ J., Krsti¢ D.: Ulo-
ga pasa u kontaminaciji urbane sredine uzro¢nicima parazitskih zoonoza.
Veterinarski glasnik, 60, 5-6, 377-383, 2006.

Schneider R., Gollackner B., Schindl M., Tucek G., Auer H.: Echinococcus
canadensis G7 (Pig Strain): An Underestimated Cause of Cystic Echino-
coccosis in Austria. Am J Trop Med Hyg., 82(5), 871-874, 2010.

Torgerson P. R.: Economic effects of echinococcosis. Acta Tropica 85, 113-
118, 2003.

http://popispoljoprivrede.stat.rs/

Primljeno: 15.04.2013.
Odobreno: 08.05.2013.



Arhiv veterinarske medicine, vol. 6, br. 1, 89-101, 2013.
Despotovi¢ D. i dr.: Epizootioloske karakteristike ...

Struc¢ni rad UDK 616.995.1:636.4(497.15Republika Srpska)

EPIZOOTIOLOSKE KARAKTERISTIKE TRIHINELOZE
DOMACIH SVINJA NA PODRUCJU REPUBLIKE SRPSKE
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Kratak sadrzaj

Trihineloza je parazitsko oboljenje razli¢itih vrsta divljih, domacih zi-
votinja i ljudi, prouzrokovano nematodama iz roda Trichinella. Put prenosa
bolesti je konzumacija inficiranog mesa, zbog ¢ega trihineloza predstavlja
znacajan zdravstveni i ekonomski problem. U Republici Srpskoj najceséi
izvor infekcije ljudi je meso domace svinje, a u poslednje vreme sve veci
broj epidemija je, kao i u svetu, uzrokovan mesom divljih Zivotinja. Tokom
poslednje decenije 20. veka zabeleZene su brojne epidemije ljudi sa velikim
brojem obolelih. U periodu od 2001. do 2010. godine prijavljeno je 1256
slu¢ajeva trihineloze zivotinja, od ¢ega 1166 slucajeva trihineloze domacih
svinja. Na teritoriji opstine Bijeljina prijavljeno je 656 slu¢ajeva, odnosno
56,26% od ukupnog broja infekcija domacih svinja u Republici Srpskoj.
Najnovija saznanja o rasprostranjenosti razli¢itih vrsta iz roda Trichinella
kod divljih i domacih zivotinja Evrope ukazuju da ¢e i pored preduzimanja
preventivnih mera, kao $to su odgovarajuce drzanje zivotinja i veterinarska
kontrola mesa nakon klanja, ovo oboljenje jo§ dugo predstavljati znacajan
zdravstveni problem na ovom podrudju.

Kljucne reci: trihineloza, svinja, epizootiologija, Republika Srpska,
BiH
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Abstract
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Trichinellosis is parasitic disease affecting wildlife, domestic animals
and humans, caused by the nematode of the genus Trichinella. Primary in-
fection route is consumption of infected meat, thus trichinellosis represents
a considerable health and economic problem. In the Republic of Srpska,
the most common source of human infection is the meat of domestic pigs.
Since recently, an increasing number of trichinellosis outbreaks have been
attributed to consumption of meat of wild animals, which corresponds with
the situation in other countries. During the last decade of the 20th century,
numerous outbreaks involving large number of infected people have been
reported. In the period 2001-2010, 1256 cases of animal trichinellosis were
reported, 1166 of which were identified in domestic swine. In the munici-
pality of Bijeljina, 656 cases were reported, which makes 56.26% of the total
number of domestic pig infections recorded in the Republic of Srpska. The
latest findings about the incidence of various Trichinella species in wild and
domestic animals in Europe indicate that, regardless of application of pre-
ventive measures such as proper animal management and veterinary con-
trol of meat after slaughter, this disease remains the major health problem
in this area.

Key words: trichinellosis, pigs, epizootiology, Republic of Srpska, Bo-
snia and Herzegovina
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UvVOD

Trihineloza je parazitsko oboljenje koje prouzrokuju nematode iz roda
Trichinella. Do sada je otkriveno osam imenovanih diferenciranih genotipskih
vrsta (T. spiralis - T1, T. nativa - T2, T. britovi - T3, T. pseudospiralis - T4, T.
murrelli - T5, T. nelsoni - T7, T. papuae - T10, T. zimbabwensis - T11) i Cetiri
jo$ neimenovana genotipa T6, T8, T9 i T12 (Dupouy-Camet i Murrell, 2007).
Prema sposobnosti formiranja kapsule postoje dva klastera genotipova i evo-
lutivnih pravaca trihinele: kapsulirajuce i nekapsulirajuce (Pozio i sar., 2009).
Dve najéesce utvrdene vrste kod domacih i divljih zivotinja u Evropi su T. spi-
ralis i T. britovi, ¢ije larve stvaraju kapsulu (Pozio i sar., 2007b). U poslednje
vreme Ceste su prijave i vrste T. pseudospiralis (Beck i sar., 2007b; Merialdi i
notipovi vrsta iz roda Trichinella mogu inficirati sisare, dok neke vrste imaju
vecu specifi¢nu patogenost za reptile - T. zimbabwensis i T. papue (Pozio i sar.,
2007a) ili za ptice - T. pseudospiralis (Pozio i sar., 1999; Pozio, 2005).

Najces¢i izvor infekcije ljudi u svetu je meso domace svinje, ali u poslednje
vreme sve veci broj epidemija je uzrokovan mesom konja i divljih Zivotinja.
Posto se prenosi hranom, osim zdravstvenog trihineloza predstavlja i eko-
nomski problem (Dimitrijevi¢ i Ili¢, 2011). Prijavljena je u mnogim drzavama
Juzne i Severne Amerike, Azije, Afrike i Evrope. U zemljama isto¢ne Evrope,
narocito u Bugarskoj, Rumuniji, Srbiji, Hrvatskoj i Republici Srpskoj, odnosno
u Bosni i Hercegovini, trihineloza je enzootija i znacajna zoonoza (Pozio, 2007;
Despotovi¢, 2012).

Poslednju deceniju dvadesetog veka u Republici Srpskoj i BiH, kao i u
Hrvatskoj i Srbiji, ratna desavanja i promene ekonomskog uredenja drzave su
porusila uspostavljene sisteme kontrole trihineloze u inspekcijskom veterinar-
skom nadzoru svinjskog mesa, pa je doslo do pojave vece incidencije trihine-
loze kod domacih svinja i ljudi. Ova pojava je zabelezena i u drugim bivsim
socijalistickim drzavama isto¢ne Evrope, gde su prelaskom na kapitalisticki
sistem privrede, propale brojne velike drzavne i zadrugarske farme, nakon
Cega se pojavila potreba za drzanjem svinja na manjim farmama i u seoskim
domacinstvima (Cuperlovi¢ i Pordevi¢, 2003). Zbog moguénosti kontakta sa
sinantropnim glodarima (pacovi i misevi), ovako uzgajane svinje predstavljaju
najveci faktor rizika za infekciju ljudi trihinelom (Stefanovi¢ i sar., 1968; Dimi-
trijevic i sar., 1996).

Na prostoru Republike Srpske, iz godine u godinu, registruje se trihineloza
kod domacih svinja, divljih zivotinja i ljudi (Despotovi¢ i sar., 2012). Tokom
perioda od 1992. do 2000. godine prijavljeno je 1375 slucajeva trihineloze
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ljudi, dok je u periodu od 2001. do 2010. godine obolela 281 osoba. Veliki broj
epidemija ljudi u poslednje dve decenije, od kojih su najvece u Banjaluci (1996.
godine sa 182 obolela, 1997. godine sa 89 obolelih), Zvorniku (1998. godine sa
122 obolela), Foci (2002. godine sa 52 obolela) i 5 smrtnih sluc¢ajeva u ovom
periodu, dovoljan su razlog da se ovoj helmintozoonozi pokloni puna paznja.
Mere preveniranja infekcije domacih svinja i sigurna dijagnostika infektivnih
larvi trihinela u mesu nakon klanja, od izuzetnog su znacaja za sprecavanje
nastanka infekcije ljudi.

MATERIJAL I METODE RADA

Kao materijal u radu su kori$¢ene dve grupe statistickih podataka:

1. podaci zvani¢nih institucija o broju domacih svinja i broju divljih zivotinja
(Republicki zavod za statistiku Republike Srpske, Lovacki savez Republike
Srpske) i

2. podaci o broju prijavljenih pregledanih i na trihinelozu pozitivnih svinja
(Ministarstvo poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede Republike Srpske i
Kancelarije za veterinarstvo Bosne i Hercegovine).

Svi prikupljeni podaci su grupisani po opstinama i regijama Republike
Srpske, statisticki su obradeni i prikazani tabelarno i u vidu grafikona.

Napravljena je i karta teritorijalne rasprostranjenosti trihineloze kod do-
macih svinja za period od 2001. do 2010. godine.

REZULTATI I DISKUSIJA

Radi tacnijeg uvida u kretanje trihineloze kod Zivotinja na prostoru Repu-
blike Srpske potrebno je sagledati i stanje u okruzenju, pre svega u Federaciji
BiH, jer Republika Srpska sa njom ¢ini jedinstveno trziste Bosne i Hercegovi-
ne. Tokom perioda od 2001. do 2010. godine u celoj BiH ukupno je prijavljeno
1353 slucaja trihineloze Zivotinja, na 1242 lokaliteta. Od tog broja, 1256 slu-
¢ajeva je prijavljeno na 1158 lokaliteta u Republici Srpskoj, a 97 slucajeva je
prijavljeno na 84 lokaliteta u Federaciji BiH. U celoj BiH je prijavljeno 1233
inficiranih domacih svinja i 120 divljih svinja (Tabela 1). Procentualni odnos
prijavljenih slu¢ajeva u Republici Srpskoj i Federaciji BiH za domace svinje
iznosi 94,57% : 5,43%. Ova disproporcija se obja$njava cinjenicom, da ve-
¢insko stanovnistvo u Federaciji BiH ne koristi svinjsko meso u ishrani jer je
muslimanske veroispovesti, zbog ¢ega Federacija BiH ima i znac¢ajno manju
proizvodnju svinja na seoskim imanjima i malim farmama.
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Tabela 1. Trihineloza Zivotinja u BiH u periodu 2001.-2010. Godine

Podrucje zariSta slucajevi dlYlJ.e dor'na?ce
svinje svinje
R. Srpska* 1158 1256 90 1166
Federacija
Bil 84 97 30 67
BiH 1242 1353 120 1233
*u vrednostima za R.Srpsku nalaze se i dole
iskazane vrednosti za Brcko distrikt
Brcko
distrikt 39 39 L 38

U Republici Srpskoj trihineloza domacih svinja se prijavljuje svake godine.
U periodu od 2001. do 2011. godine broj slucajeva se kretao blagom silaznom
putanjom od 166 slucajeva (u 2001.) do 110 slucajeva (u 2006.). Godine 2007.
ustanovljen je pik od 179 prijavljenih slucajeva, nakon ¢ega 2008. godine sledi
znacajan pad na 64 prijavljena slucaja. Putanja izohipse nastavlja silazno do
2009. godine kada su prijavljena 42 sluc¢aja i 2010. godine kada je taj broj izno-
sio 44 slucaja. Godine 2011. zabelezeno je blago povecanje na 51 prijavljeni
slucaj (Grafikon 1).
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Grafikon 1. Trihineloza domac¢ih svinja u Republici Srpskoj u periodu od 2001.-2011.

godine
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Grafikon 2. Kretanje incidencije trihineloze domacih svinja u Republici Srpskoj u
u periodu od 2004. do 2010. godine

Incidencija trihineloze domacih svinja u Republici Srpskoj ima silaznu
putanju od 2004. do 2007. godine, nakon cega se deSava naglo povecanje od
0,043%, a zatim sledi isto tako naglo smanjenje incidencije na 0,017% u 2008.
i 0,01 u 2009., da bi u 2010. godini bila najniza 0,009%, $to je prvi put ispod
0,01% koliko je ponovo iznosila 2011. (Grafikon 2). Silaznu putanju inciden-
cije do 2006. godine prati povecanje brojnog stanja ukupnog stada, dok se
povecanje incidencije 2007. godine desava u godini u kojoj se drasti¢no sma-
njuje brojno stanje svinja, a pre svega osnovnog stada (krmaca i nazimica).
Smanjenje incidencije u godinama posle, sve do 2010. godine, prati odrzavanje
smanjenog broja mati¢nog stada na 80-90 000 grla i lagan rast ukupnog stada
svinja (Grafikon 3).
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Grafikon 3. Korelacija incidencije trihineloze domacih svinja u Republici Srpskoj i
kretanja ukupnog broja stada svinja u periodu od 2004. do 2010. godine
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Iz o¢igledne korelacije smanjenja broja stada i povecanja broja trihinelo-
znih domacih svinja moze se zakljuciti da je najvisa incidencija trihineloze kod
domacih svinja uzrokovana klanjem velikog dela mati¢nog stada, pre svega iz
malih seoskih farmi. Zbog starosti i nacina drzanja, u ovoj kategoriji su jedinke
koje su imale najve¢e mogu¢nosti da se inficiraju trihinelom. Pad incidencije,
koji je usledio, logi¢na je posledica veceg udela svinja koje dolaze iz uredenih
farmi, u broju zaklanih svinja, u odnosu na one koje su uzgajane na malim
farmama i seoskim imanjima.

Broj trihineloznih domacih svinja prati povecanje i pad brojnosti mati¢-
nog stada svinja. Povecava se neposredno posle rekordnog prinosa kukuruza
i krmnog bilja 2005. godine, a naglo opada nakon loseg roda i poskupljenja
ovog krmiva 2006. i 2007. godine. Pretpostavlja se da je prinos kukuruza i kr-
mnog bilja, osim na povecanje brojnosti mati¢nog stada, uticao i na rast popu-
lacije sinantropnih glodara (misSeva i pacova), osnovnih prenosioca trihineloze
na domacu svinju (Despotovié, 2012). Zbog toga je u godinama povoljnim
za biologiju pacova neophodno ¢esce sprovoditi deratizaciju (Stefanovic i sar.,
1968; Dimitrijevi¢ i sar., 1996). Program suzbijanja trihineloze koji predvida
kontrolu pri klanju, otkup inficiranih i sumnjivih svinja iz inficiranog dvorista
i intenzivirane deratizacije, sa velikim uspehom sprovodi Hrvatska na endem-
skim podrucjima (Beck i sar., 2007a; Bali¢ i sar., 2010).

Broj slucajeva trihineloze domacih svinja u opstini Bijeljina (656) ¢ini
56,99% od ukupnog broja sluc¢ajeva u Republici Srpskoj. U ovoj opstini od
2001. do 2007. godine prijavljivano je izmedu 71 i 98 slucajeva. Broj slucajeva
je naglo pao na 17 u 2008. godini i 12 u 2009. godini, da bi 2010. godine bilo
zabelezeno 26 slucajeva (Tabela 2).

Tabela 2. Trihineloza na podrucju opstine Bijeljina u periodu 2001.-2010. godine

Bijeljina ZariSta slucajevi dor.nz!c’e diylia
svinje svinje
2001 79 79 78
2002 91 95 95
2003 91 93 93
2004 83 87 87
2005 62 78 78
2006 59 71 71
2007 90 100 98 2
2008 15 19 17
2009 11 12 12
2010 22 27 26
YKYITHO 603 661 656 5
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U opstinama Pale i Zvornik prijavljen je 10 puta manji broj slucajeva tri-
hineloze Zivotinja (63 i 56) u odnosu na Bijeljinu, §to ¢ini 5,00% i 4,00%, u
odnosu na ukupan broj sluc¢ajeva u Republici Srpskoj (Shema 1).

U podrucju koje se proteze tokom reke Bosne i zahvata opstine Doboj,
Modri¢u i Samac trihineloza domacih svinja se &esto javlja. Za veéinu ostalih
delova Republike Srpske, moze se reci da se trihineloza domacih svinja javlja
sporadi¢no. Regija sa najmanje prijavljenih trihineloznih domacih svinja je
regija Trebinja, odnosno Hercegovina, u kojoj se nalaze Cetiri opstine koje u
ovom desetogodisnjem periodu nisu prijavile ni jedan slucaj trihineloze zi-
votinja. To su Istocni Mostar, Berkovici, Ljubinje i Bileca (Shema 1). Regija
Prijedora takode ima mali broj prijavljenih sluc¢ajeva trihineloze domacih svi-
nja, a u opstinama Kozarska Dubica i Kostajnica nije bilo prijave trihihineloze
zivotinja (Despotovi¢, 2012).
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Najveci broj infekcija kod ljudi u svetu uzrokovan je konzumacijom mesa
domace svinje, zatim konja, a u velikom broju zemalja i mesom inficiranih
medveda (Grenland, Kanada, SAD, Poljska, Rusija i Kina), morzeva (Kanada
i Aljaska), lisica (Kina, Italija), jazavaca (BiH), ovaca (Kina), jaguara (SAD) i

pasa (Kina, Tajland i Slovacka) (Dupouy-Camet, 2000; Pozio, 2007).

Na podrucju Republike Srpske u periodu od 2001. do 2010. godine tri-
hineloza je utvrdena samo kod domacih i divljih svinja (Despotovi¢ i sar.,
2012), a u bivsoj BiH kod domacih i divljih svinja, lisica, vukova i jazavaca
(Despotovi¢, 2012).

Meso domace svinje je najcesci izvor infekcije ljudi, a poslednjih godina
sve ¢e$ci izvor je meso divlje svinje (Despotovi¢ i sar., 2012). Prijavljivane su
i infekcije ljudi uzrokovane mesom svinja koje je pregledano na trihinelozu
metodom kompresije. Donosenjem Pravilnika o merama kontrole trihineloze
2010. godine, uskladenog sa EU Commission Regulation (EC) No 2075/2005,
odredeno je da se sve prijemcive zZivotinje podvrgavaju pregledu na trihinelozu
isklju¢ivo metodom digestije.

U zvanic¢nim izve$tajima i stru¢nim radovima, u Republici Srpskoj i BiH,
kao uzro¢nik trihineloze domacih, divljih Zivotinja i ljudi isklju¢ivo se navodi
vrsta T. spiralis. Medutim, u susednoj Hrvatskoj DNK tipizacijom vrsta, osim
T. spiralis, potvrdeno je prisustvo i T. britovi i T. pseudospiralis kod domacih i
divljih svinja (Beck i sar., 2007b; Beck i sar., 2007a; Florjanci¢ i sar., 2007), dok
je u kopnenoj Italiji utvrdena samo vrsta T. britovi, §to govori da se i na pro-
storu Republike Srpske i BiH, osim T. spiralis, mozda pojavljuju i druge vrste
trihinela kao uzroé¢nici infekcija Zivotinja i ljudi (Cuperlovi¢ i Pordevi¢, 2003;
Pozio, 2007; Pozio i sar., 2007b).

ZAKLJUCAK

U cilju suzbijanja trihineloze Zivotinja i sprec¢avanja pojave trihineloze kod
ljudi, trebalo bi dosledno primenjivati Pravilnik o merama suzbijanja i isko-
renjivanja trihineloze. U pogledu metode pretrage posle klanja i izvestavanja
o broju, vrsti i kategoriji pregledanih Zivotinja, od znacaja je imenovanje re-
ferentne laboratorije, u cilju unapredjenja rada i laboratorija i epidemiologa.
Referentna laboratorija bi trebala da prikupi izolate i ispita koje vrste iz roda
Trichinella su prisutne na podrucju Republike Srpske. Postovanje preporuke
Internacionalne Komisije za trihinelozu, da se u endemskim podru¢jima ko-
risti povecana koli¢ina uzorka za pretragu, omogucilo bi i otkrivanje infekcija
slabijeg inteziteta.
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U pogledu rasprostranjenosti trihineloze domacih svinja, posebno je tes-
ka situacija na podrucju opstine Bijeljina, a enzootsko podrucje se prostire
Posavinom od Bijeljine uz reku Savu do Samca, te uz reku Bosnu do Doboja i
od Bijeljine uz Drinu preko Zvornika i regije Bira¢ do sarajevsko - romanijske
regije i opstine Pale.

Potrebno je doneti poseban Program za suzbijanje i iskorenjivanje trihine-
loze u enzootskim podru¢jima Republike Srpske. Osim pojacanih deratizacija
i podizanja nivoa drugih opstih mera biosigurnosti u eventualnom programu
suzbijanja ove zoonoze u Republici Srpskoj, treba predviditi i moguénost bor-
be protiv trihineloze depopulacijom inficiranih farmi kao izvora infekcije.

NAPOMENA:

Rad realizovan po Projektu ,,Pracenje zdravstvenog stanja divljaci i uvode-
nje novih biotehnoloskih postupaka u detekciji zaraznih i zoonoznih agenasa
- analiza rizika za zdravlje ljudi, domacih i divljih Zivotinja i kontaminaciju Zi-
votne sredine” (broj TR31084) i Projektu ,,Primena EIIP/ISM bioinformaticke
platforme u otkrivanju novih terapeutskih targeta i potencijalnih terapeutskih
molekula® (broj 173001), koje je finansiralo Ministarstvo prosvete i nauke Re-
publike Srbije.
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UPUTSTVO AUTORIMA ZA PRIPREMAN]JE RUKOPISA

ARHIV VETERINARSKE MEDICINE je casopis Nau¢nog instituta za
veterinarstvo”Novi Sad” u Novom Sadu. Casopis objavljuje originalne, stru¢ne
i pregledne radove, priloge iz prakse, izvestaje sa kongresa i stru¢nih sastana-
ka, prikaze knjiga, radove iz istorije veterinarske medicine

Sve primljene rukopise Uredivacki odbor $alje recenzentima radi stru¢ne
procene. Ukoliko recenzenti predloze izmene i dopune, tada se kopija recen-
ziranog rukopisa dostavlja prvom autoru s molbom da trazene izmene unesu
u tekst ili pak u protivnom da argumentovano izraze svoje neslaganje sa datim
primedbama recenzenta. Kona¢nu odluku o prihvatanju rada za stampu dono-
si glavni i odgovorni urednik zajedno sa uredivackim odborom.

Casopis se $tampa na srpskom jeziku, a kratak sadrzaj se prevodi na engle-
ski. Radovi stranih autora se $tampaju na engleskom jeziku sa kratkim sadrza-
jem na srpskom.

Molimo saradnike da svoje radove pisu u skladu sa slede¢im uputstvima.

Opsta uputstva

Tekst rada se kuca u programu za obradu teksta Word, latinicom, fontom
Times New Roman, veli¢ina slova 12 tacaka (12 pt), dupli proredom. Levu i
desnu marginu podesiti na 20 mm, a gornju i donju na 30 mm, na A4 strani.
Ukoliko se u tekstu koriste specijalni znaci (simboli), koristiti font Symbol.
Rukopis rada dostaviti odstampan jednostrano papiru, ali i u elektronskoj for-
mi. Paginacija na desnoj strani lista, pocevsi od naslovne strane. Reference u
tekstu treba da navedu ime autora, iza kojeg se stavlja zarez i godina. Ukoliko
ima viSe od dva autora, tada se u zagradi piSe samo prezime prvog autora uz
dodatak «i sar.,» pa godina (Vidi¢ i sar., 2004).

Ukoliko je rad iz programa nekog projekta na kraju rada navesti finansijera
projekta i evidencioni broj.
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Naslovna strana

Na prvoj stranici treba napisati sledece:

- naziv ¢lanka, odnosno rada treba pisati velikim slovima bez podvlacenja i
bez skracenica

- imena autora pisati ispod naslova punim imenom i prezimenom, razdvo-
jena samo zarezom.

Iznad prezimena se brojem oznacava ustanova u kojoj radi autor (autori):

- navesti punu adresu ustanova u kojima autori rade; navoditi onim redosle-
dom koji odgovara redosledu autora u radu;

- nadnu stranice treba navesti ime e-mail jednog od autora, radi korespon-
dencije.

Kratak sadrzaj

Na posebnoj stranici uz rad treba priloziti i kratak sadrzaj rada, obima 300
re¢i. Pored naslova i imena autora i ustanova, kratak sadrzaj treba da sadrzi
najvaznije ¢injenice iz rada. Takode, ispod kratkog sadrzaja treba navesti 3-8
klju¢nih reci.

Pisanje teksta

Svi podnaslovi se pisu velikim boldiranim slovima. U radu koristiti krat-
ke i jasne recenice. Tekst treba da bude u duhu srpskog jezika, a sve strane
izraze za koje postoje odgovarajuce reci u nasem jeziku ne treba koristiti. Za
nazive lekova koristiti isklju¢ivo njihova internacionalna nezasti¢ena imena
(tj. genericka imena) i pisati ih onako kako se izgovaraju (ne na latinskom ili
engleskom jeziku). Ukoliko se, pak, zeli ipak ista¢i ime nekog preparata, onda
se njegovo ime (zajedno sa imenom proizvodaca) stavlja u zagradu iza naziva
aktivne supstancije. Uredaji ili aparati se takode oznacavaju njihovim trgovac-
kim nazivima, s tim $to se i ovde u zagradi mora navesti ime i mesto proizvo-
daca. Za svaku skracenicu, koja se prvi put javlja u tekstu treba navesti i pun
naziv. Skrac¢enice nikako ne koristiti u naslovu, a u kratkom sadrzaju ih takode
treba izbegavati. Decimalne brojeve pisati sa zarezom i bar jo$ jednom nulom.
Obim rukopisa bez priloga, ne treba da bude ve¢i od 8 stranica kucanog teksta.
Izbegavati veliki broj priloga.
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Tabele se oznacavaju arapskim brojevima (iznad tabela) po redosledu na-
vodenja u tekstu, sa nazivom na srpskom jeziku. Koristiti font Times New Ro-
man, veli¢ina slova 12 pt, sa jednostrukim proredom i bez uvlacenja. Ukoliko
se u tabeli koriste skracenice treba ih objasniti u legendi ispod tabele.

Grafikoni se takode oznacavaju arapskim brojevima (ispod grafikona) po
redosledu navodenja u tekstu, sa nazivom na srpskom jeziku. Koristiti font Ti-
mes New Roman i veli¢inu slova 12 pt, sa jednostrukim proredom i bez uvlace-
nja. Ukoliko se koriste skracenice, treba ih objasniti u legendi ispod grafikona.

Sheme (crtezi) se oznacavaju arapskim brojevima (ispod shema) po redo-
sledu navodenja u tekstu, sa nazivom na srpskom jeziku. Koristiti font Times
New Roman i veli¢inu slova 10 pt, sa jednostrukim proredom i bez uvlacenja.
Ukoliko se koriste skracenice, treba ih objasniti u legendi ispod sheme.

Fotografije se oznacavaju arapskim brojevima (ispod fotografije) po redo-
sledu navodenja u tekstu, sa nazivom na srpskom jeziku. Primaju se isklju¢ivo
originalne fotografije (crno-bele ili u boji) na sjajnom (glatkom, a ne mat) pa-
piru. Na poledini svake fotografije treba napisati redni broj i strelicom oznaciti
gornji deo slike. Za svaki primerak rukopisa dostaviti po jednu sliku.

Poglavlja rada

Poglavlja rada su: Uvod, Materijal i metode rada, Rezultati, Diskusija (ili
Rezultati i diskusija zajedno), Zakljucak i Literatura.

U uvodu treba ukazati na najvaznije, odnosno najnovije ¢injenice i pogle-
de vezane za temu rada, sa kratkim obrazlozenjem cilja sopstvenih ispitivanja.

Materijal i metode rada. U ovom poglavlju treba opisati uslove pod koji-
ma su ogledi izvedeni, navesti pun naziv metoda koje su koris¢ene u ispitiva-
njima, materijal i Zivotinje na kojima su izvedena ispitivanja.

Rezultati. Rezultate prikazati pregledno uz pomo¢ tabela ili grafikona.
Svuda treba da stoji redni broj i tekst, koji opisuje $ta odredena slika, tabela,
grafikon prikazuje. Redni broj sa tekstom se stavlja iznad tabela, a kod svih
ostalih prezentacija ispod.

Diskusija. U ovom poglavlju se prikazuju uporedna analiza dobijenih re-

zultata sa rezultatima i misljenjima drugih autora sa isticanjem znacaja ispiti-
vanja ali bez donosenja zakljucaka.
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Zakljucak. U ovom poglavlju autor iznosi svoja zaklju¢na razmatranja.

Literatura. U ovom poglavlju autor treba da iznese literaturne podatke,
odnosno radove, koje je koristio u toku izrade svog rada. Pozeljno je da ko-
riSc¢ena literatura bude $to novija. Reference treba pisati jednu ispod druge
(numerisati ih arapskim brojevima) i abecednim redom prema prvom slovu
prezimena prvog autora. Broj referenci nije u principu ogranicen ali se prepo-
rucuje da ne bude veci od 15. Reference ¢lanaka koji su prihvaceni za stampu
treba oznaciti kao «u $tampi» i priloziti dokaz o prihvatanju rada.

Primeri navodenja referenci:

1. Clanak u ¢asopisu:
Stojanovi¢ D., Malicevi¢ 7., Asanin R.: The use a new model for the inve-
stigation of sepsis. Acta Veterinaria, 52, 2/3, 125-131, 2002

2. Knjige i druge monografije:
Qinn P:: Clinical Veterinary Microbiology. London, Mosby, 1998

3. Poglavlje u knjizi:

Vidi¢ B., Bobos$ S., Lako B., Loncarevi¢ A.: Dijagnostika bruceloze. U:
Aleksandar Loncarevi¢, Bruceloza svinja, Beograd: Poljoprivredni fakultet,
2000, str. 47-49.

4. Clanak u zborniku radova sa nau¢no-struénog skupa:

Val¢i¢ M., Lazi¢ S., Rasi¢ Z.: Mesto i uloga terenskog veterinara u epizoo-
tioloskom radu.

U: Dragi$a R.Trailovi¢, urednik, Zbornik radova, X regionalno savetovanje
iz klinicke patologije i terapije zivotinja, 1-5. septembar, Kragujevac, Beograd:
Fakultet veterinarske medicine, 2008, 75-82.

Napomena

Rad koji ne ispunjava sve gore navedene uslove nece biti poslat na recenzi-
ju i bice vracen autorima da ga dopune i isprave.

Adresa casopisa

Naucni institut za veterinarstvo ,,Novi Sad”, Novi Sad
Rumenacki put 20, tel. 021/ 4895392, e-mail: arhiv@niv.ns.ac.rs
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NOTE FOR CONTRIBUTORS

ARHIVE OF VETERINARY MEDICINE is a journal of the Scientific
Veterinary Institute “Novi Sad” in Novi Sad. The journal publishes original,
expert and review papers, case reports, reports from symposia and other mee-
tings, book reviews, cases from history of veterinary medicine.

All manuscripts are sent for a review and evaluation. In the case the re-
viewer suggests additional changes, the manuscript will be sent to the first aut-
hor with a kind request to change the manuscript. In the case the author does
not want to change, appropriate argumentation should be given. Final decision
on accepting the manuscript is given by the editor in chief, together with edi-
torial committee.

The journal is published in the Serbian language, followed by an abstract
in English. The papers of foreign authors are published in English followed by
an abstract in Serbian.

The manuscript should be written according to the following instructions:

General notes

The paper should be in Word program, Latin characters, size 12 pt, Times
New Roman, double spaced. Left and right margins 20 mm, top and foot mar-
gins 30 mm, paper size A4. If special symbols are used, use font Symbol. The
manuscript should be submitted on paper size A4, but also in electronic form.
Pagination on the right side, starting from the title page. References and notes
are cited in the text by authors’ names, followed by the year of publication. If
there are more than two authors, only the name of the first author is written
followed by the abbreviation “i sar” (Vidi¢ i sar., 2004).

If the paper is part of a project, name the financier and the project number at
the end.
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Title page

On the title page the following should be written:

- the title of the paper in capital letters, without underlining and abbrevia-
tions
- the names of the authors (first and second name, followed by a comma).

Above the second name place a number that denotes the institution where the
author works:

- full name of the institutions should be given.
- at the bottom of the page write E-mail address of one author, for corres-
pondence.

Summary

Every paper should be followed by a summary (300 words). Beside the ti-
tle, name of the authors and institutions, it should contain the most important
facts from the paper and three to eight key words.

Text

All the subtitles write in bold capital letters. Use short and concise senten-
ces. Name the drugs as their International Nonproprietary Names (so called
generic names). If the name of a specific drug is to be stressed, name it together
with the producer (in brackets). The names of devices write as used in trade
(name of the producer in brackets). When using an abbreviation for the first
time, write the words that stand for. Abbreviations cannot be used in the title
and summary. Text should not be longer than 8 pages. Avoid long enclosures.

Tables number with the Arabic numerals (above the table). Use Times New

Roman, 12 pt, single space, without indentation. If abbreviations are used, give
an explanation bellow the table.

108



Graphs number with the Arabic numerals (below the graph). Use Times
New Roman, 12 pt, single space, without indentation. If abbreviations are
used, give an explanation bellow the graph..

Scheme number with the Arabic numerals (bellow the scheme). Use Ti-
mes New Roman, 10 pt, single space, without indentation. If abbreviations are
used, give an explanation bellow the graph.

Photographs number with the Arabic numerals (bellow the photo). Only
original photographs can be used (black and white). On the back side write
ordinal number of the photo and mark the top of the photo.

Headings

Headings in the paper are: Introduction, Material and Methods, Results,
Discussion (or Results and Discussion), Conclusion and Literature.

Introduction points on the most important, i.e. most recent data regar-
ding the topic with a short presentation of the aims of this research.

Material and Methods. Here describe the conditions in the experiment,
name the used methods, material and animals.

Results. The results are displayed through tables or graphs, numbered
with ordinal numbers and with an explanation what the photo, table or graph
shows.

Discussion. Here give analyses of the obtained results comparing to the
results and opinions of other authors, pointing the importance of this research,
without giving a conclusion.

Conclusion. Here the authors gives his final conclusions.

Literature. The author should list the references, preferably the most re-
cent one. References should be numbered with Arabic numerals, one under
the other, written in alphabetical order according to the surname of the first
author. In general, the number of references is not limited, but it is advisable
to write 15 references.

109



Examples of references:

1. Articles in journals:

Stojanovi¢ D., Malicevi¢ 7., ASanin R.: The use a new model for the inve-
stigation of sepsis. Acta Veterinaria, 52, 2/3, 125-131, 2002

2. Books:

Qinn P.: Clinical Veterinary Microbiology. London, Mosby, 1998

3. Chapters in books:

Vidi¢ B., Bobos$ S., Lako B., Loncarevi¢ A.: Dijagnostika bruceloze. U:
Aleksandar Loncarevi¢, Bruceloza svinja, Beograd: Poljoprivredni fakultet,
2000, str.47-49

4. Articles in proceedings:

Val¢i¢ M., Lazi¢ S., Rasi¢ Z.: Mesto i uloga terenskog veterinara u epizoo-
tioloskom radu.

U: Dragi$a R.Trailovi¢, urednik, Zbornik radova, X regionalno savetovanje
iz klinicke patologije i terapije zivotinja, 1-5. septembar, Kragujevac, Beograd:
Fakultet veterinarske medicine, 2008, 75-82

Note

A paper that is not in accordance to the aforementioned instructions will
not be sent for a review and will be returned to the authors for corrections.

Address of the journal

Naucni institut za veterinarstvo “Novi Sad”, Novi Sad
Rumenacki put 20, tel. 021/ 4895392, e-mail: arhiv@niv.ns.ac.rs
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