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SISTEMSKA CITROBACTER FREUNDII INFEKCIJA KOD
[ARANSKH VRSTA RIBA*

SISTEMIC CITROBACTER FREUNDII INFECTION IN CARP

Svetlana Jeremi}, Dobrila Jaki} -Dimi}**

U radu smo opisali klini~ko oboljenje {aranskih vrsta riba koje je

ukazivalo na tipi~nu akutnu bakterijsku septikemiju izazvanu gram-

negativnom bakterijom Citrobacter freundii. Po~etkom godine, pri ni-

skim temperaturama vode, prime}en je neuobi~ajeni mortalitet {aran-

skih vrsta riba.

Za laboratorijska ispitivanja uzeto je 39 uzoraka obolelih riba koje

su potamnele, sa izra`enim egzoftalmusom, krvarenjima po ko`i i u

o~ima i 10 uzoraka klini~ki zdravih riba. Deo promenjenih organa:

{krge, parenhimatozne organe i creva koristili smo za izolovanje uz-

ro~nika. U ispitivanjima smo koristili uobi~ajene metode bakterio-

lo{kog pregleda. Kulture su identifikovane ispitivanjem klju~nih feno-

tipskih obele`ja i pomo}u Api 20E sistema kao Citrobacter freundii.

Drugi deo parenhimatoznih organa i creva fiksirali smo u 10% for-

malinu i pripremili standardnom histolo{kom tehnikom. Patolo{ko-hi-

stolo{kim ispitivanjem utvr|ene su zapaljenjske i nekroti~ne promene

na unutra{njim organima.

Ve{ta~kom infekcijom sa ~istom kulturom Citrobacter freundii us-

peli smo da reprodukujemo oboljenje.

To je ujedno i prvi objavljeni izve{taj o utvr|ivanju Citrobacter fre-

undii kao uzro~nika bolesti {aranskih vrsta riba u Srbiji.

Klju~ne re~i: Citrobacter freundii, izolacija, identifikacija, {aranske
vrste riba, biolo{ki ogled

Intenzivno gajenje {aranskih vrsta riba se svrstava u najrentabilnije
na~ine proizvodnje belan~evina `ivotinjskog porekla. Osnovni uslov za ispunjenje
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ovog zahteva je odr`avanje `ivotnih i proizvodnih funkcija riba u fiziolo{kim grani-
cama. Me|utim, svaka promena abioti~kih ~inilaca sredine (smanjenje procenta
kiseonika, ~este promene temperature vode, promene pH vrednosti, pove}ana
koncentracija amonijaka i ugljen-dioksida), kao i velika gustina nasada i nespro-
vo|enje preventivnih mera pre prezimljavanja pogoduju {irenju mnogobrojnih
bolesti, a me|u njima i bakterioze. Posebno veliki gubici se bele`e kod mla|i {ara-
na posle zimovanja koji su nastali kao posledica smanjene otpornosti organizma
mladih riba posle zimskog gladovnja, niskih temperatura i degradovanja sredine.

U radu smo opisali klini~ko oboljenje {aranskih vrsta riba koje je ukazi-
valo na tipi~nu akutnu bakterijsku septikemiju po ko`i i unutra{njim organima
izazvanu gram-negativnom bakterijom. Procenat uginu}a {arana (Cyprinus car-

pio) i babu{ki (Carassius carassius) bio je znatno ve}i, a znatno ni`i mortalitet se
javio kod mla|i amura (Ctenopharyngodon idella) i crvenperki (Rutilus rutilus).

Kulture Citrobacter freundii su izolovane i identifikovane ispitivanjem
klju~nih fenotipskih obele`ja i pomo}u Api 20E sistema za enterobakterije.

Patolo{ko-histolo{kim ispitivanjem su utvr|ene zapaljenjske i nek-
roti~ne promene na unutra{njim organima. Ve{ta~kom infekcijom sa ~istom kultu-
rom Citrobacter freundii uspeli smo da reprodukujemo oboljenje.

U radu }e biti razmatrana pojava za nas novog bakterijskog oboljenja,
{to je ujedno i prvi objavljeni izve{taj o utvr|ivanju Citrobacter freundii kao
uzro~nika bolesti {aranskih vrsta riba u Srbiji.

Krajem marta i po~etkom aprila 2002. godine prime}en je neuo-
bi~ajen mortalitet {aranskih vrsta riba, s tim da je procenat uginu}a mla|i {arana i
babu{ki bio znatno ve}i, a znatno ni`i mortalitet se javio kod mla|i amura i crven-
perki.

Za laboratorijska ispitivanja uzeli smo 39 uzoraka obolelih riba, koje su
potamnele sa izra`enim egzoftalmusom, krvarenjima po ko`i, perajima, oko o~iju i
lokomotornom ataksijom i 10 uzoraka klini~kii zdravih riba. Deo promenjenih or-
gana (jetra, bubreg i creva) fiksirali smo u 10% formalinu, uklopili u parafin, pravili
tkivne listi}e debljine 6 mikrona i obojili hematoksilin eozinom.

Kao materijal za izolovanje uzro~nika koristili smo {krge, parenhima-
tozne organe (jetra, bubreg i slezina) i creva obolelih i klini~ki zdravih riba. [krge,
parenhimatozni organi i creva sakupljeni su asepti~no i inokulisani u plo~e sa TSA
agarom oboga}enim sa 10% FTS, sa endo agarom, krvnim agarom i inkubisane
na temperaturi od 30oC tokom 5 dana. Sa triptoza soja agara i endo agara sumn-
jive kolonije smo presejali na 2% hranljivi agar radi dobijanja ~iste kulture, koje su
zatim identifikovane ispitivanjem klju~nih fenotipskih obele`ja i pomo}u Api 20E
sistema za enterobakterije. Pored toga ispitali smo oksidazu i katalazu.

Izolat (01-870) ispitan na patogenost. Za biolo{ki ogled uzeta je mla|
{arana. Grupa se sastojala od 20 {aran~i}a prose~ne mase od 10 do 13 g koji su
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bili dr`ani u akvarijumu u aerisanoj stati~koj vodi na temperturi od 11oC. Ribe su
bile injicirane i.p. sa 0,2 ml bakterijske supstancije koja je sadr`ala oko 107

c.f.u./ml. Sve inficirane ribe su svakodnevno posmatrane, a uginule i moribundne
su ispitane bakteriolo{ki.

Do osamdesetih godina pro{loga veka postojale su indicije da Citro-

bacter freundii mo`e da prouzrokuje oboljenje kod riba. Ipak definitivni podaci
nisu postignuti sve do radova Satoa i sar. 1982. Š6¹ kada je organizam dokazan
kao patogen za akvarijumske ribe, a devedesetih godina i kod gajenih riba. Citro-

bacter freundii bio je izolovan kod obolelih atlantskih salmonida u [paniji i SAD Š3,
5¹ i kod {arana u Indiji Š4¹.

Prva uginu}a {aranskih vrsta riba zapo~ela su pri temperaturi vode od
11oC u periodu mart-april. Obolele ribe su mirne, nekoordinisanih pokreta i plutaju
po povr{ini vode. Ne reaguju na spolja{nje nadra`aje i tamno su pigmentisane.

Spolja{njim pregledom koji obuhvata ko`u, peraja i pregledom prirod-
nih otvora kod svih primeraka prime}ena je pove}ana koli~ina sluzne mase. Na
ko`i su utvr|ene erozije i otpadanje ljusaka. Difuzna krvarenja po ko`i i perajima.
Kod svih primeraka utvr|en je obostrani egzoftalmus i krvarenje u o~ima. Na ven-
tralnom delu trbuha utvr|ena su difuzna krvarenja. Analni otvor je zacrvenjen.
[krge su blede usled anemije sa ta~kastim krvarenjima, edematozne i kod pojedi-
nih primeraka sa nekrozom vrhova {kr`nih listi}a.

Sekcijom je ustanovljeno da su svi unutra{nji organi, kao i zid ribljeg
mehura, edematozni. U trbu{noj {upljini nalazi se mala koli~ina crvenkaste te~no-
sti. Na unutra{njim organima zapa`aju se krvarenja, prvenstveno na unutra{njem
zidu ribljeg mehura, gonadama, crevima, mi{i}ima, bubrezima i jetri. Slezina je
pove}ana i nejednake boje. Zid creva je edematozan, lumen je pro{iren, bez
sadr`aja hrane, ispunjen krvavom te~no{}u sa ta~kastim i difuznim krvarenjima.

Na{i rezultati patolo{ko-anatomskog ispitivanja bili su identi~ni sa re-
zultatima koje su dobili Karunasager i sar. 1991 Š4¹ koji su kod {arana patolo{ko-
anatomskim pregledom utvrdili erozije i hemoragije po ko`i, fokalne nodule u bu-
brezima i druge tipi~ne lezije za hemoragi~ne septikemije, a razlikovali su se od
rezultata koje su dobili Austin i sar. 1992. godine Š2¹ kod kalifornijske pastrmke.
Oni su utvrdili samo gastroenteritis, dok tipi~nih spolja{njih znakova bolesti nije
bilo, osim jako izra`enog mortaliteta.

Patolo{ko-histolo{ke promene smo utvrdili na jetri, bubrezima i cre-
vima. U jetri u ve}em broju slu~ajeva utvrdili smo masnu degeneraciju jetre, od-
nosno nakupljanje masnih }elija u jetri. Kod drugih primeraka utvr|ene su zapa-
ljenjske i nekroti~ne promene i slabija krvarenja u tkivu jetre.

Mikroskopskim pregledom tkiva bubrega utvrdili smo da su epitelije
bubre`nih kanali}a intaktne. Lumen bubre`nih tubula je vidljiv i potpuno prazan. U
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intersticijumu bubrega, odnosno intertubularno ili perivaskularno jasno se uo~ava
mononuklearni celularni infiltrat koji na pojedinim mestima pokazuje tendenciju
me|usobnog konfluisanja, obuhvataju}i na taj na~in ve}a podru~ja bubre`nog
tkiva. Tu i tamo detektuju se slabija krvarenja.

Mikroskopski preparati creva ukazuju da je proprija mukoze infil-
trovana inflamatornim }elijskim elementima srednjeg intenziteta. Du` crevnog
epitela mestimi~no se vide umno`ene peharaste }elije. U pojedinim preparatima
crevne resice su hipertrofi~ne sa tendencijom spajanja.

Zasejavanjem na TSA dobijen je naoko ~ist proziran bakterijski rast iz
jetre, bubrega i creva iz svih obolelih riba. Formirane su okrugle, glatke konveksne
kolonije pre~nika 2 do 4 mm. Na krvnom agaru nisu izazvale hemolizu. Nisu
izolovane bakterije iz 10 klini~ki zdravih riba. Na endo agaru obrazovale su
srednje velike prozra~ne, bezbojne kolonije koje su podse}ale na kolonije salmo-
nela i {igela. Te kolonije su posle inkubacije od daljih 48 ~asova postale svetlo-
ru`i~aste, a posle 3 do 5 dana dobile su crvenu boju, jer su sporo razgra|ivale lak-
tozu. Kulture su sadr`avale gram-negativne asporogene pokretne {tapi}e.

Tabela 1. Biohemijske karakteristike izolata Citrobacter freundii inkubisanih na 30oC 48h

Table 1. Biochemical characteristics of Citrobacter freundii isolates incubated at 30 oC for 48 h

Reakcija /
Reaction

Izolat iz {arana /
Carp isolate

Izolat iz babu{ki /
Cruscian carp

Izolat Austin /
Isolate Austin

ONPG + + +

ADH - - -

LDC - - -

ODC - - -

CIT - - -

H2S + + +

URE - - -

TDA - - -

IND - - -

VP - - -

GEL - - +

GLU + + +

MAN + + +

INO - - -

SOR + + +

RHA + + -
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Reakcija /
Reaction

Izolat iz {arana /
Carp isolate

Izolat iz babu{ki /
Cruscian carp

Izolat Austin /
Isolate Austin

SAC + + -

MEL - + -

AMY + + +

ARA + + +

OX - - -

KAT. + + +

Izolati su bili osetljivi na flumekvin nalidisti~nu kiselinu, OTC i poja~ane sulfonamide.
Isolates were sensitive to flumequin, nalidistic acid, OTC, and enhanced sulphonamides.

Kao {to je prikazano u tabeli 1 ispitani izolati iz {arana i babu{ki
stvarali su katalazu, ß-galaktozidazu, H2S, ali ne i arginin dehidrolazu, lizin, ornitin
dekarboksilazu i indol. VP reakcija je bila negativna. @elatin i ureja nisu bili degra-
dirani.

Iz dobijenih rezultata na{i izolati iz {arana i babu{ki nisu degradisali
`elatin, dok je izolat Austina Š2¹ degradirao `eltin. Na citrat nije kori{}en.

Na{i izolati su stvarali kiselinu iz glikoze, manoze, sorbitola, ramnoze,
saharoze, amigdalina i arabinoze. Pored toga, izolat Citrobacter freundii iz
babu{ki stvarao je kiselinu iz melebioze. Izolat Austina i sar. Š2¹ nije stvarao
kiselinu iz ramnoze, saharoze i melebioze. Upore|ivanjem biohemijskih osobina
na{ih izolata sa osobinama izolata koji je opisao Austin Š2¹ do{li smo do zaklju~ka
da postoje sojevi Citrobacter freundii koji slabije ili vi{e razgra|uju ugljene hidrate.
Iz dobijenih rezultata kulture su identifikovane kao Citrobacter freundii.

Znaci oboljenja i mortalitet od 50 posto posle biolo{kog ogleda usle-
dio je 8 dana od i.p. infekcije. Kod moribundnih i uginulih {arana utvrdili smo
ta~kasta i difuzna krvarenja po ko`i i perajima. [krge su bile anemi~ne sa ta~kas-
tim krvarenjima i otokom {kr`nih listi}a.

Sekcijom su utvr|eni peritonitis i krvavi transudat u trbu{noj {upljini.
Jetra je svetloru`i~aste boje sa ta~kastim krvarenjima. Slezina je uve}ana sa
zaobljenim ivicama. Bubreg je sivkaste boje. Zapaljenje creva sa sluzavim sadr`a-
jem.

Citrobacter freundii je izolovan iz svih uginulih i moribundnih riba.
[tavi{e patogen je reizolovan iz bubrega i jetre od svih pre`ivelih riba na kraju
ogleda.

Iako je Citrobacter freundii uobi~ajen stanovnik u eutrofnim hladnim
vodama Š1¹ smatramo da je oboljenje nastalo nakon prezimljavanja posle hladne
zime, sa ve}im brojem ledenih dana i ~estim sne`nim padavinama. Ribe su poi-
kilotermni organizmi, tj. poprimaju temperaturu vode koja ih okru`uje, pa svaka
promena temperature veoma mnogo uti~e na tok `ivotnih procesa. Mla| {aran-
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skih vrsta riba je osetljivija od odraslih i najni`a dozvoljena temperatura u ribnjaku
za mla| je od 0,1 do 0,2oC. Kod dugih zahla|enja, pri tim temperaturama smanju-
je se otpornost organizma riba i pojavljuje se oboljenje koje prati masovno ugi-
nu}e mla|i.

To je ujedno i prvi objavljeni izve{taj o utvr|ivanju Citrobacter freundii

kao uzro~nika bolesti {aranskih vrsta riba u Srbiji.

1. Allen D. A., Austin B., Colwell R. R.: Numerical toxonomy of bacterial iso-
lates associated with a freshwater fishery. J. Gen.Microbiol. 129, 2043-2062, 1983. - 2. Aus-
tin B., Stobie M., Robertson P. A. W.: Citrobacter freundii: the cause of gastro-enteritis lead-
ing to progressive low level mortalities infarmed rainbow trout, oncorhynchus mykiss wal-
baum, in Scotland; Bull. Eur. Ass. Fish. Pathol. 12, 5, 166 -168, 1992. - 3. Baya A. M., Lupi-
ani B., Hetrick F. M., Toranzo A. E.: Increasing importance of Citrobacter freundii as a Fish
pathogen. Fish Health Section/AM. Fish. Soc.Newsletter 18, 4, 1990. - 4. Karunasagar I.,
Pai R.: Systemic Citrobacter freundii infection in common carp, Cyprinus carpio L.finger-
lings. J. Fish Dis, 15, 95-98., 1992. - 5. Sanz F.: Rainbow trout mortalities associated with a
mixed infection with Citrobacter freundii and IPN virus. Bull. Eur. Ass. Fish Pathol. 11, 222-
224, 1991. - 6. Sato N., Yamane N., Kawamura T.: Systemic Citrobacter freundi infection
among sunfish Mola mola in Matsushima aquarium. Bull. Jap. Soc. Sci. Fish. 49, 1551-
1557, 1982.

Napomena: Sredstva za izradu ovog rada obezbe|ena su iz projekta
„Nekonvencionalna animalna proizvodnja” (Br. 505.0541B) Ministarstva za nau-
ku, tehnologiju i razvoj Republike Srbije

SYSTEMIC CITROBACTER FREUNDII INFECTION IN CARP

Svetlana Jeremi}, Dobrila Jaki}-Dimi}

The paper describes ta clinical disease in carp fish species which indicated a
typical acute bacterial septicaemia caused by the gram-negative bacteria Citrobacter fre-
undii. An unusal mortality of carp fish species was observed during low water temperatures
at the beginning of the year.

A total of 39 samples were taken for laboratory examinations from diseased
fish which had become darker, with expressed exophthalmus bleedings on the skin and
eyes, and 10 samples from clinically healthy fish. Part of the altered organs: gills, paren-
chymatous organs and intestines were used for isolating the causes. The usal methods of
bacteriological examinations were used for the investigations. Cultures were identified by
examining key phenotype markings and using an Api 20E system as Citrobacter freundii.

Other parts of parenchymatous organs and intestines were fixed in 10% for-
maline prepared according to the standard histological method. Pathohistological exami-
nations established inflammatory and necrotic changes in internal organs.
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We succeeded in reproducing the disease with an artificial infection using a
pure culture of Citrobacter freundii.

This is the first published report on establishing Citrobacter freundii as the
cause of carp diseases in Serbia.

Key words: Citrobacter freundii, isolation, identification, carp fish species, biological
experiment

SISTEMNAÂ CITROBACTER FREUNDII INFEKCIÂ U SAZANOVÀH VIDOV RÀB

Svetlana Eremi~, Dobrila Jaki~-Dimi~

V rabotze mì opisali klini~eskoe zabolevanie sazanovìh vidov, ko-
toroe ukazìvalo na tipi~nuÓ ostruÓ bakterialÝnuÓ septicemiÓ, vìzvannuÓ gram
otricatelÝnoy bakteriey Citrobacter freundii. V na~ale goda pri nizkih temperatu-
rah vodì zame~ena neobì~na® smernostÝ sazanovìh vidov rìb.

Dl® laboratornìh ispìtaniy vz®tì 39 obraz~ikov, zabolev{ih rìb,
potemnev{ie, s vìra`ennìm ÌkzoftalÝmusom krovoto~eni®mi i po ko`e i v glazah
i 10 obraz~ikov klini~eski zdorovìh rìb. ^astÝ izmenennìh organov: `abrì, par-
enhimatoznìe organì i ki{ki mì polÝzovali dl® izolirovani® vozbuditel®. V
ispìtani®h mì polÝzovali obì~nìe metodì bakteriologi~eskogo osmotra. KulÝ-
turì ustanovlenì ispìtaniem klÓ~evìh fenotipnìh priznakov i pomoÈÝÓ Ari
20E sistemì kak Citrobacter freundii.

VtoruÓ ~astÝ parenhimatoznìh organov i ki{ok mì fiksirovali v
10% formaline mì podgotovili standartnoy gistologi~eskoy tehnikoy. Patogis-
tologi~eskim ispìtaniem ustanovlenì vospalitelÝnìe i nekroti~eskie izme-
neni® na vnutrennih organah.

Iskusstvennoy infekciey s ~itoy kulÝturoy Citrobacter freundii mì us-
peli reproducirovatÝ zabolevanie.

Ïto vmeste i pervoe obÍ®vlennoe izvestie o ustanovlenii Citrobacter

freundii kak vozbuditel® bolezni sazanovìh vidov rìb v Serbii.

KlÓ~evìe slova: Citrobacter freundii, izol®ci®, identifikaci®, sazanovìe vidì
rìb, biologi~eskiy opit
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NUMERI^KI I STRUKTURNI POLIMORFIZAM HROMOZOMA
KOD RIBA VRSTA – Carassius auratus gibelio B. I Alburnus

alburnus L.*

NUMERICAL AND STRUCTURAL CHROMOSOME POLIMORPHISM IN

FISH SPECIES - Carassius auratus gibelio B. AND Alburnus alburnus L.

Svetlana Fi{ter**

Prikazani su rezultati citogeneti~kih istra`ivanja riba vrste Caras-

sius auratus gibelio B. i vrste Alburnus alburnus L. Definisan je kariotip

riba koje su uhva}ene na razli~itim lokalitetima vodâ u Srbiji. U okviru

biseksualne populacije srebrnog kara{a Carasius auratus gibelio B.,

uo~ena je varijabilnost u broju poslednjih, najsitnijih akrocentrika (2n=

100±2-4). Ovi variraju}i akcesorni hromozomi nazvani su B-analozima.

Ustanovljen je broj hromozoma (3n=150+8 i 3n=150+10) i date su

karakteristike kariotipa kod ginogenetskih linija triploidnih `enki. Uka-

zano je na to da se postoje}i klonovi razlikuju u broju hromozoma, tj. u

broju B-analoga, koji su, verovatno, i uzrok nastanka – ginogenetskih

karioklonova.

Kod vrste Alburnus alburnus L. (uklije), ustanovljeno je da postoje

izmenjeni kariotipovi sa velikim metacentrikom – Robertsonovom fuzi-

jom, translokacijom, koju, verovatno, ~ine dva najve}a akrocentrika.

Razmatrana je mogu}nost odr`anja varijabilnosti u populacijama ove

vrste. Rezultati su diskutovani u odnosu na poreme}aje do kojih ove

promene dovode u reprodukciji i mogu}e posledice koje mogu da se

o~ekuju u potomstvu.

Klju~ne re~i: kariotip, ribe, hromozomi, numeri~ke aberacije kariotipa,
poliploidija, ginogeneza, strukturne aberacije hromozoma, Robertso-
nova translokacija, Carassius auratus gibelio B., Alburnus alburnus L.
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Promene u kariotipu koje se odnose na promenu broja i morfologije
hromozoma, mogu}e su i de{avaju se u razli~itoj meri i sa razli~itim ishodima, kod
svih `ivih organizama. Svakako da su ova de{avanja kod nekih organizama bolje
prou~ena, nego kod drugih.

Da bi se moglo da se razume {ta je to – aberacija, a {ta – normalno
stanje, treba dobro da se poznaje hromozomsko ustrojstvo vrste, {to u okviru
klase Riba, nije uvek slu~aj. Od ogromnog broja vrsta – riba koje danas `ive, koji
iznosi oko 10 000, i predstavlja svakako najve}i broj vrsta u okviru bilo koje klase
ki~menjaka, samo je jedan mali broj citogeneti~ki prou~en – oko 2-3 posto.

U slatkim vodama Jugoslavije, ovaj broj se svodi na stotinak stalno pri-
sutnih vrsta, pa i od njih, neke vrste imaju sasvim nepoznate kariotipove. Za
~oveka, na prvi pogled, neke od ovih vrsta su izuzetno zna~ajne, bilo zbog toga
{to ih on uzgaja u ribnjacima – radi ishrane ili ih lovi iz zadovoljstva ili neke od njih
predstavljaju izuzetno va`ne karike lanaca ekosistema ili su kao - ve{ta~ki i nezna-
la~ki, unete - korovske vrste, postale {teto~ine, pa nije lako da se iskorene. Me|u-
tim, ne postoji ni jedan valjan razlog da se tvrdi da je neka vrsta – kao predmet is-
tra`ivanja – zna~ajnija od bilo koje druge, na {ta nas vrlo o~igledno genetika
upu}uje. Iako je citogenetika riba stara koliko i sama citogenetika, tek pedesetak
godina, ~injenica je da su ve} postignuti izuzetni rezultati. Ipak, u na{em bliskom
okru`enju postoje vrste koje su malo ili nisu uop{te citogeneti~ki prou~ene. Pri
tome, postoje}i podaci mogu da budu oskudni ili su ~esto pogre{ni. Tome ne do-
prinose samo nedostaci dobrih tehnika, ve} i pojava populacionog polimorfizma
ili pojava pojedina~nih aberantnih jedinki, koje kod riba u velikom broju slu~ajeva,
za razliku od onoga {to se de{ava kod sisara, po spolja{njem izgledu, fenotipski,
ne odudaraju od ostalih – normalnih, jedinki iste vrste. Pored odstupanja u broju
hromozoma, kod riba iz slobodnih voda mogu da se ustanove i razli~ite strukturne
promene, naj~e{}e tipa Robertsonovih fuzija i hromozomskih prekida i gapova, ali
i druge. Pove}ana u~estalost prekida na hromozomima riba ~esto ukazuje na
prisustvo genotoksi~nog zaga|enja Š13, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 23¹ u prirodnoj sre-
dini. Pojavu aberacija komplikuje jo{ i tetraploidno poreklo mnogih vrsta ~ak i fa-
milija (Salmonidae) i/ili rodova kao {to su to - u okviru ciprinida, rodovi – Cyprinus,

Barbus i Carassius, u okviru kojih se tetraploidizacija, najverovatnije, sasvim
nezavisno dogodila Š27¹.

Ovaj rad je imao za cilj da prika`e rezultate istra`ivanja numeri~kog
polimorfizma u okviru roda Carassius, kod vrste Carassius auratus gibelio, B. i re-
zultate istra`ivanja nekih strukturnih hromozomskih promena kod vrste Alburnus

alburnus, L.
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Tokom du`eg vremenskog perioda, od 1986. do 1998. godine, nave-
dene vrste riba, srebrni kara{ - babu{ka (Carassius auratus gibelio, B) i uklija (Al-

burnus alburnus, L), lovljene su na razli~itim lokalitetima ravni~arskih reka: Du-
nava, Save, Tami{a, u njihovim rukavcima, ritovima i kanalima Vojvodine. Kariotip
je bio analiziran kod najmanje 100 primeraka riba iste vrste, uvek 6 do 10
primeraka sa istog lokaliteta (u jednoj seriji), a kod svakog primerka analizirano je
najmanje 30 mitotskih, metafaznih figura hromozoma, pri ~emu su odre|ivani dip-
loidni broj i morfologija hromozoma. Hromozomi za analizu dobijeni su preparaci-
jom iz tkiva bubrega, prema metodi Fontana i sar. Š24¹.

Pored toga {to je ustanovila i citogeneti~ki analizirala uniseksualne,
triploidne, ginogenetske linije srebrnog kara{a - Carassius auratus gibelio B.,
Fi{terova je Š13, 14¹, u vodama Jugoslavije, ustanovila prisustvo i citogeneti~ki
analizirala biseksualne populacije ove vrste Š12, 13, 15¹, kod kojih je (kao i kod
uniseksualnih linija), broj hromozoma varirao, ~ak i individualno - od 98 do 104
(slike 1, 2, 3 i 4).
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Slika 1. Kariotip mu`jaka srebrnog kara{a Carassius auratus gibelio, B. - 2n = 100
Figure 1. Karyotype of a male Carassius auratus gibelio, B. - 2n = 100



Osnovni kariotip vrste ~ini kariotip od 2n=100 hromozoma (slika 1).
On se sastoji od: 24 metacentrika, tj. 12 pari metacentri~nih hromozoma; 12 sub-
metacentrika, tj. 6 pari submetacentri~nih hromozoma; 22 subakrocentrika, tj. 11
pari subakrocentri~nih hromozoma i 40 akrocentrika, tj. 20 pari akrocentri~nih
hromozoma. Vrednost broja hromozomskih krakova za jedinke sa 2n=100 hro-
mozoma, prema tome iznosi NF=156. Ovakav kariotip je bio ustanovljen kod
prvog na|enog i citogeneti~ki analiziranog mu`jaka iz Tami{a Š12¹.

Na slici 2 prikazan je kariotip `enke, uhva}ene u Dunavu, koja pose-
duje 2n=102 hromozoma. Slika kariotipa, prema morfologiji hromozoma, ista je
do 2n =100, s tim {to je pove}anje broja povezano sa pove}anjem broja najsitni-
jih akrocentrika. Ova jedinka poseduje jedan par najsitnijih akrocentrika vi{e od
jedinke sa 2n=100, tako da je NF = 158. Na slici 3 prikazan je kariotip mu`jaka sa
2n=104 hromozoma, gde je NF = 160. Broj, tako|e, varira u grupi najsitnijih akro-
centrika, dok su broj i morfologija ostalih hromozoma o~uvani, pa je 2n = 100 ± (2
– 4).

O~igledno je da broj hromozoma varira kod jedinki biseksualne popu-
lacije ove vrste, a ovom variranju je, najverovatnije, uzrok variranje broja najsitnijih
akrocentrika, dok broj metacentri~nih, submetacentri~nih i subakrocentri~nih hro-
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Slika 2. Kariotip `enke Carassius auratus gibelio, B. sa 2n = 102
Figure 2. Karyotype of Carassius auratus gibelio, B. - a female with 2n = 102
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Slika 4. Kariotip ginogenetskih uniseksualnih jedinki Carassius auratus gibelio, B.
sa 3n = 158

Figure 4. Karyotype of gynogenetic unisexual individuals of Carassius auratus gibelio, B. with
3n = 158

Slika 3. Mu`jak srebrnog kara{a Carassius auratus gibelio, B. sa 2n = 104
Figure 3. Carassius auratus gibelio, B. – a male with 2n = 104



mozoma nije promenjen. Ove variraju}e hromozome Fi{terova Š12, 13, 14, 15¹
smatra, prema pona{anju i konstituciji, sli~nim B hromozomima, tj. naziva ih B-
analozima. Istovremeno navodi hipotezu o njihovom mogu}em nepravilnom
razdvajanju tokom mejoti~kih procesa, {to bi moglo da uzrokuje nastanak ane-
uploidnih gameta, koji bi, tokom fertilizacije, mogli da izazovu fuziju naslednog
materijala sekundarnog polarnog tela sa jajnom }elijom i prouzrokuju nastanak –
triploidne jedinke i mo`da, na taj na~in – razli~itih karioklonova uniseksualnih linija
ove vrste, smatra Fi{terova Š13, 14¹.

Na slici 4 prikazan je kariotip uniseksualnih jedinki srebrnog kara{a
koje pripadaju ginogenetskoj, triploidnoj – populaciji iz Pan~eva~kog Rita. Broj
hromozoma kod jedinki ove populacije je 158. Na slici 4 prikazani su hromozomi
koji su, prvo, poslagani u grupe (prema morfologiji): 18 pari metacentrika (M), 27
pari submetacentrika (SM) i subakrocentrika (SA) i 34 para akrocentrika (A). Zatim
se poku{alo da se hromozomi slo`e u grupe od po tri – triplete. Na taj na~in je pri-
kazan hipoteti~ni kariotip od 12 tripleta metacentrika (M), 18 tripleta submetacen-
trika (SM) i subakrocentrika (SA) i 20 tripleta akrocentrika (A) i jednim „ostatkom”
od osam najsitnijih akrocentri~nih hromozoma Š13¹. U Dunavu su na|ene gino-
genetske jedinke koje su posedovale 160 hromozoma Š43¹.

Ove morfolo{ke grupe u potpunosti odgovaraju broju hromozoma po
grupama, koje su ustanovljene kod mu`jaka sa 2n=100 hromozoma; tj. n = 50, s
tim {to se vi{ak iskazuje u grupi od osam najsitnijih akrocentrika 3n = 3 x 50 + 8 B
- analoga, ~ime se potvr|uje da je variranje u broju, kako kod biseksualnih, tako i
kod uniseksualnih linija srebrnog kara{a, vezano za ove najsitnije akrocentrike.
Kod dunavske populacije, za jedinke sa 160 hromozoma (3n = 3 x 50 + 10 B –
analoga), ima ~ak 10 akcesornih hromozoma.

Pored navedenih i prikazanih nalaza, razli~iti kariotipovi (numeri~ki
varijabilni) kod uniseksualnih linija srebrnog kara{a ustanovljeni su u razli~itim vo-
dama na tlu biv{e Jugoslavije, u Bosni Š40¹ i Velikoj Moravi Š43¹, kao i {irom evroa-
zijskog kontinenta u okviru velikog broja podvrsta vrste Carassius auratus.

Kao {to je poznato, najve}i broj riba familije Cyprinidae poseduje ka-
riotip koga ~ini diploidni broj 50-52 hromozoma Š27, 8, 25, 26, 1, 10, 11¹, mada ima
vrsta i sa 2n = 48. Danas je nesumnjivo da u okviru familije Cyprinidae postoje
vrste tetraploidnog porekla, kao {to je to slu~aj, na primer sa {aranom (Cyprinus

carpio, L). [ta vi{e, tetraploidizacija se izgleda nezavisno dogodila u okviru tri
roda Cyprinidae i to u rodovima: Cyprinus, Barbus i Carassius Š27¹. Kao dokaz
ovome u nau~noj literaturi, prila`u se citogenetski podaci – o o~itom dupliranju
broja hromozoma Š31, 32, 33, 5, 6, 7, 39, 44¹, podaci o dupliranju koli~ine jedarne
DNK i elektroforetski podaci o duplikatnoj genskoj ekspresiji Š4, 33, 28, 9, 42, 10,
11¹. Broj hromozoma {arana, na primer, – izgleda da se kre}e izme|u 98 i 104.
Naime, mnogi istra`iva~i su ustanovili razli~it broj hromozoma u razli~itim popula-
cijama. Ohno i sar. Š32, 33¹, dozvoljavaju mogu}nost da broj hromozoma {arana,
po sebi, varira. Tako|e se uo~ava da poslednja ~etiri, najsitnija akrocentrika u toku
profaze prve mejoti~ke deobe, grade kvadrivalentnu formaciju, dok ostali parovi
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homologa normalno sinapsiraju kao bivalenti. Pojava se tuma~i kao - ostatak
prvobitne tetraploidije, koja je postojala pre nego {to se ponovo uspostavila
kona~na disomija; odnosno, predstavlja stanje kada su prvobitno postojala i
sinapsirala ~etiri homologa. Me|utim, pojava ovakvog sinapsiranja mo`e da bude
uzrok „gubljenja” ovih si}u{nih hromozoma. Ako ne nastane pravilno i pravovre-
meno razdvajanje ovih hromozoma iz tetravalentne formacije i eventualno nasta-
ne gubitak koorijentacije u prostoru, ovo, tako|e, mo`e da uzrokuje nastanak
„aneuploidnih” gameta. Drugo je pitanje verovatno}e sa kojom }e nastajati ovakvi
gameti ili ho}e li oni da budu vijabilni i sposobni za oplo|enje. Ipak, izgleda da je
ova pojava uzrok numeri~ke varijabilnosti kod {arana Š34, 36, 13, 20, 22¹. ^ini se,
me|utim, da je jo{ jedan par akrocentrika, kako smatramo, podlo`an gubitku.
Tome u prilog idu nalazi {arana sa diploidnim brojem hromozoma, 2n=98 Š41, 2,
3¹. Nedostatak ovih hromozoma, o~ito ne pokazuje neke uo~ljive fenotipske
efekte i sasvim jasno, nije letalan. Iako tokom na{ih istra`ivanja {arana dunavske
populacije, nismo na{li jedinke kod kojih bi broj hromozoma odstupao od 2n=
104 Š22¹, izgleda da kod vrsta ciprinida tetraploidnog porekla, ovakvi gubici nisu
retkost. U tom smislu vrlo sli~ne odlike u pogledu numeri~ke varijabilnosti hromo-
zoma, pokazuje vrsta Carassius auratus gibelio B Š12, 13, 14, 15, 34, 35, 38, 29,
30¹. [to se ti~e morfologije hromozoma, vrlo je mogu}e da i tu postoji izvesna vari-
jabilnost. Kako druga~ije objasniti prili~no velike razlike u proceni broja metacen-
trika i submetacentrika, kao i subakrocentrika i akrocentrika, pa shodno tome i
razlike u dobijenim NF vrednostima, koje se javljaju u nau~noj literaturi. Mora,
ipak, da se ima u vidu subjektivnost u ovakvim procenama, jer se radi o velikom
broju veoma sitnih hromozoma, da bi se oni, kako se to uglavnom radilo, svrsta-
vali u grupe ~isto vizuelnom, zna~i i - subjektivnom metodom. Ostaje da primena
savremenijih metoda razotkrije eventualne gre{ke u dosada{njim procenama.

Prou~avanja vrste Carassius auratus gibelio B. ukazuju da ovu vrstu,
tetraploidnog porekla, u vodama Jugoslavije (slike 3, 4, 5 i 6), nesumnjivo odlikuje
postojanje numeri~ke varijabilnosti hromozoma Š12, 13, 14, 15, 20, 22¹.

Ohno i Atkin Š31¹ i Ohno sa sar. Š32¹ ukazuju da bi broj hromozoma
kod Carassius auratus mogao da varira kako u okviru razli~itih populacija i linija
ove vrste, tako i – individualno; u svojim radovima navode vrednost 2n = 100 - 104
Š32, 33¹. To smo, tako|e, utvrdili kod biseksualne populacije u na{im vodama Š12,
13, 14, 15, 20, 22¹, tako|e i varijabilnost broja hromozoma u okviru ginogenetskih
triploidnih linija, koje Fi{terova Š13, 14¹, naziva karioklonovima i obja{njava mo-
gu}nosti njihovog nastanka, preko aneuploidnih gameta. Naime, ona pretpostav-
lja da je mogu}i uzrok nastanka aneuploidnih gameta u nepravilnom mejoti~kom
pona{anju prekobrojnih, varijabilnih akrocentrika – B-analoga kod biseksuala.

Najve}i broj jedinki uklije (Alburnus alburnus, L.), koje su citogeneti~ki
analizirane, sadr`ao je diploidni broj 2n=50 hromozoma u kariotipu (slika 5). Me-
tacentri~nih hromozoma ima 8 pari, tj. 16 metacentrika. Submetacentri~nih je 6
parova hromozoma, tj. 12 submetacentrika. Subakrocentri~nih je, tako|e, {est
pari, tj. ima 12 subakrocentrika. Grupa akrocentrika se sastoji od 5 parova, tj. ima
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10 akrocentrika. @enski pol je heterogametan, a Z - hromozom je najve}i u gupi
subakrocentrika. Vrednost broja hromozomskih kraka iznosi NF=90. Broj hromo-
zoma odgovara broju koji su ustanovili Fontana i sar Š24¹, Cataudella i sar. Š8¹ i
Vujo{evi} i sar. Š43¹. Podaci o morfologiji se donekle razlikuju kod raznih autora,
ali uglavnom je pitanje izme|u grupe meta – i submetacentrika.

Pored jedinki koje sadr`e 2n = 50, Fi{terova je ustanovila da izvestan
broj jedinki iz Dunava, Kolubare i Save, u svom kariotipu sadr`i jedan veliki meta-
centrik, pri ~emu ukupan broj varira od 2n = 50 - 52, a naj~e{}e iznosi 51. Meta-
centrik ima veli~inu, na osnovu koje bi moglo da se zaklju~i da predstavlja Robert-
sonovu fuziju – translokaciju – najverovatnije dva najkrupnija akrocentrika (prvi
par akrocentrika). Ove jedinke tako sadr`e ne{to {to bi moglo da se nazove - tan-
demskom fuzijom, jer u kariotipu ve} poseduju jedan homologi par. Ovo je svo-
jevrsna tetrazomija, koja govori u prilog za~etka ozbiljnog populacijskog polimor-
fizma koji bi mogao da se odr`i u populaciji!? - o ~ijem se efektu u ovom trenutku,
ne mo`e upu{tati u diskusiju, jer su jedinke koje je nose, na prvi pogled fenotipski
normalne, tj. vijabilne i ne odudaraju svojom spolja{njo{}u od drugih srodnika
iste vrste. To je, verovatno, jedan od razloga da se i ovaj neobi~an hromozom sve
~e{}e svrstava u takozvane B - hromozome, ~ija geneti~ka funkcija nije do kraja
obja{njenja. Me|utim, treba naglasiti da se ve} iz prilo`enog mo`e da zaklju~i da
su razlike izme|u geneti~kog ustrojstva sisara i ni`ih ki~menjaka (iako su B – hro-
mozomi utvr|eni i kod sisara) ogromne u smislu mogu}nosti pre`ivljavanja pore-
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Slika 5. Kariotip `enke uklije - Alburnus alburnus, L.
Figure 5. Karyotype of a female Alburnus alburnus, L.



me}aja ravnote`e geneti~kog materijala. Najve}i broj numeri~kih i strukturnih
promena kod sisara selekcionira su mo`da jo{ na nivou gameta, zatim u ranim
stadijumima razvi}a, putem spontanih poba~aja, a ukoliko do|e do ra|anja, po-
tomstvo nosi zna~ajna optere}enja i malformacije, a kod ~oveka skoro uvek, osim
u nekim slu~ajevima vezanim za polne hromozome i zna~ajnu mentalnu retarda-
ciju. Mo`da je i sre}a {to se kod sisara malo toga mo`e da pre`ivi, ali to ne uma-
njuje zna~aj stalno prisutnog rizika od geneti~kih optere}enja.

Osnovni broj hromozoma kod srebrnog kara{a, u okviru biseksualne
populacije je 2n = 100. Varijabilnost u broju hromozoma biseksualne populacije,
ustanovljena je kod jedinki u na{im vodama 2n = 100 ± 2-4, a tako|e i varijabil-
nost broja hromozoma u okviru ginogenetskih triploidnih linija, koje Fi{terova Š13,
14¹ naziva karioklonovima i obja{njava mogu}nosti njihovog nastanka, preko
aneuploidnih gameta. Fi{terova Š13, 14, 15¹, pretpostavlja da je mogu}i uzrok
nastanka aneuploidnih gameta u nepravilnom mejoti~kom pona{anju prekobro-
jnih, varijabilnih akrocentrika – B-analoga, kod biseksuala.

Kao {to kod srebrnog kara{a postoji i kako izgleda – uspe{no se
odr`ava varijabilnost u broju hromozoma, tako kod uklije (Alburnus alburnus, L.),
izgleda da uo~ena Robertsonova fuzija – translokacija, uspe{no opstaje i pred-
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Slika 6. Alburnus alburnus, L. – kariotip mu`jaka sa Robertsonovom
translokacijom – B hromozomom

Figure 6. Alburnus alburnus, L. – karyotype of a male with Robertson's translocation –
B chromosome

Zaklju~ak / Conclusion



stavlja izvor prirodne varijabilnosti. Iako ne znamo jesu li geni ovog hromozoma
aktivni ili ne, kao {to se ~ini i kod ve} opisanih B-hromozoma mnogih vrsta,
naro~ito biljnih, oni mogu da imaju katkad i svoju tajanstvenu i dakako, vrlo
zna~ajnu funkciju (pojava preferencijalnog sparivanja gameta - kod kukuruza, na
primer, i sli~no).

Istovremeno, ve} smo naveli neka pore|enja sa sisarima i zaklju~ili
kako zajedni~ko poreklo, sli~ne geneti~ke hromozomske strukture i biohemija,
mogu da budu veoma daleko jednih od drugih, tako da ribe li~e pomalo na biljke
(ginogeneza, tetra- i drugi nivoi ploidija, B-hromozomi), pomalo na ptice (hromo-
zomsko odre|enje pola u smislu – hetero-gametnog `enskog pola i drugi sistemi
odre|enja pola), dok je kod organizama na vi{oj evolutivnoj lestvici, svaki pore-
me}aj ravnote`e, bio on materijalan – koli~inski, ili funkcionalan – naj~e{}e koban.
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NUMERICAL AND STRUCTURAL CHROMOSOME POLYMORPHISM IN FISH

SPECIES Carassius auratus gibelio, B. AND Alburnus alburnus, L.

Svetlana Fi{ter

The paper presents the results of cytogenetic investigations of the fish species
Carassius auratus gibelio, B. and Alburnus alburnus, L. Karyotype definitions are given for
fish caught at different localities in Serbia. Within the bisexual population of the silver carp
Carassius auratus gibelio, B., we observed variability in the number of the last, smallest ak-
rocentrics (2n=100� 22-4). These variating accessory chromosomes were called B-
analogues. We established the number of chromosomes (3n=150+8 and 3n=150+10)
and gave the karyotype characteristics for gynogenetic lines of triploid females. We pointed
out that the existing clones differ in the number of chromosomes, i.e. in the number of B-
analogues, which are also probably the cause of the occurence of - gynogenetic karyo-
clones.

In the species Alburnus alburnus, L., we established the existence of modified
karyotipes with a large metacentric – Robertson's fusion, translocation, probably formed by
the two biggest akrocentrics. We examined the possibility of maintaining variability in popu-
lations of this specie. The results are discussed in comparison to disorders which result
from these changes in reproduction, and the possible consequences that can be expected
in the offispring.

Key words: karyotipe, fish, chromosomes, numerical karyotipe aberrations, poliploidia, gy-
onogenesis, structural chromosomal aberrations, Robertson's translocation, Carassius au-
ratus gibelio, B., Alburnus alburnus, L.
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NUMERACIONNÀY I STRUKTURNÀY POLIMORFIZM HROMOSOM U RÀB
VIDÀ ‡ Carassius auratus gibelio, B. i Alburnus alburnus, L.

Svetlana Fi{ter

Pokazani rezulÝtatì citogeneti~eskih issledovaniy rìb vida Caras-

sius auratus gibello, B. i vida Alburnus alburnus, L. Opredelen kariotip rìb, lov-
lennìe na razli~nìh lokalÝnìh mestah vod v Serbii. V ramkah biseksualÝnoy
popul®cii serebr®nogo karas® Carasius auratus gibelio, B., zame~ena variabilÝnostÝ
v ~isle poslednih, melÝ~ay{ih akrocentrikov (2n = 100������ Õti varÝiru¥çie
akcessornìe hromosomì nazvanì B-analogami. Ustanovleno ~islo hromosom (3n =
150+8 i 3n = 150+10) i danì harakteristiki kariotipa u ginogeneti~eskih liniy
triploidnìh samok. Ukazano na Ìto, ~to suçie klonì razli~a¥ts® v ~isle hromo-
som, t.e. v ~isle B-analogov, kotorìe veroÔtno i pri~ina vozniknoveniÔ - ginoge-
neti~eskih karioklonov.

U vìda Alburnus alburnus, L. (uklije), ustanovleno suçestvovanie izme-
nennìh kariotipov s bolÝ{im metacentrikom-fuziey Robertsona, translokaciey,
sostavlÔ¥çuÓ veroÔtno dva naibolÝ{ih akrocentrika. Rassmotrena vozmo`nostÝ
oder`aniÔ variabilÝnosti v populÔciÔh Ìtogo vida. RezulÝtatì diskutirovanì v
otno{enii rasstroystv do kotorìh Ìtì izmeneniÔ privodÔt v reprodukcii i voz-
mo`nìe sledstviÔ, kotorìe mogut o`idatÝsÔ v potomstve.

KlÓ~evìe slova: kariotip, rìbi, hromosomì, numeracionnìe aberracii,
hromosom, translokaciÔ Robertsona, Carassius auratus gibelio, B.,

Alburnus alburnus, L.
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INVESTIGATION OF POSSIBILITIES FOR APPEARANCE OF
AFRICAN HORSE SICKNESS VIRUS AND CHANGES IN

SPECIES OF THE GENUS „CULICOIDES” IN BULGARIA *

ISPITIVANJE MOGU]NOSTI POJAVE VIRUSA AFRI^KE KUGE KONJA

I PROMENE U VRSTI RODA KULICIDE U BUGARSKOJ

I. Chenchev, N. Nedelchev, J. M. Sanchez-Vizcaino, L. Romero**

To date, Bulgaria has been free of African Horse Sickness (AHS).

Contacts with and proximity to countries, in which it is assumed there

are cases of the disease, necessitate surveillance of equine animals

near the border, strict control of outgoing and incoming animals, espe-

cially those returning to the country after a long stay abroad of partici-

pation in races. Instructions for carrying out veterinary activities in in-

stances when the disease occurs in Bulgaria have been worked out,

since there were occurrences of Blue tongue disease (the disease has

the same epizootiological vectors of spreading) in regions bordering

with Turkey last year.

The serological screening investigations of blood sera by ELISA

of equine animals from the same villages and regions during one active

period of flight of culicoides did not establish the presence of antibod-

ies to this dangerous transmissive disease.

The present study contributed to working out scientific-metho-

dological diagnostic preparedness in Bulgaria as regards this exotic

transmassive disease.

Klju~ne re~i: African Horse Sickness (AHS), virus, chenges, genus,
„Culicoides”, Bulgaria

African Horse Sickness (AHS) is an infectious disease of domestic and
wild equine animals transmitted by insects. It is characterized by fever, cough,
edema of the head, neck, chest and lungs, hydrothorax, hydropericardium and
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high lethality, up to 90 %. The disease is caused by a Reoviridae family virus of the
Orbivirus genus. AHS has endemic and seasonal character. It can take a sporadic
or epizootic course during the hot humid period of the year. Horses, donkeys and
zebras are most susceptible to the virus. Dogs have been experimentally infected,
while man is not susceptible to the disease Š1, 3, 4, 7, 14, 16¹.

It is diagnosed in laboratory conditions by isolating the virus from hy-
parinized blood, spleen, lymph nodes or from collected culicoides. ELISA, Com-
plement fixation test (CFT), Immunodiffusion (ID), PCR, etc. are also used as sero-
logical reactions Š2, 5, 6, 8, 9, 15, 16¹.

Of over 1400 types of culicoides known to science, only a few dozen
can transmit the AHS virus. To date, it has been found that the main vector for AHS
transmission to equine animals in northern Africa and the Mediterranean basin is
C. imicola, followed by C. obsoletus, C. punctatus, C. circumscriptus, C. pulicaris,

C. fasciopennis, C. subfascipennis.
Bulgaria has so far been free of AHS. Contacts with and proximity to

countries, in which it is assumed that there are cases of the disease, necessitate
surveillance of equine animals near the border, strict control of outgoing and in-
coming animals, especially of animals returning to the country after a long stay
abroad or participation in races. Instructions for carrying out veterinary activities in
instances when the disease occurs in Bulgaria have been worked out, since there
were occurrences of Blue tongue disease (the disease has the same epizooti-
ological vectors of spreading) in regions bordering with Turkey last year. Stringent
control must be in place regarding equine animals in these regions – 100 % within
the 30 km zone bordering with Turkey and 50 % in the interior of the country. All im-
port and export of animals must also be placed under strict control.

The objective of the study is to present etiological, entomological, fau-
nistic and epizootiological investigations. The epizootiological data will be sum-
marized and discussed in the light of known facts.

Serological investigations / Serolo{ka istra`ivanja

ELISA and reagents produced in INIA-Valdeolmos, Spain, which is the
reference laboratory and center for this disease, were used to find antibodies to
the common group antigen of the AHS virus. We took as positive the samples
showing average optical density (� OD) that was lower or equal to � OD of the posi-
tive control of the kit or calculated according to a formula giving as a result the per-
centage of ELISA reaction inhibition and the respective strength of antibodies in
the serum tested against the AHS virus. Blood samples from 123 equine animals
coming from the same regions and villages were investigated. Four-fold investiga-
tions were carried out in May, June, July and August 2000.
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Entomological investigations / Entomolo{ka istra`ivanja

Entomological and faunistic investigations were carried out to deter-
mine the possibilities for the penetration of the AHS virus. During the period of ob-
servation 94 collections of culicoides were processed. The total number of identi-
fied culicoides was 10 623, which were collected from different spots by light traps
with a light source capacity of 75 W from 22 p.m. until 6 a.m. The genus and sex of
the caught specimens were determined.

Epizootiological observations / Epizootiolo{ka posmatranja

The method of epizootiological observation was used during the
study. The data of the movement of animals in the border regions, as well as geo-
graphic and climatic factors that are favorable to the distribution of the main vector
were taken into consideration. Climatic and geographic characteristics, relief, pre-
cipitation data (taken from the hydrometerological posts), direction and intensity
of prevailing winds in the region were all considered.

On May 24, 2000, 123 blood sera samples from horses, donkeys and
mules from regions bordering with Turkey were recived at the Laboratory of Viral
Diseases of Equine Animals at the Central Research Veterinary Medical Institute in
Sofia.

No antibodies to AHS were detected when investigating 21 blood sera
samples from donkeys and 5 samples from mules (Table 1).

Table 1. Results from the serological investigations carried out in the regions bordering
with Turkey by ELISA for detection of antibodies to AHS virus in equine animals

Tabela 1. Rezultati serolo{kih istra`ivanja u oblastima koje se grani~e sa Turskom putem ELISE radi
otkrivanja antitela na AHS virus kod ekvida

Animal
species /
Vrste
`ivotinja

Date / Datum
May 24, 2000

Date / Datum
June 26, 2000

Date / Datum
July 20, 2000

Date / Datum
October 20, 2000

Tested /
Ispitano

Positive /
Pozitivno,

%

Tested /
Ispitano

Positive /
Pozitivno,

%

Tested /
Ispitano

Positive /
Pozitivno,

%

Tested /
Ispitano

Positive /
Pozitivno,

%

Horse /
Konj

97 0 97 0 97 0 97 0

Donkey /
Magarac

21 0 21 0 21 0 21 0

Mule /
Mula

5 0 5 0

not
tested /

nije
ispitano

0 5 0
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After four-fold serological investigations on 123 equine animals, at the
dates specified in Table 1, no antigens to the AHS virus were detected.

The results of the faunistic and entomological investigations are pre-
sented in Table 2.

Table 2. Established Culicoides Species in Bulgaria in 2000
Tabela 2. Ustanovljene vrste kulicida u Bugarskoj u 2000. godini

Species of Culi-
coides /

Vrsta kulicida

D i s t r i c t / O b l a s t

Bourgas Yambol Haskovo Kirdjali

N of collections /
Broj zbirki

Period of
collections /

Period sakupljanja
5.7 – 25.10.2000. 15.7 – 20.11.2000 3.9 – 25.10.2000 1.8. – 1.11.2000.

C. seifadinei – + + +

C. scoticus + + + –

C. punctatus** + + + +

C. delta – + + –

C. pulicaris** + + + +

C. halophilus + + + –

C. obsoletus** – + + +

C. pictiopennis – – + –

C. fascipennis + + + +

C. subfascipennis + + + +

C. vexans + + + +

C. stigma* – – + –

C. circumscriptus + + + +

C. parroti* + – – –

C. salinarius – + – –

C. longipennis* + – – –

C. gejgelensis + + + +

C. simulator* + – – –

C. chiopteris – + + –

C. corsicus* + – – –

C. derisor* – + – –

C. kurensis + – – –

C. nubeculosis + + + +

** – Species dominating in pool mixture / Dominantne vrste u pulu me{avine
* – Single exemplars / Pojedina~ni primerci
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The spreading of culicoides has so far included territories between
latitudes 35o South and 40o North.The main carrier of the virus of AHS and Blue
tongue disease, which transmits them to ruminants in South Africa is C. imicola

Š10, 11, 12¹. The occurrences of Blue tongue disease in Bulgaria in 1999 and its
spreading in the border regions indicates that disease that have characteristic bio-
logical carriers can occur in Bulgaria. The active zone of spreading of the trans-
missive Blue tongue disease has crossed the 42o parallel (near the region of Bour-
gas and Yambol) and the appearance of species of culicoides not typical to the
country reaffirms the danger of the penetration of the AHS virus, which has similar
carriers. After concluding the epizootiological observation, it was found that sites
in the proximity of the big rivers in southern Bulgaria are of a biotype which is ex-
tremely favorable to the reproduction of the culicoides. The climatic peculiarities,
the constant trend for warming and the winds from Africa are contributory factors
to the spreading of this transmissive disease. The detection of species of culicoi-
des in Bulgaria, which until two years ago were not found at this geographic lati-
tude – C. punctatas, C. subfascipennis, C. circumscriptus, C. nubeculosum, etc.
confirm this. It is most disturbing that three of these species directly transmit the
AHS virus. Usually, AHS appears two or three years after the appearance of Blue
tongue disease at a given site Š10, 12, 13, 14, 15¹.

The lack of antibodies to the AHS virus, which was proven during the
serological screening investigations of equine animals coming from the same re-
gions and villages during the active period of flihgt of flight of culicoides is favo-
rable as regards the epizootiological situation in Bulgaria. But the presence of
possible vectors of transmission, the occurrence of a disease bearing similarities
to the way of transmission os AHS, the favorable climatic and field conditions, ne-
cessitate strict measures and observation. Serological and entomological surveil-
lance must be carried out in these regions and equine animals in the regions bor-
dering with Turkey and Greece must be carefully monitored in the next two or
three years.

1. An entomological investigation of the composition of culicoides in
regions bordering with Turkey and Greece showed that C. imicola was not present
there. But the detection of species directly transmitting the AHS virus to horses C.

punctatas, C. subfascipennis, C. circumscriptus and C. nubeculosum for the first
time in Bulgaria as a direct hazard to equine animals.

2. The serological screening investigations of blood sera of equine
animals from the same villages and regions during one active period of flight of cu-
licoides by ELISA did not establish the presence of antibodies to this dangerous
transmissive disease.
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3. The present study contributed to working out scientific – methodo-
logical diagnostic preparedness in Bulgaria as regards the exotic transmissive
disease African Horse Sickness.
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ISPITIVANJE MOGU]NOSTI POJAVE VIRUSA AFRI^KE KUGE KONJA I PROMENE

U VRSTI RODA „KULICIDE” U BUGARSKOJ

I. Chenchev, N. Nedelchev, J. M. Sanchez-Vizcaino, L. Romero

Afri~ka kuga konja (AHS) do danas se nije pojavljivala u Bugarskoj. Kontakti
sa zemljama u kojima se veruje da ima slu~ajeva ove bolesti, i blizina tih zemalja, name}u
potrebu da se obavlja posmatranje konja blizu granica, stroga kontrola `ivotinja koje ulaze
u zemlju i izlaze iz nje, a posebno `ivotinje koje se vra}aju u zemlju posle du`eg boravka ili
u~e{}a na trkama. Razra|ena su uputstva za obavljanje veterinarskih pregleda u slu~aje-
vima kada se bolest pojavi u Bugarskoj, po{to je pro{le godine bilo pojava bolesti plavog
jezika u oblastima zemlje koje se grani~e sa Turskom (ova bolest ima iste epizootske vek-
tore {irenja).

Serolo{ka ispitivanja krvnog seruma konja iz istih sela i oblasti tokom jednog
aktivnog perioda leta kulicida putem ELISA testa nisu pokazala prisustvo antitela na ovu
opasnu zaraznu bolest.

Ovaj rad je doprineo izradi nau~no-metodolo{ke osnove za dijagnozu eg-
zoti~ne zarazne afri~ke kuge konja u Bugarskoj.

Klju~ne re~i: afri~ka kuga konja (AHS), virus, promene, rod „Kulicide”, Bugarska
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ISPÀTANIE VOZMO@NOSTI ÂVLENIÂ VIRUSA AFRIKANSKOY ^UMÀ
LO[ADEY I IZMENENIÂ V VIDE RODA „KULICIDE” V BOLGARII

I. ^en~ev, N. Nedel~ev, J. M. Sanchez-Vizcaino, L. Romero

AfrikanskaÔ ~uma lo{adey (A^L) do sih por ne poÔvlÔlasÝ v Bolgarii.
Kontaktì s stranami v kotorìh veruetsÔ, ~to estÝ slu~aev Ìtoy bolezni, i bli-
zostÝ Ìtih stran, navÔzìvaÓt nu`du, ~tobì sover{itÝ nablÓdenie lo{adey bliz-
ko granicì, strogiy kontrolÝ `ivotnìh, vhodÔçie v stranu i vìhodÔçie iz neë, a
otdelÝno `ivotnìh, vozvraçaemìe v stranu posle bolee dolgogo prebìvaniÔ v za-
granice ili u~astiÔ na begah. Razrabotanì ukazaniÔ dlÔ sover{eniÔ veteri-
narnìh osmotrov v slu~aÔh, kogda boleznÝ poÔvitsÔ v Bolgarii, tak kak pro{logo
goda bìlo Ôvleniy bolezni sinego Ôzìka v oblastÔh stranì, grani~imìe s Turciey
(Ìta boleznÝ imeet takie `e Ìpizooti~eskie vektorì ras{ireniÔ).

Serologi~eskie ispìtaniÔ krovÔnogo seruma lo{adey iz takih `e
derevenÝ i oblastey v te~enie odnogo aktivnogo perioda lëta kulicidov putëm ELISA
testa ne pokazali prisutstvie antitel na Ìtu opasnuÓ zaraznuÓ boleznÝ.

Ïta rabota sodeystvovala vìrabotke nau~no-metodologi~eskoy osno-
vì dlÔ diagnoza Ìkzsti~eskoy zaraznoy afrikanskoy ~umì lo{adey v Bolgarii.

KlÓ~evìe slova: afrikanskaÔ ~uma lo{adey (A^L), virus, izmeneni®, rod
„Culicide”, Bolgari®
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POJAVA INFEKTIVNOG LARINGOTRAHEITISA NA
FARMAMA U VOJVODINI*

OCCURRENCE OF INFECTIOUS LARINGOTRACHEITIS ON FARMS

IN VOJVODINA

D. Orli}, M. Kapetanov, Mira Kova~evi}, Maja Velhner,
Dragica Stojanovi}**

Infektivni laringotraheitis je zarazno, virusno oboljenje `ivine koje

je rasprostranjeno po celom svetu, a u odre|enim vremenskim inter-

valima pojavljuje se i u Vojvodini. Poslednji put je bolest opisana 1988.

godine. Ovu bolest prate velike ekonomske {tete usled visokih ugi-

nu}a i zna~ajnog pada proizvodnih rezultata. Bolest je naj~e{}e akut-

nog toka, a mo`e da proti~e u subakutnom i hroni~nom toku. Manifes-

tuje se simptomima respiratorne depresije, ote`anog disanja i izbaci-

vanja sluzavog sadr`aja sa primesama ugru{ane krvi. Bolest izaziva

alfa herpes virus. Posle 2 do 6 dana od infekcije stvaraju se intranukle-

arne inkluzije. Inkluzije su u }elijama povr{inskog epitela traheje i boje

se po Gimza metodi ili hematoksilin eozinom. Histopatolo{ki nalaz

inkluzija, klini~ka slika i epizootiolo{ko stanje u regionu su dovoljni za

postavljanje dijagnoze ILT. Dijagnoza mo`e da se potvrdi direktnom

izolacijom virusa ili indirektno serolo{kim metodama od kojih je naj-

prihvatljivija metoda ELISA test.

Klju~ne re~i: Laringotracheitis infectiosa avium, herpes virus,
epizootiologija

Infektivni laringotraheitis (ILT) je veoma zarazna bolest `ivine koja je
utvr|ena u mnogim podru~jima sveta. Bolest su prvi opisali jo{ 1925. godine May i
Tittsler. O pojavi ILT u biv{oj Jugoslaviji prvi saop{tava Turnev, 1961. godine, a po-
tom Velhner i sar. 1988. godine.
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Bolest naj~e{}e ima akutan tok, a u poslednje vreme pojavljuje se ina-
parentno u subakutnom i re|e u hroni~nom toku.

Ispoljava se simptomima respiratorne depresije, dahtanjem i iska{lja-
vanjem sluzavog i krvavog sadr`aja.

Infektivni laringotraheitis izaziva alfa herpes virus koji ima sve osobine
herpes virusa. Virus je kuboidnog oblika, a jedro sadr`i DNK.

Na na{im podru~jima ILT se ne pojavljuje ~esto (1961. i 1988. godine)
ali je sigurno u odre|enim periodima prisutan, a farmeri i stru~na javnost ipak o
pojavljivanju ove zarazne bolesti nemaju dovoljno saznanja. Iz tih razloga ova
istra`ivanje }e doprineti boljem prepoznavanju bolesti i dijagnostici ILT-a.

Materijal za ispitivanje poti~e iz tri farme sa istog epizootiolo{kog po-
dru~ja, na kojima se pojavila zaraza ILT-a u leto 2002. godine. Smatramo da je
va`no anamnesti~ki da se zna da se prvi slu~aj infektivnog laringotraheitisa poja-
vio kod brojlerskih roditelja u uzrastu od 20 sedmica, u drugom i trecem slu~aju
bolest se javila kod starijih jata u fazi dobre nosivosti. Jata su svakodnevno klini~ki
opservirana. Ra|ena je obdukcija i uzet je materijal, traheje sa sadr`ajem, za his-
tolo{ka ispitivanja. Uzorak traheje se stavlja u rastvor formalina, a zatim se prave
histolo{ki preparati i boje Giemsa metodom ili hematoksilin eozinom, pri ~emu se
u }elijama povr{inskog epitela zapa`aju intranuklearne inkluzije. Ove inkluzije su
karakteristi~ne za inkluzije herpes virusa infektivnog laringotraheitisa.

Virus infektivnog laringotraheitisa se u laboratorijskim uslovima kul-
tivi{e na embrioniranim pile}im jajima i kulturi tkiva: jetri, plu}ima, bubrezima
pile}eg embriona, bubregu pileta i kulturi leukocita. Na pile}im embrionima virus
infektivnog laringotraheitisa izaziva pojavljivanje mnogobrojnih plakova na ho-
rioalantoisnoj membrani. Ovi plakovi su neprozirni, a u njihovom centru se po-
javljuju nekroti~na polja. Plakovi se javljaju najranije dva dana posle inokulacije vi-
rusa ili suspektnog zaraznog materijala, a embrion ugine posle dva do dvanaest
dana posle inokulacije virusa.

Istovremeno je uzeto po 15 uzoraka krvi iz svakog obolelog jata radi
serolo{kog ispitivanja prisustva specifi~nih antitela za virus ILT ELISA metodom.
Isti serumi su ispitani na infektivni bronhitis ELISA metodom i brzom aglutinaci-
jom na mikoplazme radi diferencijalne dijagnoze. Serolo{ka ispitivanja ELISA me-
todom su ura|ena u laboratoriji za `ivinarstvo kompanije Babolna u Ma|arskoj.

Pojava zaraze ILT se dogodila u leto 2000. godine, u jatu brojlerskih ro-
ditelja u uzrastu od 20 sedmica koje nije bilo vakcinisano protiv ove zarazne
bolesti. Na u`em epizootiolo{kom podru~ju zaraza se pojavila na jo{ dve farme
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kod brojlerskih roditelja u punoj nosivosti. Prema podacima iz literature ILT se u in-
tenzivnom `ivinarstvu Srbije javlja veoma retko. Poslednja zaraza je opisana pre
vi{e od deset godina u Vojvodini Š6¹, dok je pojava zaraze ILT u svetu mnogo
~e{}a Š1¹.

U prvom slu~aju bolest se pojavila iznenada, veoma tiho, sa simpto-
mima poti{tenosti, smanjenim apetitom. Posle 6 do 7 dana pojavili su se i uo~ljivi
respiratorni simptomi bolesti i uginu}a. Na epizootiolo{kom podru~ju Vojvodine u
to vreme nije bilo pojave ILT-a. Ovakvo pojavljivanje je karakteristi~no za suba-
kutnu formu ILT o ~emu izve{tavaju mnogi autori Š1, 4, 5¹. Infektivni laringotraheitis
se pojavio na jo{ dve susedne farme, ali u ne{to o{trijoj formi. Respiratorni simp-
tomi su bili ja~e izra`eni sa uo~ljivim koagulima krvi po zidu i prostirci ispod nipl
sistema za napajanje. Koko{ke su poti{tene i stoje sa zatvorenim o~ima. Izra`en
je konjunktivitis sa velikom koli~inom eksudata. Pri inspirijumu ispru`aju glavu i
vrat, uz istovremeno otvaranje kljuna. U objektu se ~uje karakteristi~no krkljanje.
Proizvodnja jaja je po~ela da opada za 30 posto, i pojavila su se uginu}a. Morbidi-
tet se kretao oko 40 posto, mortalitet od 2 do 16 posto, a nosivost se po~ela da
pove}ava posle tre}e sedmice od pojavljivanja klini~kih simptoma bolesti. Ve}ina
autora opisuje ovakvu klini~ku sliku, morbiditet i mortalitet kod ILT, i sa zna~ajnim
padom produkcije jaja Š6, 1, 4, 5¹.

U epizootiologiji i patogenezi ILT-a primarni doma}in su pili}i i koko{ke
u uzrastu od 3 do 9 meseci, mada mogu da obole i druge starosne kategorije.
Fazani, tako|e, mogu da obole od ILT-a, ali su manje osetljivi od pili}a. U literaturi
postoje podaci da mlade }urke mogu da obole od ILT-a, dok su starije otporne na
ovaj virus. Prirodan na~in inficiranja virusom ILT-a se odvija preko respiratornog
sistema i preko o~ne konjunktive. Bolest mo`e da se prenosi i peroralnim putem.
Preno{enje virusa ILT-a preko jaja nije dokazano, a inficirani embrioni uginu pre
le`enja. Vakcinisana `ivina, tako|e, mo`e da bude izvor infekcije kao `ivina koja je
prebolela infektivni laringotraheitis. Kod `ivine koja je prebolela infektivni laringo-
traheitis, virus mo`e da se izoluje iz traheje i posle dve godine od infekcije. Jed-
nom inficirano jato je trajni nosilac virusa, iako ne pokazuje klini~ke simptome
bolesti. Virus kod prebolelih jedinki perzistira u trigeminusnom ganglionu Š3¹.

Po{to virus ILT-a perzistira u gornjim delovima respiratornog sistema
patolo{ko-morfolo{ke promene su locirane uglavnom na tom delu respiratornog
sistema, naro~ito na larinksu i traheji. U po~etnim fazama bolesti larinks i traheja
su ispunjeni malim koli~inama sluzi, a kasnije mogu da se zapaze i krvarenja man-
jeg obima. U daljem razvoju procesa sadr`aj postaje sirast sa prisutnim krvavim
ugru{cima, a sluzoko`a edematozna, {to mo`e da uzrokuje parcijalnu ili potpunu
opstrukciju traheje i larinksa i kona~no, gu{enje. Plu}a naj~e{}e nisu promenjena
i samo u protrahiranim slu~ajevima nalaze se pneumoni~na ognji{ta. Kod protra-
hiranog toka bolesti izra`eni su edem i kongestija epitela konjunktiva i infraorbital-
nih sinusa Š6, 4, 5¹.

Histopatolo{ke promene su najuo~ivljije na sluzoko`i nosa i traheje.
Mikroskopske promene variraju u zavisnosti od stanja bolesti. Prve promene u
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}elijama se zapa`aju u jedru za vreme formiranja kapsida virusa. Kako promene
u }elijama napreduju, }elije se uve}avaju, gube cilije i postaju edematozne. Lim-
fociti, histiociti i plazma }elije migriraju u sluznicu i submukozu, {to uzrokuje
}elijsku destrukciju i kasnije odvajanje sluznice od submukoze, i krvarenja. Kako
bolest napreduje, }elijska infiltracija postaje sve ja~e izra`ena u traheji i larinksu.
Posle 2 do 6 dana od izbijanja bolesti zapa`a se pojavljivanje intranuklearnih
inkluzija, a po nekim autorima i ranije od 12 ~asova posle infekcije. Inkluzije se na-
laze u }elijama povr{inskog epitela i boje se Gimza metodom ili hematoksilin eozi-
nom, pri ~emu se zapa`aju kao ovalne tvorevine koje ispunjavaju najve}i deo je-
dra, a okru`ene su tankim svetlim prstenom. Ove inkluzije klasi~ne Cowdry-tipa A,
karakteristi~ne su za inkluzije herpes virusa ILT-a Š2¹.

Postavljanje dijagnoze infektivnog laringotraheitisa zasniva se na kli-
ni~koj slici, epizootiolo{koj anketi u regionu, patolo{ko-histolo{kom nalazu i
naro~ito u postojanju intranuklearnih inkluzija. Potrebno je da se svi ovi nalazi i
potvrde dokazivanjem prisustva virusa ILT, bilo direktnom izolacijom ili indirektno
serolo{kim metodama od kojih je najprakti~niji ELISA test. U na{em slu~aju ispiti-
vani serumi su bili pozitivni u ELISA testu na infektivni laringotraheitis, negativni na
infektivni bronhitis i mikoplazme.

Za sada nema poznatih lekova za le~enje ILT. Preventiva se sprovodi
imunizacijom i podizanjem op{tih mera biosigurnosti na vi{i nivo.

Infektivni laringotraheitis `ivine je bolest koja se nalazi na listi zaraznih
bolesti koje se po Zakonu obavezno prijavljuju, iako se bolest ne pojavljuje ~esto.
Ova opaka i te{ka zarazna bolest re|e se pojavljuje na epizootiolo{kom podru~ju
Vojvodine, u periodima du`im od 10 godina. Morbiditet se kretao oko 40 posto, a
mortalitet do 16 posto. Pad proizvodnje jaja je bio vi{e od 30 posto, da bi se posle
~etiri sedmice vra}ao na normalnu proizvodnju.

Posle prestanka klini~kih simptoma bolesti, sprovedenih mera karan-
tina u trajanju od 30 dana i dezinfekcije jaja formaldehidskim parama i 5% vodonik
peroksidom, bolest se nije pojavljivala kod izle`enih pili}a.

Klini~ka slika i patolo{ko-histolo{ki nalaz su dovoljni i pouzdani dokazi
za postavljanje dijagnoze infektivnog laringotraheitisa. Potrebno je da se dijag-
noza ILT potvrdi nalazom virusa ili serolo{ki u ELISA testu, ispitivanjem seruma
obolele `ivine.

1. Bagust T. J., Jones R. C., Guy J. S.: Rev. sci. tech. Off. Int. Epiz. 19, 2, 483-
492, 2000. - 2. Keller K., Hebel P.: Zooiatria (Chile), 1, 1, 1992. - 3. Kaleta E.F., Redmann T.
H., u. Hefelss-Redmann U., Frese K.: Deutsche Tierarztl. Wochenschr. 93, 40-42, 1986. - 4.
Resanovi} Radmila, Pali} T., Miljkovi} Biljana, Iveti} V., Orli} D.: @ivinarstvo, 5, 5 - 10, 1999. -
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OCCURRENCE OF INFECTIOUS LARINGOTRACHEITIS ON FARMS IN VOJVODINA

D. Orli}, M. Kapetanov, Mira Kova~evi}, Maja Velhner, Dragica Stojanovi}

For over 10 years infectious laringotracheitis has occurred rarely in Vojvodina.
In such situations morbidity was 40% and mortality was 16%. Drop in egg production was
over 30% and after 4 weeks egg production returned to normal.

After the disappearance of clinical symptoms and after 30 days of quarantine
and disinfection of eggs with formaldehyde and 5% hydrogen peroxide there was no ap-
pearance of the disease in hatched chickens.

Clinical observation and pathohistology results are valuable proof for diagno-
sis of ILT. Diagnosis of ILT should be confirmed by virus isolation or applying serological
tests such as ELISA on sera from diseased chickens.

Key words: Laringotracheitis infectiosa avium, herpesviruses, epizootiology

ÂVLENIE INFEKCIONNOGO LARINGOTRAHEITA NA FERMAH V VOEVODINE

D. Orli~, M. Kapetanov, Mira Kova~evi~, Ma® Velhner, Dragica Sto®novi~

ILT doma{nih ptic boleznÝ, kotora® re`e po®vl®ets® na Ìpizoo-
tologi~eskoy podvedomstvennoy oblati Voevodinì a imenno v periodah linee 10
let. ZabolevaemostÝ dvigalasÝ okolo 40%, a smertalÝnostÝ do 16%. Padenie pro-
izvodstva ®ic bìlo sverh 30%, ~tobì posle 4 nedelÝ vozvraÈalosÝ na normalÝnoe
proizvodstvo.

Posle prekraÈeni® klini~eskih simptomov bolezni i provedënnìh
meropri®tiy karantina v prodol`enii ot 30 dney i dezinfekcii ®ic formalÝde-
gidnìmi parami i 5% peroksÝÓ vodoroda, ne bìlo ®vleni® bolezniu vìvedënnìh
cìpl®t.

Klini~eska® kartina i patogistologi~eskiy rezulÝtat dostato~nìe i
nadë`nìe dokazatelÝstva dl® postavleni® diagnoza ILT. Diagnoz ILT nu`no
podtverditÝ polo`itelÝnìm rezulÝtatom virusa ili serologi~eski v ELISA teste
ispìtaniem seruma zabolev{ih doma{nih ptic.

KlÓ~evìe slova: laringotraheit infektiosa avium, gerpes virus, Ìpizootologi®
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HETERAKIDOZA FAZANSKE DIVLJA^I*

HETERACIDOSIS IN PHEASANTS

I. Pavlovi}, Z. Kuli{i}, Iulia Florestean**

Oboljenja parazitske etiologije zauzimaju zna~ajan udeo u patolo-

giji fazanske divlja~i u prirodnim stani{tima i ve{ta~kom odgoju. Is-

tra`ivanja sprovedena u svetu i kod nas pokazala su da heterakidoza,

uz kokcidiozu, singamozu i askaridiozu predstavlja jednu od najzna~aj-

nijih parazitskih bolesti ovih ptica.

Po na{im nalazima Heterakis isolonche je ustanovljen u 26,13

posto fazana u uzrastu 4 do 14 nedelja i 14,40 posto fazana starijih od

14 nedelja odgajanih u ve{ta~kom sistemu dr`anja, a kod 18,13 posto

fazana u prirodnim stani{tima. Heterakis gallinarum je na|en kod 24,88

posto fazana u uzrastu od 4 do14 nedelja i 4,40 posto odraslih fazana u

fazanerijama, a u 15,33 posto fazana iz prirodnih stani{ta. Iz ovih razlo-

ga ovde dajemo nalaz uzro~nika, klini~ku sliku i patolo{ke promene,

kao i mere preventive i suzbijanja heterakidoze.

Klju~ne re~i: fazan, heterakidoza, Heterakis isolonche,
Heterakis gallinarum

Parazitske infekcije predstavljaju zna~ajan zdravstveni problem fazan-
ske divlja~i koji se podjednako javlja kod fazana u slobodnim stani{tima i kod onih
u ve{ta~kom odgoju. Ve}ina vrsta parazita pokazuje malu specifi~nost prema
doma}inu, tako da se javlja kod velikog broja vrsta ptica ~ime je olak{ano njihovo
kru`enje u prirodi Š13, 14, 23, 32, 36, 39¹.

Istra`ivanja faune parazita fazana sprovedena su u vi{e zemalja sa
razvijenom lovnom privredom. Pra}ene su ve}inom ptice u prirodnim stani{tima,
re|e u ve{ta~kom odgoju i na osnovu tih nalaza do{lo se do zaklju~ka da kok-
cidioza, heterakidoza, singamoza i askaridioza predstavljaju naj~e{}e i najzna~aj-
nije parazitske infekcije fazanske divlja~i Š5, 6, 8, 9, 10, 11, 23, 25, 26¹.
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U~estali nalazi heterakidoze fazana u na{im odgajili{tima i lovi{tima
bili su razlog za detaljnija ispitivanja prisustva ove helmintoze kod fazana.

Ispitivanja su sprovedena u periodu 1998-2000. godine kod 1389
fazana u ve{ta~kom sistemu gajenja (fazanerije), podeljenih u dve starosne kate-
gorije: grupa A - u uzrastu 4 do 14 nedelja (639 ptica) i grupa B - stariji od 14
nedelja (750 ptica). Iz prirodnih stani{ta ukupno je pregledano 535 fazana (grupa
C).

Feces je pregledan standardnim koprolo{kim metodama, dok su
ugunule i iznurene ptice (posle `rtvovanja) pregledane patolo{ko-anatomskom
sekcijom.

Jaja i odrasle parazite determinisali smo na osnovu njihovih mor-
folo{kih karakteristika Š2, 4, 12¹.

Heterakis isolonche je ustanovljen kod 26,13 posto fazana u uzrastu 4
do 14 nedelja i 14,40 posto odraslih fazana u ve{ta~kom sistemu dr`anja, dok je
kod fazana iz prirodnih stani{ta ustanovljen kod 18,13 posto. Heterakis gallinarum

je na|en kod 24,88 posto fazana u uzrastu od 4 do 14 nedelja i 4,40 posto odraslih
fazana u fazanerijama, a kod 15,33 posto ptica iz prirodnih stani{ta (tabela 1).

Tabela 1. Nalaz Heterakis isolonche i Heterakis gallinarum kod fazana

Table 1. Find Heterakis isolonche and Heterakis gallinarum in pheasants

Ispitivana
grupa fazana /
Research group

pheasants

Pregledano
fazana /
Examined
pheasants

Pozitivan nalaz / Positive find

Heterakis isolonche Heterakis gallinarum

broj / No. % broj / No. %

Grupa A* /
Group A

639 167 (26,13%) 159 (24,88%)

Grupa B /
Group B

750 108 (14,40%) 33 (4,40%)

Grupa C /
Group C

535 97 (18,13%) 82 (15,33%)

Ukupno /
Total

1924 372 (19,33%) 274 (14,24%)

* Grupa A – fazani u uzrastu 4 do 14 nedelja; Grupa B – fazani stariji od 14 nedelja;
Grupa C – fazani iz prirodnih stani{ta

Klini~ku sliku kod inficiranih fazana karakterisao je smanjeni apetit i
zelenkasti proliv sluzavo ka{aste konzistencije. Uginu}a su bila znatno ve}a pri in-
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ficiranju sa Heterakis isolonche. Naro~ito su bili ugro`eni fazan~i}i kod kojih je
bolest imala akutan tok. Kod odraslih fazana heterakidoza je prolazila u hro-
ni~nom toku i retko se klini~ki manifestovala, tako da su ove ptice bile glavni izvor
infekcije za mla|e kategorije.

Pri infekciji nastaloj sa Heterakis isolonche, na sekciji smo zapa`ali
lezije u vidu noduloznog tiflitisa, pri ~emu je cela povr{ina cekuma bila pokrivena
~vori}ima koji su prominirali i ispod seroze. ^vori}i su ~esto konfluirali i obrazovali
difuzna zadebljanja crevnog zida.

Patolo{ko-anatomski nalaz kod infekcija uzrokovanih sa Heterakis

gallinarum zavisio je od broja parazita, s obzirom da ove heterakide ozle|uju slu-
zoko`u cekuma usled zavla~enja larvi u njen povr{inski sloj. Tako|e je zavisio i od
na~ina fiksacije usnim aparatom (odrasli paraziti). U po~etku infekcije zapa`ao se
veliki broj sitnih ~vori}a po sluzoko`i creva. U kasnijoj fazi oni su bili ograni~eni in-
flamatornim promenama, a nala`ene su i ulceracije. Sluzoko`a cekuma je bila
ote~ena i zadebljana (slika 1). Kod infekcija jakog intenziteta cekumi su potpuno
bili ispunjeni adultnim parazitima.
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Slika 1. Adulti Heterakis gallinarum i patomorfolo{ke promene na crevima fazana
Figure 1. Adults Heterakis gallinarum and pathomorphological changes in pheasants



Dobijeni rezultati ukazuju na izuzetan zna~aj nematoda iz roda Het-

erakis u nastajanju mnogobrojnih zdravstvenih problema fazanske divlja~i, po-
sebno mla|eg uzrasta. Pored neposrednog patogenog u~inka heterakisa,
zna~ajnu ulogu ove nematode imaju i kao vektori za protozou Histomonas me-

leagridis i mnoge vrste bakterija Š15, 32¹. S obzirom da Histomonas meleagridis

`ivi i parazitira u cekumima ptica, u kojima su ina~e i heterakisi, velika je vero-
vatno}a da }e jaja heterakisa sadr`ati vegetativne oblike histomonasa. U spo-
lja{njoj sredini, ki{ne gliste kao fakultativni prelazni doma}ini mogu da pojedu jaja
heterakisa, tako da kada fazani pojedu ki{ne gliste, ~esto se istovremeno inficiraju
infektivnim oblicima heterakisa i histomonasa Š12, 15, 32¹.

Tokom na{ih ispitivanja, ~esto smo bili u situaciji da se uverimo o
prisustvu ki{nih glista u zemlji{tu ispusta volijera.

Na perzistiranje, {irenje i izbijanje parazitskih infekcija uti~u mikrokli-
mat stani{ta, flora i fauna u njemu, pedolo{ki sastav tla i svi drugi bioti~ki i abioti~ki
faktori. Ovi faktori uti~u na pre`ivljavanje i vitalnost jaja i larvi parazita, kao i pre-
laznih doma}ina u njihovom biolo{kom ciklusu Š2, 3, 12, 17, 27, 28, 29, 30, 33, 35,
39¹. Stalni kontakt fazana sa drugim vrstama ptica, nosiocima parazita, uzimanje
hrane ili vode kontaminisane jajima parazita, kao i inficiranih fakultativnih pre-
laznih doma}ina osnovni su momenti u inficiranju fazanske divlja~i Š1, 6, 10, 32,
39¹.

U ve{ta~kom sistemu gajenja, stvorene su velike aglomeracije fazana
na malom prostoru, tako da se u slu~aju da se pojave infekcije one znatno br`e
{ire i zahvataju veliki broj ptica Š5, 8, 21, 22, 24, 25¹. U poluotvorenom sistemu
dr`anja fazana parazitske infekcije ~ine neminovnu pojavu, tako da na~in dr`anja i
preventivne dijagnosti~ke, zoohigijenske i tehnolo{ke mere, u mnogome uti~u na
mogu}nost pojavljivanja, odnosno na tok i posledice ovog oboljenja Š5, 8, 18, 21,
22, 24, 25¹.

Polo`aj fazanerija, tehnologija odgoja u otvorenim volijerama, velika
aglomeracija fazana u njima, mikroklimat okoline, mno{tvo drugih vrsta ptica i
prelaznih doma}ina u okolini ~inili su predisponiraju}e uslove za infekciju, njen in-
tenzitet i ekstenzitet. Iz tih razloga moraju da se obavljaju preventivni parazitolo{ki
pregledi, striktno da se razdvajaju starosne kategorije fazana, redovno da se pri-
menjuju dezinfekcija i dezinsekcija i po{tuju propisane tehnologije Š17, 18, 23, 30,
31¹. U slu~aju da izbije bolest neophodno je da se pristupi tretiranju celog jata an-
tihelminticima na bazi mebendazola, fenbendazola, kambendazola, levamizola ili
tetramizola i njihovo izdvajanje u posebnu volijeru Š7, 11, 19, 20, 23, 34, 35, 37,
38¹.
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HETERACIDOSIS IN PHEASANTS

I. Pavlovi}, Z. Kuli{i}, Iulia Florestean

Diseases of parasite etiology present a great part of the pheasant game pa-
thology in both natural domiciles and artificial breeding. Based on the research conducted
in our country and abroad, we have come to the conclusion that heteracidosis, along with
coccidiosis, syngamosis, and ascaridiosis present one of the most significant parasite dis-
eases in these birds.

Heteracidosis in pheasants is caused by Heterakis isolonche and H. gallina-
rum. According to our findings H. isolonche is detect in 26,1 % of pheasants aged from 4 to
14 weeks, and 14,4 % of adult pheasants in organized maintenance conditions, and in
18,1 % of pheasants in nautural domiciles. Hetarkis gallinarum is found in 25,1 % of pheas-
ants aged from 4 to 14 weeks and 4,3 % of adult pheasants in pheasant farms, and 15,3 %
pheasants in natural domiciles. For these reasons, in this paper we present the carriers,
pathological changes and clinical picture of the disease, as well as prevention and control
methods.

Key words: pheasants, heteracidosis, Heterakis isolonche, Heterakis gallinarum

GETERAKIDOZ FAZANOVOY DI^I

I. Pavlovi~, Z. Kuli{i~, Iulia Florestean

Zabolevani® parazitarnoy Ìtiologii zanimaÓut zna~itelÝnuÓ ~astÝ v
patologii fazanovoy di~i v prirodnìh mestah prebìvani® i iskusstvennom vì-
raÈivanii. Na osnove issledovani®, sover{ennìh v mire i u nas pri{losÝ k
vìvodu, ~to geterakidoz, pri kokcidoze, singamoze i askaridoze predstavl®et so-
boy odnu iz naibolee zna~itelÝnìh parazitarnìh bolezney Ìtih ptic.

Geterakidoz fazanov pri~in®Ót Heterakis isolonche i H. gallinarum. Po
na{im rezulÝtatam H. isolonche ustanovlen v 26,1% fazanov im 4-14 nedelÝ i
14,4% vzroslìh fazanov v iskusstvennom soder`anii, a u 18,1% fazanov v pri-
rodnìh mestah prebìvani®. Heterakis gallinarum nayden u 25,1% fazanov ot 4-14
nedelÝ i 4,3% vzroslìh fazanov v fazaneri®h, a v 15,3% fazanov iz prirodnìh
mest prebìvani®. Po Ìtim pri~inam, zdesÝ mì daëm pokaz vozbuditel®, patolo-
gi~eskie izmeneni® i klini~eskuÓ kartinu zabolevani® slovno i meropri®ti®
preventivì i podavleni® geterakidoza.

KlÓ~evìe slova: fazanì, geterakidoz, Heterakis isolonche, Heterakis gallinarum
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UDK 619:618.39:616.9:636.4

UPOREDNO ISPITIVANJE REZIDUA ANTIBIOTIKA U
MLEKU ENZIMSKOM I MIKROBIOLO[KIM METODAMA*

COMPARATIVE ANALYSIS OF ANTIBIOTIC RESIDUE IN MILK

USING ENZYME AND MICROBIOLOGICAL METHODS

Jelena Petrovi}, Vera Kati} **

Rezidue antibiotika mogu {tetno da deluju i na zdravlje ljudi i ome-

taju preradu mleka u proizvode. Da bi se spre~ili ovi nepo`eljni efekti

rezidua, danas se koriste razli~ite skrining metode. Osnovni zadatak

ovoga rada je pore|enje skrining metoda prilikom ispitivanja mleka sa

razli~itih mesta u lancu proizvodnje. U radu smo uporedo ispitali tri

skrining metode: mikrobiolo{ke metode Delvo SP test i Difuzionu me-

todu sa B. stearothermophilus kao test mikroorganizmom i enzimsku

metodu Penzym S test. Ispitano je 20 uzoraka mleka iz sabirnih tankova

sa farme, 20 uzoraka mleka iz transportnih cisterni, 10 uzoraka pasteri-

zovanog mleka i 10 uzoraka sterilizovanog mleka iz prometa. Na osno-

vu uporednih ispitivanja Difuzione metode, Delvo SP testa i Penzym S

testa zaklju~ujemo da su sve tri metode u visokoj me|usobnoj saglas-

nosti (kappa vrednost se kre}e od skoro idealne podudarnosti do ide-

alne podudarnosti) i time ispunjavaju jedan od kriterijuma za uklju~i-

vanje u sistematsku kontrolu mleka na prisustvo rezidua antibiotika.

Klju~ne re~i: mleko, rezidue, antibiotici, Difuziona metoda, Delvo SP
test, Penzym S test

Beta laktamski antibiotici se {iroko koriste u terapiji i profilaksi obolje-
nja mle~nih goveda, pre svega mastitisa, pa stoga ova grupa antibiotika predstav-
lja naj~e{}u vrstu rezidua koja mo`e da se na|e u mleku Š1¹. Rezidue veterinar-
skih lekova obuhvataju izvorni lek i/ili njegove metabolite u bilo kom jestivom delu
`ivotinjskog proizvoda Š2¹. Rezidue veterinarskih lekova u sirovom mleku su
posledica izlu~ivanja, a u mleku za javnu potro{nju posledica su: nepo{tovanja
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karence, predoziranja, nestru~ne primene lekova, odsustva ili neadekvatne kon-
trole.

Rezidue antibiotika i sulfonamida u mleku mogu {tetno da uti~u na
zdravlje ljudi uzrokuju}i alergijske reakcije Š3¹, rezistenciju patogenih mikroor-
ganizama Š4¹ i redukciju normalne mikroflore u organizmu Š5¹. Pored toga,
rezidue antibiotika nepovoljno uti~u i na tehnolo{ke procese pri preradi mleka Š6¹.
Da bi se spre~ili nepo`eljni efekti rezidua, u svetu se primenjuju razli~iti postupci
kontrole, koji obuhvataju kontrolu proizvodnje, distribucije i upotrebe lekova,
odre|ivanje nivoa rezidue koji uti~e na zdravlje ljudi i razvijanje metoda za ot-
krivanje te koli~ine. Danas se za dokazivanje rezidua antibiotika i sulfonamida u
mleku koriste kvalitativne (mikrobiolo{ke, enzimske, receptor enzimske i imu-
nolo{ke) i kvantitativne metode (HPLC, spektrofotometrijske i masenospektrofo-
tometrijske). Kvantitativne metode daju podatke o vrsti i koli~ini prisutne rezidue,
me|utim, ove metode dugo traju, za njihovo izvo|enje je potrebna skupa oprema
i obu~en kadar.

U sistematskoj kontroli antibiotika, za ispitivanje i selekciju velikog
broja uzoraka, koriste se skrining metode. Uzorci koji su pozitivni ili sumnjivi na
prisustvo antibiotika dalje se ispituju nekom od metoda za identifikaciju i kvanti-
fikaciju rezidua. Za identifikaciju se koriste imunolo{ki, enzimski, receptor-vezu-
ju}i ili modifikovani mikrobiolo{ki testovi inhibicije, a za kvantifikaciju rezidua se
koriste HPLC, GC i GC/MC. Pored brzine dobijanja rezultata i jednostavnosti pos-
tupka, kriterijum za izbor skrining metoda, koje bi bile uklju~ene u sistematsku
kontrolu rezidua je i me|usobna saglasnost dobijenih rezultata.

Cilj rada je da se primenom razli~itih skrining metoda uporedo ispita
prisustvo rezidua antibiotika u uzorcima mleka iz razli~itih faza proizvodnog lanca
(od sirovine do gotovog proizvoda).

Izabrane su tri skrining metode koje se naj~e{}e koriste u praksi. Mik-
robiolo{ke inhibitorne metode: Delvo SP test i Difuziona metoda sa B. stearother-

mophilus i enzimska metoda Penzym S test.

Ispitano je 20 uzoraka mleka iz sabirnih tankova sa farme, 20 uzoraka
mleka sa linija (mleko iz transportnih cisterni sa linija dovoza) u mlekari, 10 uzo-
raka pasterizovanog mleka i 10 uzoraka sterilizovanog mleka iz prometa. Dokazi-
vanje rezidua antibiotika Difuzionom metodom, sa B. stearothermophilus kao test
mikroorganizmom, ra|eno je metodom po Galeslootu i Hassingu Š7¹. Metoda je
modifikovana u smislu pove}anja temperature inkubacije sa 55oC na 63oC. Delvo
SP test i Penzym S test su izvo|eni prema uputstvu proizvo|a~a. Proizvo|a~
Delvo SP testa je Gist-Brocades N.V. Delft, Holandija, a proizvo|a~ Penzym S
testa je UCB-Bioproducts S.A., Belgija.
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Statisti~ke metode. Saglasnost testova je pore|ena pomo}u kappa
vrednosti Š8¹. Kappa vrednost se kre}e u intervalu od 0 (podudarnost je jednaka
onoj koja bi se o~ekivala pri slu~ajnoj podudarnosti testova) do 1 (potpuna podu-
darnost). Uobi~ajeno se uzima da je idealna podudarnost ako je vrednost kappa
>0.81, skoro idealna podudarnost je za raspon 0.61 - 0.80, prili~na podudarnost
0.41 - 0.60, srednja podudarnost 0.21 - 0.40, bezna~ajna podudarnost 0.00 - 0.20 i
nema podudarnosti 0.00.

Rezultati uporednog ispitivanja uzoraka sirovog mleka Delvo SP tes-
tom, Penzym S testom i Difuzionom metodom sa B. stearothermophilus prikazani
su u tabelama 1 i 2 .

Tabela 1. Rezultati uporednog ispitivanja uzoraka sirovog mleka iz tanka sa farme Delvo
SP testom, Penzym S testom i Difuzionom metodom sa B. stearothermophilus

Table 1. Results of comparative analysis of raw milk samples from farm tank performed by the Delvo SP
test and diffusion method with B. stearothermophilus

Naziv testa /
Method used

Difuziona metoda sa
B. stearothermophilus /

Diffusion method with
B. stearothermophilus

Penzym S test /
Penzym S test

pozitivno /
positive

negativno /
negative

pozitivno /
positive

negativno /
negative

Delvo SP test /
Delvo SP test

pozitivno /
positive

5 1 5 1

negativno /
negative

1 13 1 13

Penzym S test /
Penzym test

pozitivno /
positive

5 1 / /

negativno /
negative

1 13 / /

Na osnovu obavljenih ispitivanja u sirovom mleku iz tanka sa farme us-
tanovljeno je 30 posto pozitivnih uzoraka svakim od testova. Sva tri testa u
me|usobnoj saglasnosti, imaju kappa vrednost od 0.76, ova vrednost pripada in-
tervalu kappa vrednosti od 0.61 do 0.80 koji predstavlja skoro idealnu podudar-
nost. Visoku me|usobnu podudarnost ova tri testa prilikom ispitivanja mleka iz
tanka sa farme su ustanovili i Seimour i sar. Š9¹.

Ispitivanjem sirovog mleka iz transportnih cisterni sa linija dovoza u
mlekari ustanovljeno je Delvo SP testom i Penzym S testom 15 posto pozitivnih
uzoraka, dok je Difuzionom metodom ustanovljeno 20 posto pozitivnih uzoraka.
Penzym S i Delvo SP test imaju istu kappa vrednost prema Difuzionoj metodi sa B.

stearothermophilus, ova vrednost iznosi 0.83 i pripada intervalu idealne podudar-
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nosti. Kappa vrednost saglasnosti Penzym S testa i Delvo SP testa je, tako|e, ide-
alna, po{to iznosi 1.00. Interval idealne podudarnosti se odnosi na kappa vred-
nost ve}u od 0.81.

Tabela 2. Rezultati uporednog ispitivanja uzoraka sirovog mleka sa linija Delvo SP testom,
Penzym S testom i Difuzionom metodom sa B. stearothermophilus

Table 2. Results of comparative analysis of raw milk samples from production lines performed by the Delvo
SP test, Penzym S test and diffusion method with B. stearothermophilus

Naziv testa /
Method used

Difuziona metoda sa
B. stearothermophilus /

Diffusion method with
B. stearothermophilus

Penzym S test /
Penzym S test

pozitivno /
positive

negativno /
negative

pozitivno /
positive

negativno /
negative

Delvo SP test /
Delvo SP test

pozitivno /
positive

3 0 3 0

negativno /
negative

1 16 0 17

Penzym S test /
Penzym test

pozitivno /
positive

3 0 / /

negativno /
negative

1 16 / /

Rezultati uporednog ispitivanja 20 uzoraka pasterizovanog i sterili-
zovanog mleka iz prometa Delvo SP testom, Penzym S testom i Difuzionom meto-
dom sa B. stearothermophilus su prikazani u tabeli 3.

Tabela 3. Rezultati uporednog ispitivanja uzoraka pasterizovanog i sterilizovanog mleka
Delvo SP testom, Penzym S testom i Difuzionim testom sa B. stearothermophilus

Table 3. Results of comparative analysis of pasteurized and sterilized milk performed by the Delvo SP test,
Penzym S test and diffusion method with B. stearothermophilus

Naziv testa /
Method used

Difuziona metoda sa
B. stearothermophilus /

Diffusion method with
B. stearothermophilus

Penzym S test /
Penzym S test

pozitivno /
positive

negativno /
negative

pozitivno /
positive

negativno /
negative

Delvo SP test /
Delvo SP test

pozitivno /
positive

3 1 3 1

negativno /
negative

0 16 1 15

Penzym S test /
Penzym test

pozitivno /
positive

3 1 / /

negativno /
negative

0 16 / /
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Ispitivanjem pasterizovanog i sterilizovanog mleka ustanovljeno je 20
posto pozitivnih uzoraka pomo}u Penzym S testa i Difuzione metode, dok je
pomo}u Delvo SP testa ustanovljeno 25 posto pozitivnih uzoraka. Difuziona me-
toda se prema oba testa nalazi u intervalu idealne podudarnosti (kappa je 0.83),
dok se Delvo SP test sa Penzym S testom nalazi u intervalu skoro idealne podu-
darnosti (kappa 0.69).

Kappa saglasnost testova prilikom ispitivanja sve tri grupe uzoraka je
prikazana na slici 1.

Razlike koje se javljaju prilikom ispitivanja istog uzorka sa tri razli~ite
metode proisti~u iz razli~ite osetljivosti ovih metoda. Delvo SP test je osetljiv
prema antibioticima, sulfonamidima, dezinficijensima i promenjenom mleku. Di-
fuziona metoda je osetljiva prema antibioticima, dok je Penzym S test osetljiv
samo prema beta laktamskim antibioticima. Visoka podudarnost Penzym S testa
sa ostala dva testa ide u prilog navodima drugih autora Š10, 11¹, po kojima su beta
laktamski antibiotici naj~e{}a vrsta rezidua koja mo`e da se na|e u mleku. Razlike
u rezultatima, tako|e, mogu da nastanu i zbog razlika u pragu detekcije prema is-
tim antibioticima, tako je prema ceftiofuru najosetljiviji Delvo SP test, jer detektuje
koli~ine od 50 µg/kg, dok Difuzioni test detektuje koli~ine od 75 µg/kg, a Penzym
S test detektuje koli~ine od 80 µg/kg ceftiofura, Š12¹.
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Slika 1. Kappa saglasnost ispitanih metoda za odre|ivanje rezidua antibiotika u sirovom
mleku iz tanka sa farme, iz transportnih cisterni i pasterizovanom i sterilizovanom mleku
Legenda: dif - Difuziona metoda, F -mleko iz tanka sa farme,

L - mleko sa linija, G - pasterizovano i sterilizovano mleko

Figure 1. Kappa coincidence of analyzed methods for detecting antibiotic residue in raw milk from farm
tank, transport cisterns and pasteurized and sterilized milk

Legend 1. dif – diffusion method, F – milk from farm tank, L – milk from production lines,
G – pasteurized and sterilized milk



Na osnovu uporednih ispitivanja Difuzione metode, Delvo SP testa i
Penzym S testa zaklju~ujemo da su sve tri metode u visokoj me|usobnoj saglas-
nosti (kappa vrednost se kre}e od skoro idealne podudarnosti do idealne podu-
darnosti) i time ispunjavaju jedan od kriterijuma za uklju~ivanje u sistematsku kon-
trolu mleka na prisustvo rezidua.
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COMPARATIVE ANALYSIS OF ANTIBIOTIC RESIDUE IN MILK USING ENYME AND

MICROBIOLOGICAL METHODS

Jelena Petrovi}, Vera Kati}

Antibiotic residue can have a harmful effect on human health and can disrupt
the processing of milk and milk products. In order to prevent these unwanted effects of resi-
due, different screening methods are used today. The basic goal of this paper is to com-
pare screening methods performed during the testing of milk from different points of the
production chain. In this paper we have comparatively analyzed three screening methods:
microbiological methods – the Delvo SP test and the diffusion method with B. stearother-
mophilus as the test microorganism, and an enzyme method – the Penzym S test. Twenty
samples of farm milk from collective tanks were analyzed, as well as 20 samples of milk
from transport cisterns, 10 samples of pasteurized milk and 10 samples of sterilized market
milk. Based on the comparative analysis of the diffusion method, Delvo SP test and Pan-
zym S test, we conclude that all three methods are in hgih mutual accordance (the kappa
value oscillates from nearly ideal to ideal coinciding) and thus meet one of the criteria for
being included in the systematic control of milk for the presence of antibiotic residue.

Key words: milk, residue, antibiotics, diffusion method, Delvo SP test, Penzym S test
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SRAVNITELÃNOE ISPÀTANIE OSTATKOV ANTIBIOTIKOV V MOLOKE
ÏNZIMNÀM I MIKROBIOLOGI^ESKIMI METODAMI

Elena Petrovi~, Vera Kati~

Ostatki antibiotikov mogut vredno deystvovatÝ i na zdorovÝe lÓdey
i me{aÓt pererabotku moloka v produktì. ^tobì predupredilisÝ Ìti ne`elatelÝ-
nìe Ìffektì ostatkov v nasto®Èee vrem® polÝzuÓts® razli~nìe skrining me-
todì. Osnovna® zada~a Ìtoy rabotì sravnenie skrining metodov pri ispìtanii mo-
loka s razli~nìh mest v cepi proizvodstva. V rabote mì sravnitelÝno ispìtali
tri skrining metoda: mikrobiologi~eskie metodì DelÝvo SP test i Diffuzionnìy
metod s B. stearothermophilus kak test mikroorganizmom i Ìnzimnìy metod Penzym S
test. Ispìtano 20 obraz~ikov moloka iz sobiratelÝnìh bakov s fermì, 20 obra-
z~ikov moloka iz transportnìh cistern, 10 obraz~ikov sterizovannogo moloka iz
oborota. Na osnove sravnitelÝnìh ispìtaniy Diffuzionnogo metoda, DelÝvo SP

testa i Penzym S testa mì sdelaem vìvod, ~to vse tri metoda v vìsokom me`dusob-
nom soglasii (kappa stoimostÝ dvigalasÝ ot po~ti idealÝnoy do idealÝnogo
sovpadeni® i tem vìpoln®Ót odin iz kriteriev dl® vklÓ~eni® v sistemati~eskiy
kontrolÝ moloka na prisutstvie ostatkov antibiotikov.

KlÓ~evìe slova: moloko, ostatki, antibiotiki, Diffuzionnìy metod,
DelÝvo SP test, Penzym S test
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ENTROPIJUM KOD PASA I NJEGOVO KORIGOVANJE*

ENTROPIUM IN DOGS AND ITS CORRECTION

M. Had`imili}**

Entropium ili uvrtanje o~nih kapaka predstavlja jedno od naj-

~e{}ih oboljenja o~nih kapaka kod pasa, a samim tim i njegova hirur-

{ka korekcija je jedna od najzastupljenijih hirur{kih procedura u veteri-

narskoj oftalmohirurgiji. Zbog nedovoljne edukovanosti i primene ne-

adekvatne tehnike ~esto nastaju takvi deformiteti koji ugro`avaju i

samu o~nu jabu~icu. Na kraju, naj~e{}e se javlja i ulcerativni keratitis

kod koga se, kao posledica, mo`e da javi perforacija ro`nja~e, a

samim tim, u najve}em broju slu~ajeva, i gubitak oka.

Postavljanje dijagnoze naj~e{}e nije te{ko, pogotovo kada je pri-

sutno uvrtanje kapaka.

U terapiji entropijuma hirur{ki tretman je imperativ. Ostale metode

imaju manje-vi{e istorijski zna~aj. Hirur{ka korekcija je neophodna u

skoro svim slu~ajevima entropijuma. Postoji veliki broj hirur{kih tehnika

koje su opisane za korekciju entropijuma, a one su ~esto nepotrebno

komplikovane i ne posti`u se zna~ajno bolji rezultati.

Izbor same tehnike zavisi od datog slu~aja, dela kapka koji je

zahva}en, kao i intenziteta entropijuma. Naj~e{}e primenjivana tehnika

u korekciji entropijuma je procedura po Hotz-Celsusu. Od svih tehnika

njom se posti`u najbolji rezultati, a ujedno je i najlak{a za izvo|enje,

pogotovo za nedovoljno iskusnog hirurga. Hotz-Celsus tehnika se iz-

vodi na taj na~in {to se deo ko`e blizu ivice kapka odstrani u obliku

elipse, rana se za{ije i time kapak zategne, tj. vrati u normalan polo`aj.

Y i V tehnika je komplikovanija, ali i preciznija tehnika koja se spro-

vodi prvenstveno na centralnom delu kapka.

Medijalna kantalna V plastika se prvenstveno radi kao korekcija

medijalnog entropijuma.
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Materijal koji preporu~ujem je Nylon, a na ovoj lokaciji mo`e slo-

bodno da se koristi i svila od 0.6 do 4.0.

Klju~ne re~i: pas, entropijum, korekcija

Entropium ili uvrtanje o~nih kapaka predstavlja veoma ~esto, ako ne i
naj~e{}e, oboljenje o~nih kapaka kod pasa. Po nekim autorima i najnovijim pode-
lama entropijum se ubraja u takozvana strukturalna oboljenja kapaka. Samim tim,
njegova hirur{ka korekcija je jedna od najzastupljenijih hirur{kih procedura u ve-
terinarskoj oftalmohirurgiji. Neadekvatno korigovani entropijumi su uzrok nas-
tanka ozbiljnih deformiteta kapaka koji se te{ko ili uop{te ne mogu da se isprave,
a ~esto nastaju takvi deformiteti koji ugro`avaju i samu o~nu jabu~icu.

Uzrok nastanka ovakvih gre{aka je, pre svega, u nedovoljnoj
edukovanosti kolega koji se prihvataju naizgled lakog operativnog zahvata koji
najvi{e zadire u domen plasti~no-rekonstruktivne hirurgije, i zahteva razvijenost
ve{tine zrelog plasti~nog hirurga. Situacija se dodatno komplikuje obiljem po-
nu|enih kako starih tako i novih tehnika koje se naj~e{}e neadekvatno primenju-
ju. Neophodno je poznavanje i primena adekvatnog instrumentarija, igala i materi-
jala za {ivenje kako bi rezultati bili {to bolji.

Anatomski uvod / Anatomic introduction

Oko ili organ vida (organum visus) sastoji se od:
– O~ne jabu~ice (bulbus oculi),
– Opti~kih puteva (vidni putevi) i
– Pomo}nih organa oka (organa oculi accesoria).

U pomo}ne organe oka (organa oculi accessoria) ubrajaju se: gornji
o~ni kapak (palpebra oculi superior), donji o~ni kapak (palpebra oculi inferior),
tre}i o~ni kapak (palpebra tertia), suzni aparat (apparatus lacrimalis), ve`nja~a
(conjunctiva), spolja{nji mi{i}i o~ne jabu~ice (mm. oculi externi), masno jastu~e
orbite (paniculus adiposus orbitae), pokosnica (periorbita) i ko{tani zidovi (orbita).

Ovi pomo}ni organi oka imaju prvenstveno ulogu da za{tite o~nu
jabu~icu i da omogu}e normalno odvijanje svih onih slo`enih funkcija koje su
neophodne u procesu vi|enja.

Kapci predstavljaju nabor ko`e koji prekriva o~nu jabu~icu. Oni me-
hani~ki {tite o~nu jabu~icu, a svojim pokretima, odnosno treptanjem doprinose
rasprostiranju i oticanju suza, koje odnose ne~isto}u sa prednje povr{ine oka u
nosnu {upljinu.

Spolja{nju povr{inu kapaka ~ini savitljiva, tanka i pokretljiva ko`a, koja
se sastoji od plo~asto slojevitog epitela koji le`i na dermisu. Na ko`i kapaka se na-
laze i fine dla~ice, znojne i lojne `lezde.
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Trepavice (ciliae) nalaze se na ivici gornjeg kapka, ali ne i na donjem
kapku. Znojne i lojne `lezde su udru`ene sa trepavicama, odnosno one se nalaze
u folikulu trepavica.

Na ivici kapaka ko`a se nastavlja u muko-kutanu membranu - ve`nja-
~u.

Gusto, belo fibrozno vezivno tkivo dermisa i laminae propriae muco-

sae spajaju se u tarsus. Tarzus se sastoji od lamine i kolagenih vlakana. On nije
tako dobro razvijen kod pasa kao {to je to kod ~oveka.

Kapci su dobro snabdeveni `lezdama koje se razlikuju kako po sa-
dr`aju tako i po zastupljenosti. Palpebralne `lezde su: gll. Meibomi, Molli, Zeiss,

Kraus, Wolfring, kao i peharaste }elije ve`nja~e ~ija je koncentracija najve}a u
donjem forniksu.

Ispod ko`e kapaka nalazi se rastresito vezivno tkivo, naj~e{}e bez ili
sa malo masnog tkiva, u koje, pod patolo{kim uslovima, mo`e da se izlije znatna
koli~ina transudata, eksudata ili krvi.

Slede}i sloj ~ine mi{i}i. Kru`ni mi{i} oka m. orbicularis oculi je cirku-
larnog oblika i deluje kao sfinkter. Na ovaj na~in zatvara palpebralnu fisuru, od-
nosno njegova kontrakcija uzrokuje blefarospazam. M. orbicularis oculi je inervi-
san n. palpebralis-om, granom facijalnog nerva (VII). M. orbicularis je vezan medi-
jalno za zid orbite medijalnim palpebralnim ligamentom. Deo orbikularnog mi{i}a
je m. horneri koji prolazi iza lakrimalne vre}ice, a njegova insercija je u predelu
medijalnog zida orbite. On ima ulogu u odvo|enju suza - pa se i naziva „lakri-
malna pumpa”. Orbikularni mi{i} je vezan lateralno pomo}u m. retractor anguli

oculi lateralis (lig. palpebrale laterale) koji daje elipti~an oblik palpebralne fisure.
Zahvaljuju}i tome spre~ava se da fisura postane kru`na za vreme kontrakcije or-
bikularnog mi{i}a.

Gornji kapak je vi{e pokretljiv od donjeg. U gornjem kapku se nalaze
mi{i}i podiza~i gornjeg kapka od kojih su najva`niji m. levator palpebre superioris,

~iji se po~etak nalazi blizu foramen-a opticus-a, a insercija (insertio) je u tarzusu,
inervisan je n. oculomotorius-om (III), kao i Millerov mi{i} koji je adrenergi~no iner-
visan. Millerov mi{i} le`i posteriorno od levatora i {iri otvor kapka.

Donji kapak je pritisnut malarnim mi{i}em (m. malaris) koji je inervisan
dorzalnom bukalnom granom facijalnog nerva.

Senzorna inervacija kapaka i periokularnog regiona odvija se preko:
n. frontalis-a, n. intratrochlearis-a, n. infraorbitalis-a, n. auriculotemporalis-a, n.

lacrimalis-a, n. zygomaticus-a i n. mentalis-a.
Funkcije kapaka mogu da se sagledaju kroz senzorni i za{titini efekat

cilija gornjeg kapka, zatim kroz sekreciju tarzalnih `lezda kapaka i peharastih
}elija ve`nja~e koje u~estvuju u stvaranju spolja{njeg lipidnog i unutra{njeg mu-
kopolisaharidnog sloja prekornealnog suznog filma (PSF). Kapci ~ine fizi~ku
za{titu oka od traume, smanjuju isparavanje suza i obavljaju distribuciju PSF svo-
jim pokretima. Kapci dovode do „pumpanja” suza prema nazolakrimalnom kana-
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lu, preveniraju pojavu epifore i stalno odr`avaju konstantne osobine PSF, ta~nije
njegovu debljinu i opti~ke osobine.

Entropijum ili inverzija ivica o~nih kapaka, predstavlja uvrtanje celog ili
dela o~nog kapka prema o~noj jabu~ici. Zbog toga trepavice i/ili dla~ice kapaka
dolaze u dodir sa ro`nja~om i ve`nja~om, uzrokuju}i njihovu iritaciju.

Entropijum mo`e da se podeli u tri zasebne kategorije:
– kongenitalni/razvojni (anatomski),
– spasti~ni i
– o`iljni (cikatrikalni).
Razvojni entropijum se javlja kod ~istokrvnih rasa pasa sa predispozi-

cijom i re|e kod drugih rasa, kao i kod me{anaca. Ovaj tip se relativno ~esto javlja
i kod ma~aka. Ovu, mo`e se re}i, u~estalu abnormalnost o~nih kapaka, naj~e{}e
uzrokuje nedovoljna ~vrstina (rigiditet) kapaka, prevelika du`ina kapka, udru`eni
sa odre|enim karakteristikama rase (na primer, kvalitet ko`e, raspored ko`nih na-
bora, oblik glave i drugo) koja ima predispoziciju ka njenom nastanku.

Naravno, entropijum mo`e da se javi kod svake rase, kao i kod
me{anaca, ali naj~e{}e kod rasa sa izra`enom predispozicijom, kao {to su: ~au-
~au, {ar-pei, bernandinac, rotvajler, engleski buldog, zlatni retriver, labrador retri-
ver, norve{ki pas (elkhound, pas, ~uvar losova), engleski i ameri~ki koker {panijel,
engleski springer {panijel, patuljaste pudle, doberman pon~, irski seter, krvosled-
nik, doga i bulmastif.

Svaka rasa ~esto ima specifi~an deo kapka koji je zahva}en entropiju-
mom. Re|e se javlja entropijum gornjeg kapka. Naj~e{}e se javlja entropijum
spolja{nje 2/3 donjeg kapka. ^esto se javlja i u predelu lateralnog kantusa, a
zahva}ena je naj~e{}e lateralna ~etvrtina donjeg i gornjeg kapka, kao i sam kan-
tus. Ne{to re|a pojava je entropijum u predelu medijalnog kantusa. Kod od-
re|enih rasa kao {to su ~au-~au i {ar-pei, mogu da budu zahva}ena sva ~etiri
kapka istovremeno.

Kod odre|enih rasa pasa, susedne regije, kao {to je nosni ko`ni na-
bor, kao i prekomerni facijalni ko`ni nabor, zajedno sa uvrnutim kapkom iritiraju
ro`nja~u i ve`nja~u.

Spasti~ni entropijum nije ~est kod pasa. Mo`e da nastane usled ble-
farospazma izazvanog bolom, koji naj~e{}e nastaje pod uticajem stranih tela
ro`nja~e, ulceracija ro`nja~e, hroni~nog konjunktivitisa, blefaritisa i keratitisa.

Entropijum koji zapo~inje spazmom, koji predstavlja privremeno sta-
nje kapka, mo`e kasnije da postane trajan (permanentan) ako se bol nastavi.

O`iljni entropijum se naj~e{}e javlja kao posledica povrede kapka ili je
arteficijalno izazvan neadekvatnom intervencijom na kapku.

Entropijum, tako|e, mo`e da nastane pod uticajem starosti i promene
u ~vrstini kapaka, {to je kod pasa izuzetno retko, naj~e{}e kod bernandinca
(karakteristi~no je za ljude).

Klini~ka slika je raznolika i naj~e{}e zavisi od intenziteta, trajanja i
mesta na kome se javlja entropijum.
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Kod vrlo blagih slu~ajeva mo`e da se uo~i samo vla`enje, a kasnije
mo`e da nastane epifora.

Kod srednje izra`enih slu~ajeva najmarkantniji znak je zapaljenje
ve`nja~e sa izra`enim o~nim sekretom, kao i primetno uvrtanje kapka.

Kod te`ih slu~ajeva javljaju se blefarospazam, konjunktivitis koji je
naj~e{}e pururlentan sa obilnim sekretom. Uvrtanje kapaka je izra`eno, a u ve}ini
slu~ajeva se javljaju i fotofobija, depigmentacija ivice kapka, kao i neovaskulariza-
cija ro`nja~e.

Na kraju, naj~e{}e se javlja i ulcerativni keratitis kod koga se kao
posledica mo`e da javi perforacija ro`nja~e, a samim tim, u najve}em broju
slu~ajeva, i gubitak oka.

Postavljanje dijagnoze uglavnom nije te{ko, pogotovo, kada je pri-
sutno uvrtanje kapka.

Dijagnoza se postavlja vrlo pa`ljivim pregledom kapka, kao i manuel-
nom retrakcijom da bi se ektropirao uvrnuti deo kapka. Sedacija, kao i op{ta anes-
tezija su kontraindikovane kao deo pregleda, jer }e uticati na izra`enost samog
entropijuma, njegovim smanjenjem.

Jedina situacija u kojoj je dozvoljeno instiliranje lokalnog anestetika
na ro`nja~u jeste dijagnostikovanje spasti~nog entropijuma.

Diferencijalna dijagnoza ne sme da se zaboravi, jer je bitno da se
razlikuju odre|ena stanja od entropijuma. To su:

1. Drugi uzroci epifore: distichiasis, trichiasis, ectopic cilia, puncta lac-

rimalia inperforata i dacryocystitis.
2. Drugi uzroci blefarospazma: distichiasis, ectopic cilia, ulceracija

ro`nja~e i izra`eni (jaki) uveitis.
3. Enophthalmos i phthisis bulbi do arteficijalne pojave entropijuma.

Bol i epifora se naj~e{}e ne javljaju.
Kod postavljanja dijagnoze bitno je da se razlikuju entropijum lateral-

nog dela donjeg kapka koji je kongenitalni od lateralnog entropijuma, odnosno
entropijuma lateralnog kantusa koji zahvata lateralne delove i donjeg i gornjeg
kapka, koji naj~e{}e nastaje usled slabosti mi{i}a retraktora o~nog ugla (m. re-

tractor anguli oculi).
U terapiji entropijuma hirur{ki tretman je imperativ. Ostale metode

imaju manje-vi{e istorijski zna~aj.

Nehirur{ki tretman entropijuma / Non-surgical treatment of entropium

Kod malih `ivotinja se koristi nekoliko nehirur{kih metoda u terapiji en-
tropijuma, sa promenljivim ili ~e{}e, nezadovoljavaju}im rezultatima. Od metoda
se koriste potko`ne injekcije antibiotika, parafina, mineralnih ulja, kao i elek-
troskalpel ili termokauter kojima se formira o`iljno tkivo, a ono trakcionim silama
uti~e na korekciju entropijuma.
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Hirur{ki tretman entropijuma / Surgical treatment of entropium

Hirur{ka korekcija je neophodna u skoro svim slu~ajevima entropi-
juma. Postoji veliki broj hirur{kih tehnika koje su opisane za korekciju entropi-
juma, a one su ~esto nepotrebno komplikovane i ne daju zna~ajno bolje rezultate.

U daljem tekstu bi}e opisane tehnike koje nisu komplikovane i pru`aju
provereno dobre rezultate, {to je za hirurga prakti~ara od primarnog zna~aja.

Kod veoma mlade {tenadi u sanaciji entropijuma mogu da se koriste
privremeni {avovi (suturae) koji evertiraju kapke ili, pak, privremeno zatvaranje
(za{ivanje) kapaka. Ako je mogu}e, najbolje je da se odlo`i definitivna korekcija
za {est meseci ili jo{ bolje i kasnije.

Izbor same tehnike zavisi od datog slu~aja, dela kapka koji je
zahva}en, kao i intenziteta entropijuma.

Bez obzira koja se tehnika koristi mesto i intenzitet korekcije moraju
da budu utvr|eni pre anestezije. Odnos o~ne jabu~ice i kapaka se zna~ajno
menja u anesteziji i validna procena veli~ine korekcije u anesteziji je skoro ne-
mogu}a.

Sve procedure se sprovode u op{toj anesteziji posle sprovedene
klasi~ne pripreme pacijenta u vidu premedikacije, {i{anja, brijanja, ~i{}enja, dez-
infekcije (pov. jodid rastvor za primenu u oftalmologiji) i postavljanja kompresa.

Koriste se instrumenti specifi~ni za date procedure u oftalmo-hirurgiji,
kao i u plasti~noj i rekonstruktivnoj hirurgiji. Posebno bih izdvojio Bishop-Harmon
pincetu, Jaeger plo~icu-{patulu za kapke, Beaverov dr`a~ za no`i}e (okrugli) i
no`i} br. 64, Stevensove ili Westcottove makaze za tenotomiju kao i Castroviejo
iglodr`a~.

Hotz-Celsus tehnika / The Hotz-Celsus technique

Naj~e{}e primenjivana tehnika u korekciji entropijuma je procedura
po Hotz-Celsusu. Od svih tehnika ovom se posti`u najbolji rezultati, a ujedno je i
najlak{a za izvo|enje, pogotovo za nedovoljno iskusnog hirurga. Hotz-Celsus
tehnika se izvodi na taj na~in {to se deo ko`e blizu ivice kapka odstrani u obliku
elipse, rana za{ije i time kapak zategne, tj. vrati u normalan polo`aj.

Zbog prakti~nosti i lako}e izvo|enja, kao i primenljivosti, ova tehnika
je do`ivela najve}i broj modifikacija i prakti~no mo`e da se koristi na skoro svim
delovima o~nih kapaka pri korekciji entropijuma.

Naj~e{}i problem je u nedovoljno dobroj proceni veli~ine dela ko`e
koji se odstranjuje, kao i nedovoljno precizno sprovedenoj eksciziji, koja se
naj~e{}e obavlja makazama, {to je u slu~aju kapaka dosta neprecizno.

Osnovna tehnika je prikazana na crte`ima.
Intenzitet delovanja metode se poja~ava pribli`avanjem reza ivici

kapka, ali se rez ne sme da postavi na manjem rastojanju od 2 mm od ivice kapka.
Rana se {ije neresoptivnim sinteti~kim ili prirodnim materijalom kao

{to su Nylon ili svila. Preporu~io bih kori{}enje Novafila sa {patulastom iglom koji
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se najvi{e koristi u humanoj plasti~noj hirurgiji. Postavljaju se isklju~ivo po-
jedina~ni priljubljuju}i {avovi.

Razmak izme|u {avova je veoma bitan i iznosi od 1,5 do 2 mm.
Danas se sve vi{e pri obavljanju ove procedure umesto makaza i pe-

ana koristi skalpel, {to svesrdno preporu~ujem, a u forniks se, kao podloga,
postavlja metalna plo~ica ili {patula po Jaegeru ili Berke-Jaegeru. Rez se postav-
lja skalpelom po ranije napravljenom crte`u sterilnim flomasterom, {to u mno-
gome olak{ava orijentaciju, a samim tim i uspe{nost u radu.

Strelica na slici „F” ozna~ava modifikaciju (varijantu) ove tehnike koja
se primenjuje kod entropijuma koji se javlja u predelu lateralnog (temporalnog)
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Slika 1B. Deo uvrnutog kapka se zahvata
peanom

Figure 1B. Part of the twisted eyelid is gripped
w.ith pean

Slika 1C. Zahvata se peanima toliko ko`e koliko je potrebno da do|e do izvrtanja kapaka,
ali ne u anesteziji

Figure 1C. Sufficient skin is gripped with peans to twist the eyelid, but not under anesthesia

Slika 1A. Naj~e{}i vid, entropijum donjeg
kapka

Figure 1A. The most comon case, lower eyelid
entropium



kantusa. Na~in postavljanja reza ili ekscizije je identi~an, kao i u prethodnom
slu~aju, kao i materijali i tehnika za{ivanja rane.

Y u V korekcija / The Y i V correction

Komplikovanija, ali i preciznija tehnika koja se sprovodi na centralnom
delu kapka.

Naj~e{}e se koristi kod korekcije o`iljnog entropijuma. Po stabilizaciji
kapaka, pravi se Y incizija ko`e preko entropi~ne regije sa ra{irenim ru~icama
postavljenim upravo preko promenjenog dela kapka. Uradi se disekcija ko`e {to

58

Vet. glasnik 57 (1 - 2) 51 - 62 (2003) M. Had`imili}: Entropijum kod pasa i njegovo
korigovanje

Slika 1G. Rana se za{iva Nylonom ili
svilom 6.0 do 4.0

Figure 1G. The wound is stitched with Nylon or
silk from 6.0 to 4.0

Slika 1F. Ura|ena je ekscizija samo
ko`e

Figure 1F. Only the excision of the skin is
performed

Slika 1E. Obavlja se ekscizija nabranog dela ko`e
Figure 1E. The wrinkled part of the skin is excised

Slika 1D. Peani su uklonjeni
Figure 1D. The peans are removed



bli`e ivici kapka da bi se odvojile fibrozne veze koje le`e ispod ko`e, kao i dva do
tri milimetra sa svake strane stabla i pripoja ru~ica slova Y.

Everzija se izvodi, prvo postavljanjem pojedina~nog priljubljuju}eg
{ava na vrhu novoformiranog oblika latini~nog slova V. Zatim sledi postavljanje
dodatnih pojedina~nih apozicionih {avova da bi se rana zatvorila. Razmak izme|u
{avova je 2-3 mm. Materijal koji preporu~ujem je Nylon, a na ovoj lokaciji mo`e
slobodno da se koristi i svila (silk).

Medijalna kantalna V plastika / Medial canthal V plastic

Ova plastika se prvenstveno radi kao korekcija medijalnog entropi-
juma, pogotovo kod brahicefali~nih rasa pasa, ali se sa uspehom mo`e da koristi i
kod cikatrikalnih entropijuma nastalih neadekvatnom korekcijom entropijuma u
medijalnom kantusu.
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Slika 2. Y u V korekcija
Figure 2. Y and V correction



Rez u obliku latini~nog slova V se postavlja tako da jedan kraj bude
upravo latero-ventralno od donje lakrimalne punkte (puncta lacrimalia), a od same
ivice kapka udaljen 3 mm. Du`ina reza se kre}e od 8 do 12 mm, a razmak od baze
do vrha je oko 5 mm. V incizija se produ`i u trougao i makazama uradi o{tra disek-
cija ko`e. Uklanja se samo ko`a i posebno se pazi na lakrimalni kanalikulus. Posle
uklanjanja ko`e, rana se za{ije monofilamentnim neresorbuju}im koncem od 4-0
do 6-0. Inicijalni {av se postavlja od baze trougla do vrha. Postavlja se 5-6 {avova.

Postoperativno je od velikog zna~aja primena „Elizabetske kragne”,
da ne bi do{lo do samopovre|ivanja pacijenta, naro~ito tre}eg i ~etvrtog dana
kada je pruritus i najvi{e izra`en.

Konci se skidaju, zavisno od debljine ko`e i kori{}enog materijala od 6
do 12 dana. Preporu~ujem obavljanje ove intervencije u sedaciji ili neurolept anal-
geziji.
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Slika 3. Medijalna kantalna V plastika
Figure 3. Medial canthal V plastic



Upotreba antibiotika nije indikovana, ako su primenjeni svi principi
asepse i antisepse, jer zna~ajno usporava zarastanje rane.

1. Gelatt K. N., Gelatt J. P.: Small Animal Ophthalmic Surgery: Practical Tech-
niques for the Veterinarian, Butterworth-Heinemann, 90-95, Oxford, 2001. - 2. Moor C. P.,
Constantinescu G. M.: Surgery of the Adnexa, Surgical Management of Ocular Disease,
THE VETERINARY CLINICS OF NORTH AMERICA, p.1011-1028, W.B.SAUNDERS COM-
PANY 9. 1997. - 3. Barnett K. C. et all: Canine Ophthalmology An Atlas and Text p.43-57,
W.B. SAUNDERS COMPANY 2002.

ENTROPIUM IN DOGS AND ITS CORRECTION

M. Had`imili}

Entropium or the twisting of eyelides presents one of the most common eyelid
diseases in dogs, and therefore its surgical correction is one of the most frequent surgical
procedures in veterinary eye surgery. Due to insufficient training and the application of in-
adequate techniques, deformities occur that affect even the eyeball. Eventually, ulceral
keratitis usually appears, which can result in the perforation of the cornea, and, conse-
quently, in most cases, the loss of an eye.

It is usually not very difficult to make a diagnosis, especially when the eyelied
is twisted.

In entropium therapy, surgical treatment is an imperative. Other methods have
a more or less historical significance. A surgical correction is necessary in almost every
case of entropium. A great number of surgical techniques for correcting entropium have
been described, but they are often unnecessarily complicated and do not provide signifi-
cantly better results.

The choice of the technique itself depends on the case, the size of the affected
eyelid surface, and the intensity of entropium. The most commonly applied technique for
the correction of entropum is the Hotz-Celsus procedure. This technique yields the best re-
sults, and at the same time is the easiest to perform, especially for a surgeon who is not
very experienced. The Hotz-Celsus technique is performed in the following manner: part of
the skin close to the edge of the eyelid is removed in the shape of an ellipse, the wound is
then stitched and the eyelid is thus tightened, i.e. restored to its normal position.

The Y and V technique is more complicated but more precise, and it is per-
formed mostly on the central part of the eyelid.

The medical cantal V plastic is primarily done in corrections of medial entro-
pium.

The recommended material is Nylon, and in this area silk from 6.0 to 4.0 also
be used.

Key words: dog, entropium, correction
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ÏNTROPIUM U SOBAK I EGO KORRIGOROVANIE

M. Had`imili~

Ïntropium ili vìvorot vek predstavl®et soboy odno iz naibolee
~astìh zabolevaniy vek u sobak, a tem samìi i ego hirurgi~eska® korrekci® odna
iz naibolee predstavlennìh hirurgi~eskih procedur v veterinarnoy oftalÝmohi-
rurgii. V rezulÝtate nedostato~noy obrazovannosti i premeneni® neadekvatnoy
tehniki ~asto prihodit i do takih deformitetov, ugro`aÓÈie i samoe glazne
®bloko. Na konce, obìknovenno ®vl®ets® i ®zvennìy keratit u kogo kak posled-
stvie mo`et ®vits® perforaci® rogovicì, a tem samìm, v naibolÝ{em ~isle
slu~aev i poter® glaza.

Postavlenie diagnoza obìknovenno ne trudno tem bolee, kogda pri-
sutstvuÓÈiy vìvorot vek.

V terapii Ìntropiuma hirurgi~eskoe le~enie trebovanie. OstalÝnìe
metodì imeÓt bolee ili menee istori~eskoe zna~enie. Hirurgi~eska® korrekci®
neobhodima v po~ti vseh slu~a®h Ìntropiuma. SuÈestvuet bolÝ{ee ~islo hirur-
gi~eskih tehnik, opisannìe dl® korrekcii Ìntropiuma, a oni ~asto nenu`no os-
lo`nënnìe i ne daÓt zna~itelÝno bolee horo{ie rezulÝtatì.

Vìbor samoy tehniki zavisit ot dannogo slu~a®, ~asti veka, ohva~e-
nnìy slovno i intensivnosti Ìntropiuma. ^aÈe vsego primenënna® tehnika v kor-
rekcii Ìntropiuma procedura po Hotz-Celsusu. Iz vseh tehnik ona daët naibolee
horo{ie rezulÝtatì, a vmeste i naibolee lëgka® dl® vìpolneni®, tem bolee dl®
nedostato~no opìtnogo hirurga. Hotz-Celsus tehnika vìvodits® takim obrazom, ~to
~astÝ ko`i blizko kra® veka ustranits® v vide Ìllipsa, rana za{Íëtìh i tem veko
zat®nets®, t.e. vernëts® v normalÝnoe polo`enie.

Y i V tehnika bolee oslo`nënna®, no i bolee to~na® tehnika, provo-
dima® v pervuÓ o~eredÝ na centralÝnoy ~asti veka.

MedialÝna® kantalÝna® V plastika v pervuÓ o~eredÝ rabotaets® kak
korrekci® medialÝnogo Ìntropiuma.

Material, kotorìy ® rekomenduÓ Nylon, a na Ìtoy lokacii mo`no svo-
bodno polÝzovatÝ i {ëlk ot 6.0 do 4.0.

KlÓ~evìe slova: Ìntropium, sobaka, korrekci®

62

Vet. glasnik 57 (1 - 2) 51 - 62 (2003) M. Had`imili}: Entropijum kod pasa i njegovo
korigovanje

RUSSKIY



UDK 619:57.083.3

IMUNOENZIMSKA – ELISA DIJAGNOSTIKA U
VETERINARSKOJ MEDICINI*

IMMUNOENZYME – ELISA DIAGNOSTICS IN VETERINARY

MEDICINE

S. \uri{i}, S. Lazi}, T. Petrovi}, Sara Savi}-Jev|eni}, Diana Lupulovi}**

ELISA tehnika je danas jedna od naj~e{}e kori{}enih laborato-

rijsko-dijagnosti~kih metoda u postupcima dijagnostikovanja mnogih

infektivnih oboljenja ljudi i `ivotinja. Zahvaljuju}i visokoj specifi~nosti i

osetljivosti ova tehnika se smatra metodom izbora u postupcima dijag-

nostikovanja mnogih virusnih oboljenja. Masovna upotreba ELISA teh-

nike, kao i veliki zahtevi laboratorijske dijagnostike uslovljavaju stalno

usavr{avanje svih njenih faza i komponenata. Prema tome, neophodno

je da se stru~na javnost kontinuirano upoznaje sa svim novinama, obli-

cima i mogu}nostima ELISA tehnike.

U radu su opisani ~inioci koji su uslovili nastanak ELISA tehnike i

prikazani su njeni oblici. Tako|e, predstavljeni su metodolo{ki i prak-

ti~ni aspekti ELISA tehnike kada se primenjuje u laboratorijskoj dijag-

nostici veterinarske medicine.

Klju~ne re~i: imunoenzimska - ELISA tehniha, laboratorijska dijagnos-
tika, veterinarska medicina

Krajem sedamdesetih godina pro{loga veka u laboratorijskoj dijag-
nostici oboljenja ljudi i `ivotinja, radi postavljanja rane i sigurne dijagnoze, koja bi
omogu}ila uspe{no le~enje i ograni~ila {irenje bolesti, intenzivno su se koristile
metode sa „obele`enim” antitelima ili antigenima. To su bile metode imunofluo-
rescencije i radioimunog testa. Navedene metode su se ~esto upotrebljavale za
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otkrivanje virusa u klini~kom materijalu (imunofluorescencija) ili za utvr|ivanje ek-
stremno niskih koncentracija hormona u telesnim te~nostima (radioimuni test).
Me|utim, ubrzo su uo~eni njihovi nedostaci. Imunofluorescentni test iziskuje
skupu opremu (fluorescentni mikroskop, kriotom), stru~njak sa iskustvom, a
o~itavanje rezultata je subjektivno. Radioimuni test je skup, zahteva posebne
uslove za izvo|enje, posebno obu~ene kadrove, a za izvo|enje testa upo-
trebljavaju se reagensi kratkog roka upotrebe koji potencijalno mogu da budu
{tetni za zdravlje.

Ova saznanja su bila povod za iznala`enje alternativnih „obele`iva~a”
antigena i antitela. Tako su Miles i Hales Š1¹ 1968. godine objavili mogu}nost da
enzim mo`e da se koristi umesto izotopa. Tri godine kasnije Van Weemen i
Schuurs Š2¹ i Engvall i Perlmann Š3¹ objavljuju nezavisno jedni od drugih detaljan
opis enzimskih imunotestova, koje su nazvali ELISA, {to predstavlja skra}enicu
po~etnih slova engleskih re~i „Enzime Linked Immunosorbent Assay”. ELISA teh-
nika objedinila je prednosti imunofluorescencije i radioimunog testa, a isklju~ila je
njihove nedostatke Š4¹. Pre svega, isklju~ena je subjektivnost. Reagensi koji se
koriste nisu skupi i stabilni su, a osetljivost je sli~na kao kod radioimunog testa.
Objavljena su mnogobrojna saop{tenja o ELISA tehnici u kojima je predo~en
zna~aj i ukazana je velika mogu}nost kombinacija komponenata ELISA tehnike
Š4, 5¹. ELISA tehnika, kao laboratorijsko-dijagnosti~ki postupak, stalno se usa-
vr{ava. Nedavno je kompanija „Bender Medsistems” iz Be~a predstavila novi ob-
lik ELISA tehnike, sa mnogo manje proceduralnih faza, koji je nazvan INSTANT
ELISA.

Cilj ovog saop{tenja je da se predstave i objasne metodolo{ki i
prakti~ni aspekti ELISA tehnike koji se primenjuju ili mogu da se primene u labora-
torijskoj dijagnostici veterinarske medicine.

Komponente ELISA tehnike / Components of the ELISA technique

U laboratorijskoj dijagnostici ELISA tehnika se koristi u obliku raznih
komercijalnih ELISA set kitova. Svaki ELISA set kit u osnovi ima komponente:

1. ^vrstu povr{inu,
2. Antigen ili antitelo vezano za ~vrstu povr{inu,
3. Uzorke pozitivne i negativne kontrole,
4. Konjugat,
5. Supstrat,
6. Te~nost za ispiranje,
7. Rastvor za zaustavljanje enzimske reakcije.
^vrsta povr{ina mo`e da bude u obliku diskova, zrna (perli), epruveta

i mikro plo~a, a mo`e da se napravi od vi{e raznih materijala kao {to su: celuloza,
unakrsno povezani dekstrani, poliakrilamidi, polipropileni, polivinili. Iskustvo je
pokazalo da je za izvo|enje ELISA tehnike najpogodniji oblik ~vrste povr{ine u
vidu mikro plo~e, posebno kada se obra|uje veliki broj uzoraka.
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Antigen ili antitelo, koji su putem pasivne adsorpcije vezani i prekri-
vaju „~vrstu povr{inu”, su poznati antigen ili poznata antitela. Pasivna adsorpcija
se naj~e{}e koristi za vezivanje antigena i antitela za ~vrstu povr{inu, mada mogu
da se koriste i drugi postupci. U pasivnoj adsorpciji antitela ili antigena, ukoliko je
on proteinske prirode, koristi se 0,5 M karbonatni pufer pH 9,6 uz dodatak Tweena
20, kojim se onemogu}ava nespecifi~na adsorpcija. Ovako pripremljena plo~a
mo`e da ostane aktivna vi{e meseci, ukoliko se ~uva u sredini bez prisustva vlage.

Uzorci pozitivne i negativne kontrole su poznati materijali, zavisno
od toga {ta se ispituje. Mogu da se razre|uju puferom koji ~esto sadr`i Tween 20.
Optimalno razre|enje i odgovaraju}e vreme inkubacije uzoraka utvr|uje se u fazi
standardizacije ELISA set kita.

Konjugat je antigen ili antitelo za koje je vezan jedan enzim. Kao en-
zimi naj~e{}e se koriste: alkalna fosfataza ili horsredi{ peroksidaza Š4¹. Danas se
za konjugat veoma ~esto koriste monoklonska antitela, {to ELISA tehnici po-
ve}ava osetljivost i specifi~nost Š6¹.

Supstrat je bezbojna i te~na supstancija, koja se oboji tako {to }e en-
zim da obavi destrukciju supstrata. Supstrat izbora za enzim alkalnu fosfatazu je
p-nitrofenil fosfat. Za enzim horsredi{ peroksidazu koriste se diaminobenzidin, 5-
aminosalicilna kiselina ili ortofenil diamin. Ortofenil diamin se pokazao kao veoma
dobar supstrat za potrebe visoko osetljivih imunoenzimskih reakcija, me|utim,
utvr|eno je da je fotosenzitivan i da ima mutagena svojstva.

Te~nost za pranje je naj~e{}e fosfatni puferisani rastvor koji sadr`i i
Tween 20. Ova te~nost se koristi za pranje ~vrste povr{ine posle vezivanja anti-
gena ili antitela u fazi proizvodnje ELISA set kitova, zatim posle inkubacije uzoraka
koji se ispituju i posle inkubacije konjugata. Pranjem ~vrste povr{ine elimini{e se
sve {to se nije u imuno- hemijskoj reakciji vezalo, a sprovodi se tri puta u trajanju
od po 3 do 5 minuta.

Rastvor za zaustavljanje enzimske reakcije (stop-rastvor) ELISA

testa je jaka kiselina ili jaka baza, kojom se naru{ava pH vrednost i zaustavlja
hemijska reakcija u testu.

Princip ELISA tehnike / Principle of the ELISA techique

Osnovna namena ELISA tehnike je otkrivanje solubilnih antigena i an-
titela u telesnim te~nostima i tkivima `ivotinja i ljudi Š5¹. U zavisnosti od namene
ELISA tehnika mo`e da bude: direktna ili sendvi~ ili ELISA tehnika koja koristi dva
puta antitelo (The double antibody ELISA), zatim kompetitivna ili blokiraju}a ELISA

tehnika i inhibiciona ELISA tehnika Š5¹. Navedeni oblici ELISA tehnike koriste se za
otkrivanje antigena. Za otkrivanje antitela ELISA tehnika mo`e da bude direktna
kompetitivna ili blokiraju}a i indirektna ELISA tehnika. U osnovi ELISA tehnike pos-
toje dve reakcije: imunolo{ka i hemijska. Imunolo{ku reakciju predstavlja reakcija
antigena i antitela i ona se ne vidi, a reakcija enzima i supstrata predstavlja
hemijsku reakciju, pri ~emu se bezbojni supstrat oboji i reakciju na~ini vidljivom
Š3¹.
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Metodolo{ki aspekti ELISA tehnike za dokazivanje antigena /

Methodological aspects of the ELISA technique for detecting antigens

1. Direktna „sendvi~” ili The double antibody sandwich ELISA /
1. The direct „sandwich” or the double antibody sandwich ELISA

Metodolo{ki posmatrano kod ovog oblika ELISA tehnike poznato spe-
cifi~no antitelo je vezano za dno udubljenja mikro plo~e. Za njega }e se vezati an-
tigen iz materijala koji se ispituje, ukoliko je prisutan. Posle ispiranja dodaje se
konjugat koga ~ine specifi~na antitela za ispituju}i antigen „obele`ena” enzimom.
Ova antitela se vezuju za antigen, ukoliko se on u prethodnoj fazi vezao za plo~u i
nije ispran. Enzim tada stupa u reakciju sa supstratom i pojavljuje se boja. Pojava
boje ozna~ava pozitivan nalaz, a intenzitet boje je proporcionalan koli~ini prisut-
nog antigena u materijalu koji se ispituje Š5¹.

2. Kompetitivna (takmi~arska) ili blokiraju}a ELISA tehnika /
2. The competitive or blocking ELISA technique

U ovom obliku ELISA tehnike, poznato specifi~no antitelo vezano je za
dno udubljenja mikro plo~e. U udubljenje mikro plo~e dodaje se materijal koji se
ispituje, a zatim konjugat koga ~ini poznati antigen „obele`en” enzimom. Nadme-
tanje, odnosno takmi~enje koje se obavlja izme|u antigena iz materijala koji se
ispituje i obele`enog antigena za specifi~no antitelo vezano u mikro plo~i pred-
stavlja su{tinu ove metode. Svakako da prednost ima antigen iz materijala koji se
ispituje, ukoliko ga u njemu ima, jer se prvi dodaje. Antigen }e se vezati za antitelo
u mikro plo~i i onemogu}iti vezivanje antigena „obele`enog” enzimom koji }e se
ispiranjem odstraniti Š7¹. Ispiranjem konjugata, odnosno antigena „obele`enog”
enzimom, supstrat }e ostati nepromenjen, odnosno bezbojan i reakcija se ne}e
zavr{iti pojavom boje. Prema tome, izostanak boje ozna~ava pozitivan nalaz.
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Šematski prikaz direktne "sendviè" ELISA tehnike za dokazivanje antigena

BOJA

POZNATO SPECIFI^NO ANTITELO
VEZANO ZA UDUBLJENJE MIKRO PLO^E

ANTITELO „OBELE@ENO” ENZIMOM

ANTIGEN ISPITUJU]EG MATERIJAL

Slika 1. Shematski prikaz direktne „sendvi~” ELISA tehnike /
Figure 1. Schematic presentation of direct „sandwich” ELISA technique for detecting antigens



3. Inhibiciona ELISA tehnika /
3. The inhibitory ELISA technique

U ovoj tehnici, poznati antigen je vezan za dno udubljenja mikro plo~e.
Prilikom izvo|enja reakcije prvo se dodaje materijal koji se ispituje, a zatim konju-
gat koga ~ine specifi~na antitela za antigen vezan za dno udubljenja mikro plo~e
„obele`na” enzimom. Ova, „obele`ena” antitela }e pre reagovati sa antigenom iz
materijala koji se ispituje, ukoliko ga u njemu ima i ukoliko su specifi~na, jer }e se
sa njime pre „sresti”, nego sa antigenom koji je vezan u dno udubljenja mikro
plo~e. Prilikom ispiranja, imuni kompleks, antigen iz materijala koji se ipituje i an-
titela „obele`ena” enzimom, bi}e odstranjen, a supstrat }e ostati nepromenjen,
odnosno izosta}e pojava boje. Prema tome, izostanak boje u ovoj reakciji ukazuje
da je u materijalu koji se ispituje postojao tra`eni antigen i reakcija se ozna~ava
pozitivnom.
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Šematski prikaz kompetitivne ELISA tehnike za dokazivanje antigena

ANTIGEN „OBELE@EN” ENZIMOM

Slika 2. Shematski prikaz kompetitivne ELISA tehnike za dokazivanje antigena /
Figure 2. Schematic presentation of competitive ELISA technique for detecting antigens

EE

ANTIGEN IZ ISPITUJU]EG MATERIJALA

SPECIFI^NO ANTITELO
„OBELE@ENO” ENZIMOM

POZNATO SPECIFI^NO ANTITELO
VEZANO ZA UDUBLJENJE MIKRO PLO^E

ANTIGEN IZ ISPITUJU]EG MATERIJALA

POZNATI ANTIGEN VEZAN ZA
UDUBLJENJE MIKRO PLO^E

Slika 3. Shematski prikaz inhibicione ELISA tehnike za dokazivanje antigena /
Figure 3. Schematic presentation of inhibitory ELISA technique for detecting antigens



Metodolo{ki aspekti ELISA tehnike za dokazivanje antitela /
Methodological aspects of the ELISA technique for detecting antibodies

1. Direktna kompetitivna ili blokiraju}a ELISA tehnika /
1. The direct competitive or blocking ELISA technique

Kod ovog oblika ELISA tehnike, poznati antigen je vezan za dno udub-
ljenja mikro plo~e. Ispituju}i materijal, naj~e{}e krvni serum, koji mo`e i da se
razre|uje, prvo se dodaje u udubljenja mikro plo~e, a zatim konjugat, koji pred-
stavlja specifi~na antitela za vezani antigen „obele`ena” enzimom. Antitela iz ma-
terijala koji se ispituje, ukoliko su specifi~na, veza}e se za antigen koji je adsorbo-
van u udubljenju mikro plo~e i onemogu}i}e vezivanje konjugata, odnosno an-
titela „obele`enih” enzimom. Na taj na~in se odvija nadmetanje, kompeticija an-
titela iz materijala koji se ipituje i „obele`enih” antitela iz konjugata. Ispiranjem
mikro plo~e odstrani}e se konjugat, odnosno enzimom „obele`ena” antitela, pa
}e supstrat ostati nepromenjen, odnosno u reakciji se ne}e razviti boja. Prema
tome, izostanak boje ukazuje da je u materijalu koji se ispituje bilo antitela, a reak-
cija se ozna~ava pozitivnom.

2. Indirektna ELISA tehnika /
2. The indirect ELISA technique

U ovoj metodi kao konjugat koriste se anti imunoglobulini, naj~e{}e
anti IgG one `ivotinjske vrste ~iji serum se ispituje, ili monoklonska antitela
„obele`ena” enzimom. Na primer, ukoliko se obavlja ispitivanje krvnih seruma
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Slika 4. Shematski prikaz izvo|enja i dobijenog rezultata direktne kompetitivne ELISA
tehnike

Figure 4. Schematic presentation of realization and results obtained from direct competitive ELISA
technique



goveda onda konjugat predstavlja anti gove|i IgG ili monoklonska antitela za Fc
fragment IgG goveda „obele`ena” enzimom. U udubljenju mikro plo~e vezan je
poznati antigen. U udubljenje mikro plo~e dodaje se serum koji se ispituje, koji
mo`e da se razre|uje. Zatim se obavlja ispiranje i dodaje se konjugat. Ukoliko je u
ispituju}em serumu bilo specifi~nih antitela ona }e se vezati za antigen iz plo~e,
nasta}e stabilni imuni kompleks na koji }e se vezati konjugat. Dakle, enzim je
uklju~en u reakciju i obavi}e destrukciju supstrata, odnosno pojavi}e se boja.
Prema tome, pojava boje ukazuje da je u serumu koji se ispituje bilo specifi~nih
antitela i reakcija se ozna~ava pozitivnom, a intenzitet boje je proporcionalan kon-
centraciji antitela u serumu koji se ispituje Š5¹.

Usavr{avaju}i ELISA tehniku kompanija „Bender Medsistems” iz Be~a
je nedavno objavila da su proizveli mnogo jednostavniji, sa manje proceduralnih
faza i precizniji test od ELISA tehnike, kojeg su nazvali INSTANT ELISA. Ovaj test
uklju~uje 4 proceduralne faze, jedno ispiranje i jedan inkubacioni period, od-
nosno sastoji se u slede}em:

1. U dno udubljenja mikro plo~e dehidrirane su slede}e komponente:
monoklonsko antitelo, antigen, Biotin konjugat, Streptavidin-HRP.

2. Pomente komponente se rehidriraju dodavanjem uzorka, a zatim se
obavlja inkubiranje.
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Slika 5. Shematski prikaz izvo|enja i dobijenog rezultata indirektne ELISA tehnike
Figure 5. Schematic presentation of realization and results obtained from indirect ELISA technique



3. Posle pranja dodaje se supstrat, reakcija se zaustavlja i na kraju se
o~itavaju rezultati.

Upotreba ELISA tehnike u veterinarskoj medicini /

Use of the ELISA technique in veterinary medicine

ELISA tehnika je na{la vi{estruku primenu u veterinarskoj medicini,
posebno u laboratorijskoj dijagnostici zaraznih bolesti. Danas je nezamisliva di-
jagnostika, na primer, enzootske leukoze goveda, bez upotrebe ELISA tehnike.
Carlson i sar. Š8¹ prvi su ELISA tehnikom ustanovili antitela za „O” antigen bakterije
Salmonella. Ova tehnika je kori{}ena i za otkrivanje antitela protiv E. coli Š9¹,
Brucella Š10¹ i drugih. Me|utim, ELISA tehnika je svoju primenu najvi{e na{la u di-
jagnostici zaraznih bolesti virusne etiologije Š11, 12¹. Bolesti kao {to su: enzoot-
ska leukoza goveda, infektivni bovini rinotraheitis, virusna bovina dijareja, slinavka
i {ap, bolest plavog jezika, rinopneumonitis konja, virusni arteritis konja, infektivna
anemija kopitara, Aujeskijeva bolest svinja, parvoviroza svinja, klasi~na kuga
svinja, transmisibilni gastroenteritis svinja, reproduktivni i respiratorni sindrom
svinja, cirkovirusne infekcije svinja, atipi~na kuga `ivine, Gumboro bolest, infek-
tivni bronhitis `ivine, avijarni encefalomijelitis `ivine, laringotraheitis `ivine, virusna
anemija pili}a, infekcije mikoplazmama, prole}na viremija {arana i druge bolesti,
danas se veoma uspe{no dijagnostikuju ELISA tehnikom Š13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20¹. Serolo{ka dijagnostika trihineloze svinja ELISA tehnikom Š21¹ pokazala se
veoma uspe{nom, ali i dijagnostika drugih parazitoza kao {to je {istosomijaza, se-
rotipizacija uzro~nika malarije, kao i dijagnostika toksoplazmoze Š22, 23¹. Danas
se ELISA tehnikom mogu da utvrde vrlo niske koncentracije mikotoksina ili prote-
ina gove|eg porekla u raznim hranivima. U endokrinologiji, Van Weemen i
Schuurs Š24¹ u svojim studijama su uspe{no koristili ELISA tehniku za merenje
gonadotropina, luteiniziraju}eg hormona i estrogena. Miedema i sar. Š9¹ koriste
ELISA tehniku za utvr|ivanje koncentracije insulina. U imunopatologiji Engvall i
Perlmann Š3¹ prvi su koristili i opisali ELISA tehniku za merenje IgG klase kod
kuni}a, a Hoffman je merio IgE klase Š9¹. Pesce i sar. Š9¹ koristili su ELISA tehniku
za merenje DNA antitela kod oboljenja lupus eritematozus, a Maiolini i Masseyeff
Š9¹ kvantificirali su alfafetoprotein. U hematologiji ELISA tehnikom su uspe{no
merena specifi~na antitela za antigene eritrocita Š9¹, zatim antigen srodan faktoru
VIII u plazmi. Preliminarnim ispitivanjima utvr|eno je da se ELISA tehnikom mogu
da mere produkti nastali degradacijom fibrina. Intenzivna primena, kao i stalno
unapre|enje sigurno }e omogu}iti jo{ {iru primenu ELISA tehnike u mnogim dis-
ciplinama veterinarske medicine.

1. Miles L. E. M., Holes C. N.: Nature 219, 186-188, 1968. - 2. Van Weemen B.
K., Schuurs A. H. W. M.: FEBS Letters 15, 232-236, 1971. - 3. Engvall E., Perlman P.: Immu-
nochemistry 8, 871-874, 1971. - 4. Mihajlovi} B.: Priru~nik za laboratorijsku dijagnostiku,
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IMMUNOENZYME – ELISA DIAGNOSTICS IN VETERINARY MEDICINE

S. \uri{i}, S. Lazi}, T. Petrovi}, Sara Savi}-Jev|eni}, Diana Lupulovi}

The ELISA technique is one of the most commonly used laboratory-diagno-
stical methods for diagnosing many infective diseases in humans and animals today. Due
to its high specificity and sensitivity this technique is considered a method of choice in di-
agnosing many viral diseases. The phases and components of the ELISA technique are
constantly improved because of its mass use, as well as the high demands of laboratory di-
agnostics. Therefore, it is necessary to continually inform the expert public of all the innova-
tions, forms and possibilities of the ELISA technique.

This paper describes the factors that caused the genesis of the ELISA tech-
nique and shows its forms. The methodological and practical aspects of the ELISA tech-
nique, when applied in laboratory diagnostics of veterinary medicine, are also presented.

Key words: immunoenzyme - ELISA technique, laboratory diagnostics, veterinary medicine
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IMMUNOÏNZIMNAÂ - ELISA DIAGNOSTIKA V VETERINARNOY MEDICINÀ

S. D`uri{i~, S. Lazi~, T. Petrovi~, Sara Savi~-Evd`eni~, Diana Lupulovi~

ELISA tehnika v nasto®Èee vrem® odna iz ~aÈe vsego polÝzovannìh
laboratorno-diagnosti~eskih metodov v postupkah diagnosticirovani® mnogih in-
fekcionnìh zabolevaniy lÓdey i `ivotnìh. Blagodar® vìsokoy specifi~nosti i
~uvstvitelÝnosti Ìta tehnika s~itaets® metodom vìbora v postupkah diagnostici-
rovani® mnogih virusnìh zabolevaniy. Massovoe upotreblenie ELISA tehniki,
slovno i bolÝ{ie trebovani® laboratornoy diagnostiki obuslovlivaÓt po-
sto®nnoe usover{enstvovanie vseh eë faz i komponentov. Soglasno Ìtomu, neobho-
dimo, ~to specialÝna® obÈestvennosÝ neprerìvno znakomits® so vsemi novinka-
mi, formami i vozmo`nost®mi ELSA tehniki.

V rabote opisanì faktorì, kotorìe obuslovili vozniknovenie ELISA
tehniki i pokazanì eë formì. Tak`e, predstavlenì metodologi~eskie i prak-
ti~eskie aspektì ELISA tehniki, kogda primen®ets® v laboratornoy diagnostike
veterinarnoy medicinì.

KlÓ~evìe slova: immunoÌnzimna® ELISA tehnika, laboratorna® diagnostika,
veterinarna® medicina
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UDK 619:618.39:616.9:636.4

INFEKTIVNI ABORTUSI SVINJA*

INFECTIOUS ABORTIONS IN SWINE

Slobodanka Vakanjac, Sonja Obrenovi}, T. Petrujki}, \. Dobri}**

Abortusi svinja mogu da budu izazvani infektivnim ili neinfektivnim

uzro~nicima. Od svih ispitivanih poba~aja kod svinja oko 38 posto di-

jagnostikovanih poba~aja izazvano je infektivnim agensima. Posledice

infekcije mogu da se jave kao rana embrionalna uginu}a ili kao po-

ba~aji koji se javljaju posle ~etrdesetog dana od koncepcije.

Me|u uzro~nicima abortusa su razli~ite vrste virusa (parvovirusi,

enterovirusi, pseudorabijes virusi, PRRS) i bakterija (Brucella, Lepto-

spira i druge). Za terapiju i prevenciju abortusa svinja veoma je va`na

ta~na dijagnostika, kao i mere koje mogu da se preduzmu da ne do|e

do reproduktivnih poreme}aja svinja.

Klju~ne re~i: svinja, infektivni abortusi

Abortusi svinja mogu da budu prouzrokovani infektivnim ili neinfektiv-
nim agensima. Od svih ispitanih poba~aja kod svinja oko 38 posto je bilo uzroko-
vano infektivnim agensima. U intenzivnom uzgoju svinja, prihvatljivi gubitak je oko
2 posto poba~aja razli~ite etiologije.Ve}i broj oboljenja uzrokovanih virusima i
bakterijama mo`e da izazove uginu}a i poba~aje. Ako je infekcija nastala 35. dana
gestacije, fetus }e biti resorbovan. Mumifikacija ploda nastaje ako infekcija nasta-
je u periodu od 35. do 70. dana gestacije. Ra|anje slabo vitalne ili mrtvoro|ene
prasadi, kao i kasni abortusi doga|aju se ako infekcija nastaje posle 70. dana
gestacije. Abortusi, sterilitet i reproduktivni poreme}aji naj~e{}e su uzrokovani vi-
rusima i bakterijama. U ovom radu }emo ukratko dati osnovne podatke o
naj~e{}im infekcijama virusne i bakterijske etiologije, koje uzrokuju reproduktivne
poreme}aje i abortuse kod svinja.
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Parvovirusna infekcija / Parvoviral infections

Etiologija / Etiology

Uzro~nik parvovirusnih infekcija je parvovirus (porcine parvovirus,

PPV) koji je {iroko rasprostranjen u svetu i u nekim delovima sveta uzrokuje, ~ak i
do 99 posto infekcija svinja ŠHogg, 1997¹. Ovaj virus se na farme unosi kupovinom
inficiranih plotkinja i nerastova, koji mogu da izlu~uju virus fecesom, urinom (u
toku 14 dana) i nosnim sekretom, a nerastovi i spermom do 21. dana posle infek-
cije. Infekcija se {iri direktnim kontaktom, a zatim kontaminisanom hranom,
vodom i predmetima.

Klini~ka slika / Clinical picture

Parvovirus svinja je ubikvitaran i ima ga u populacijama svinja {irom
sveta. Svinja je jedini prirodni doma}in za PPV; patogenost ispoljava kod neimu-
nih gravidnih svinja, deluju}i destruktivno na blastocite, embrione i fetuse, a tok i
ishod infekcije zavise od imunolo{kog statusa plotkinja i stadijuma graviditeta u
momentu inficiranja. Kod imunih gravidnih svinja, kao i kod neimunih plotkinja po-
sle 70. dana graviditeta virus PPV ne izaziva reproduktivne poreme}aje, zato {to u
tom periodu fetusi po~inju da budu imunokompetentni prema virusu PPV, razvi-
jaju}i sopstveni imuni odgovor koji ih {titi od infekcije. PPV virus prvenstveno
uzrokuje reproduktivne poreme}aje kod svinja, koje karakteri{u infekcija embri-
ona i njihovo uginu}e. Infekcija izazvana parvovirusima, uglavnom, proti~e bez
klini~kih manifestacija kod suprasnih krma~a.

Parvovirus prolazi kroz placentu i o{te}uje fetus, odnosno, uzrokuje
uginu}e embriona i fetusa. ^esto se kod nazimica na|e po nekoliko mumificiranih
plodova, kao posledica inficiranja ovim virusom. Sterilitet, mrtvoro|ena prasad,
slabo vitalna prasad (pojava tremora) i embrionalna uginu}a ~esto se na|u kod
parvovirusne infekcije, dok su abortusi, u kasnom stadijumu graviditeta, retki.

Dijagnoza / Diagnosis

Dijagnoza se postavlja na osnovu epizootiolo{ke anamneze, klini~ke
slike, patolo{ko-morfolo{kog nalaza i laboratorijskim metodama. Na laborato-
rijska ispitivanja {alje se nekoliko mumificiranih fetusa (veli~ine od 10 do 16 cm).
Ne preporu~uje se da se po{alju ve}i poba~eni plodovi, osim ako nisu jedini
dostupni uzorci. Na pregled mogu da se po{alju i uterus i ostaci fetalnog tkiva (po-
sle uginu}a i prinudnog klanja). Da bi se postavila definitivna dijagnoza treba da
se izoluju i identifikuju uzro~nici. Izolovanje virusa na kulturi tkiva je manje po-
godno kao rutinska dijagnosti~ka metoda. Postupak je dugotrajan, a mogu}nost
kontaminacije je velika. Za identifikaciju fetalnog antigena naj~e{}e se koristi imu-
nofluorescencija (IF), zato {to je dostupna i osetljiva metoda, zatim se koristi he-
maglutinacija (aglutiniraju}a sposobnost virusa prema eritrocitima zamorca).
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Kada serum nije dostupan, za dokazivanje antitela mogu da se koriste telesne
te~nosti fetusa ili njihova creva.

Terapija i profilaksa / Therapy and prophylaxis

Etiolo{ka terapija parvovirusnih infekcija ne postoji. S obzirom da in-
fekcija nastaje, naj~e{}e, pri prvom osemenjavanju ili graviditetu, program vakci-
nacije treba da ima za cilj da nazimice i nerastovi steknu imunitet pre nego {to se
uvedu u priplod. Na farmama koje imaju problema sa PPV - infekcijama sprovodi
se vakcinacija inaktivisanom vakcinom 3 do 6 sedmica pre prvog pripusta. Nera-
stove bi trebalo vakcinisati svakih 6 meseci, a prvu vakcinu treba da dobiju pre
prvog pripusta. Imunitet kod vakcinisanih jediniki je zadovoljavaju}i.

Enterovirusne infekcije / Enteroviral infections

Etiologija / Etiology

Uzro~nik enterovirusnih infekcija je jedan od deset serotipova entero-
virusa (porcine enterovirus) – familija Picornaviridae – rod enterovirus.

Klini~ka slika / Clinical picture

Klini~ka slika enterovirusnih infekcija je sli~na onoj kod parvovirusnih
infekcija, zato {to oba uzro~nika pripadaju grupi SMEDI virusa. Termin SMEDI sin-
drom (Stillbirt, Mumification, Embryonic Death, and Infertily – prerano ro|eni, mu-
mificirani plodovi, embrionalna uginu}a, sterilitet) opisan je jo{ 1966. godine i
obuhvatao je grupu reproduktivnih poreme}aja kao {to su abortusi, mrtvoro|ena
prasad, mumificirani plodovi, uginu}a embriona, {to su zajedni~ki klini~ki simp-
tomi za ve}inu virusnih infekcija. Infekcija nastaje u prvim danima gestacije. Posle
4 do 6 sedmica suprasnosti fetusi se te`e inficiraju. Simptomi infekcije se ~esto
uo~avaju posle poro|aja: mala legla (1-4 praseta), ra|anje mrtve, `ive i bolesne ili
klini~ki zdrave prasadi. Prilikom uginu}a fetusa naj~e{}e se graviditet prolongira
za jednu sedmicu, mesec dana ili du`e. Ukoliko je u uterusu preostao bar jedan
`ivi plod, poro|aj dolazi u o~ekivanom terminu. Nalaz mumificiranih plodova uka-
zuje na to da su oni uginuli u periodu izme|u 40. i 65. dana intrauterinog `ivota.
Patolo{ki procesi koji nastaju na endometrijumu i jajnicima ostavljaju posledice
na reproduktivne sposobnosti svinja. Klini~ki zdrava prasad, kada dostignu polnu
zrelost predstavljaju veliki rizik za {irenje infekcije. Kod enterovirusnih infekcija,
osim SMEDI - sindroma, u klini~koj slici mogu da se ispolje simptomi encefalo-
mijelitisa, pneumonije i dijareje.

Dijagnoza / Diagnosis

Dijagnoza se postavlja na osnovu epizootiolo{ke anamneze, klini~ke
slike, patolo{ko-morfolo{kog nalaza i laboratorijskim metodama. U laboratoriji se
radi izolovanje i identifikacija virusa iz mumificiranih plodova, placente i plu}a, kao
i primena serolo{kih testova, pri ~emu se kao materijal koristi transudat trbu{ne i
grudne duplje.
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Terapija i profilaksa / Therapy and prophylaxis

Etiolo{ka terapija enterovirusnih infekcija ne postoji. Za preveniranje
ove bolesti vodi se ra~una o higijeni podova, uklanjanju fecesa, a novonabavljena
grla ne treba da se me{aju sa ve} prisutnim grlima. Vakcinacija se, za sada, ne
sprovodi, mada postoji mogu}nost ve{ta~kog imunizovanja koje podrazumeva
kontakt nazimica, krma~a i nerastova sa fecesom, plodovim ovojnicama ili po-
ba~enim fetusima inficiranih `ivotinja i to najmanje tri sedmice pre pripusta da bi
se postigla adekvatna imunolo{ka za{tita.

Pseudorabijes (PRV, Morbus Aujeszky)

Etiologija / Etiology

Morbus Aujeszky je akutna infektivna bolest mnogih doma}ih i divljih
`ivotinja, koja se masovno javlja jedino kod svinja, dok se kod drugih vrsta javlja,
uglavnom, sporadi~no. Uzro~nik PRV pripada herpesvirusima (herpes virus 1).
Smatra se da je oko 10 posto ukupnog fonda svinja inficirano ovim virusom. Infek-
cija nastaje aerogenim putem.

Klini~ka slika / Clinical picture

Klini~ka slika ovog oboljenja je specifi~na i u njoj dominiraju salivacija,
apatija, visoka telesna temperatura pojava konvulzija, saplitanje o prepreke i
manje`no kretanje. Mogu da se jave i simptomi pneumonije sa blagim ka{ljem, ar-
tritisi i prolivi, kod gravidnih krma~a ~est je poba~aj i ra|aju se mrtva i avitalna
prasad. U uterusu virus se {iri alantoisnom te~no{}u. Time mo`e da se objasni
nala`enje `ivih i mrtvih plodova u uterusu. Inficirane krma~e u stadijumu viremije,
virus izlu~uju mlekom, pa se prasad mogu da inficiraju i na taj na~in. Posle infek-
cije svinje su nosioci virusa i do 6 meseci. Gravidne `ivotinje pobace ako je infek-
cija nastala u kasnom graviditetu ili dolazi do resorpcije ploda ako je infekcija
nastupila u ranom gestacionom periodu. Mo`e da se javi i maceracija ploda, a
mogu da se ra|aju i mrtvi plodovi.

Dijagnoza / Diagnosis

Definitivna dijagnoza se postavlja izolovanjem i identifikacijom virusa,
kao i dokazom specifi~nih antitela u serumu inficirane `ivotinje. Radi izolovanja vi-
rusa na pregled treba da se po{alju mozak, tonzile i nazofaringealna sluz. U labo-
ratorijskoj dijagnostici mogu da se koriste i imunofluorescencija, imunoperoksi-
dazni test i metoda neutralizacije specifi~nim antiserumom. Za utvr|ivanje prisu-
stva specifi~nih antitela mogu se koristiti virusneutralizacioni testovi (VNT), ELISA

test i lateks-aglutinacija. Diferencijalno-dijagnosti~ki treba da se uzmu u obzir i
druge bolesti svinja, kod kojih se ispoljavaju nervni simptomi.

76

Vet. glasnik 57 (1 - 2) 73 - 86 (2003) Slobodanka Vakanjac i sar.: Infektivni abortusi svinja



Terapija i profilaksa / Therapy and prophylaxis

Etiolo{ka terapija ne postoji. Za spre~avanje ove bolesti preporu~uje
se vakcinacija atenuiranom vakcinom svakih 6 meseci, odnosno 3 do 4 sedmice
pre pra{enja krma~a.

Klasi~na kuga svinja (Hog Cholera, Classical swine fever)

Etilogija / Etiology

Klasi~na kuga svinja je infektivna bolest uzrokovana virusom iz familije
Togaviridae, rod pestivirus. Infekcija nastaje alimentarno, aerogeno preko ozleda
na ko`i i preko konjunktiva.

Klini~ka slika / Clinical picture

Tipi~ni oblik klasi~ne kuge svinja (KKS) u perakutnom toku ispoljava
se naj~e{}e visokom temperaturom, tahikardijom, tahipnejom i letalnim ishodom.
Akutni tok karakteri{u postepeni rast telesne temperature, pojava prvo opstipa-
cije, a zatim profuzanog proliva.

U klini~koj slici dominiraju simptomi: inapetencija, visoka telesna tem-
peratura (41,5° C), letargija, konjunktivitis, cijanoza ko`e abdomena i zano{enje
zadnjeg dela tela. Ako je krma~a gravidna javljaju se abortusi i mumifikacija ploda,
ra|aju se mrtva prasad ili slabo vitalna prasad. Subakutni tok je sli~an akutnom,
ali su simptomi slabije izra`eni. U hroni~nom toku bolesti mogu da se pojave veru-
kozni endokarditis, artritisi i nekroza ko`e.

Dijagnoza / Diagnosis

Sumnja na klasi~nu kugu svinja se postavlja na osnovu etiolo{ke
anamneze, patolo{ko-morfolo{kog nalaza i klini~ke slike. Definitivna dijagnoza se
postavlja u laboratoriji izolovanjem i identifikovanjem uzro~nika. Za izolovanje i
identifikaciju virusa na pregled se {alju: slezina, tonzile, limfni ~vorovi i bubrezi.
Izolovanje virusa se radi na kulturi tkiva, a identifikacija pomo}u tehnike fluores-
centnih tela (TFA) i agar-gel-imunodifuzionog testa (AGID).

Za detekciju specifi~nih antitela, postoji veliki broj testova: reakcija
vezivanja komplementa (RVK), neutralizacioni test (SN test), ELISA test (koji uz
upotrebu monoklonskih antitela, omogu}uje razlikovanje vakcinalnih i terenskih
sojeva virusa, kao i razlikovanje virusa KKS od drugih pestivirusa). U dijagnostici
KKS mo`e da se koristi i biolo{ki ogled na prasadi.

Terapija i profilaksa / Therapy and prophilaxis

Etiolo{ka terapija ne postoji. Radi eradikacije ove bolesti sprovodi se
„stamping out” metoda. Profilaksa obuhvata primenu op{tih veterinarsko-sanita-
rnih mera, kao i specifi~nu imunoprofilaksu. Za imunoprofilaksu se koristi atenui-
rana vakcina (CHINA-soj). Mogu da se vakcini{u plotkinje 15 do 20 dana pre
pripusta i od 80. do 100. dana graviditeta. Prasad koja poti~u od vakcinisanih
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krma~a treba vakcinisati u uzrastu od 45. do 50. dana, a revakcinisati u uzrastu od
90 do 95 dana.

PRRS (Porcine reproductive and respiratory syndrome)

Etilogija / Etiology

Uzro~nik je Lelystad ili PRRS virus. Danas u svetu postoje dva tipa
PRRS-virus evropski i ameri~ki tip. Ovaj virus ima prvenstveno afinitet za alveo-
larne makrofage.

Klini~ka slika / Clinical picture

Krajem osamdesetih godina pojavio se kod gravidnih krma~a veliki
procenat abortusa, mrtvoro|ene prasadi, kao i mumificiranih plodova. Reproduk-
tivni i respiratorni sindrom svinja karakteri{u reproduktivni poreme}aji svinja i res-
piratorne smetnje kod prasadi. Reproduktivni poreme}aji se ispoljavaju abortu-
sima i ra|anjem slabo vitalne prasadi, kod kojih se posle ro|enja javljaju respira-
torni poreme}aji (intersticijalna pneumonija) i sekundarne infekcije.

Dijagnoza / Diagnosis

Laboratorijska dijagnostika se bazira na izolovanju virusa iz ascitne
te~nosti ili razli~itih organa (plu}a, srce, tonzile i slezina) koji poti~u od `ive i
mrtvoro|ene prasadi. Kod prasadi na sisi, zalu~ene i tovne prasadi plu}a su
najpogodnija za izolovanje virusa. Virus se te{ko izoluje iz mumificiranih fetusa. Za
njegovo izolovanje koristi se kultura tkiva alveolarnih makrofaga, a identifikacija se
radi primenom odgovaraju}eg antiseruma. Od serolo{kih metoda koriste se
ELISA, virusneutralizacioni test, imunofluorescencija i imunoperoksidazni test.

Terapija i profilaksa / Therapy and prophilaxis

Etiolo{ka terapija ne postoji, a primenjuje se potporna terapija antibi-
oticima da bi se spre~ile sekundarne infekcije. Za imunoprofilaksu se koristi
atenuirana vakcina koja se daje u uzrastu od 3 do 18 sedmica. Radi spre~avanja
{irenja ove bolesti va`nu ulogu imaju izolacija obolelih `ivotinja i karantin novona-
bavljenih grla, kao i kontrola kretanja i prometa `ivotinja (uvoz, prodaja i sli~no) i
druge op{te veterinarsko-sanitarne mere.

Influenca svinja / Porcine influenza

Etiologija / Etiology

Uzro~nik influence svinja je virus iz familije ortomyxoviridae (tip A).
Pored svinja mogu da obole psi, goveda i ~ovek (antropozoonoza).

Klini~ka slika / Clinical picture

U klini~koj slici dominiraju simptomi karakteristi~ni za oboljenja respi-
ratornog sistema: zapaljenje plu}a, spazmati~ni ka{alj, visoka telesna tempera-
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tura od 40 do 41,5°C i potpuni gubitak apetita. Reproduktivni poreme}aji su retki
kod influence, ali mo`e da do|e do poba~aja u kasnom graviditetu, kao i re-
sorpcije ploda u ranoj embrionalnoj fazi. Prasad prebolelih krma~a sti~e imunitet
preko kolostruma, koji traje do tri meseca.

Dijagnoza / Diagnosis

Sumnja na influencu se postavlja na osnovu klini~ke slike, a dijagnoza
izolovanjem i identifikacijom virusa. Na pregled treba da se po{alju promenjeni
delovi plu}a, a od `ive `ivotinje se {alje krv. Za izolovanje se koriste embrionirana
jaja. Virusni antigen mo`e da se detektuje imunofluorescencijom i ELISA testom.

Terapija i profilaksa / Therapy and prophylaxis

Etiolo{ka terapija ne postoji. Za profilaksu se preporu~uje upotreba
antibiotika za spre~avanje sekundarnih bakterijskih infekcija. Nema zadovolja-
vaju}ih vakcina, pa osnovno te`i{te treba da se stavi na pobolj{anje uslova
dr`anja i ishrane.

Encefalomiokarditis svinja (EMCV)

Etiologija / Etiology

Uzro~nik ove bolesti pripada grupi picornaviridae, rod enterovirus.
Pored svinja mogu da obole i ljudi. U prirodi, virus se odr`ava u organizmu glo-
dara koji ga izlu~uju fecesom. Inficiranje nastaje, naj~e{}e, uno{enjem zaga|ene
hrane i vode. Mogu}e je transplacentarno preno{enje virusa.

Klini~ka slika / Clinical picture

Virus EMCV mo`e da uzrokuje poba~aje, ra|anje slabo vitalne pra-
sadi, mumificiranih i maceriranih plodova. Uzrokuje o{te}enje sr~anog mi{i}a,
kao i iznenadna uginu}a prasadi u uzrastu od 21 dana, kao i onih u uzrastu do
godinu dana `ivota. Kod obolelih jedinki mo`e da se javi visoka temperatura
(41°C), teturanje i ote`ano disanje.

Dijagnoza / Diagnosis

Definitivna dijagnoza se postavlja u laboratoriji izolovanjem i identi-
fikacijom virusa iz miokarda, slezine, jetre i mezenterijalnih limfnih ~vorova.
Uzro~nik se umno`ava na kulturi mi{ijih fetalnih fibroblasta, uz pojavu citopatoge-
nog efekta (CPE). Od serolo{kih metoda koriste se virusneutralizacioni test (VN) i
hemaaglutacioni test (HA).

Terapija i profilaksa / Therapy and prophylaxis

Etiolo{ka terapija ne postoji. Osnovna veterinarsko-sanitarna mera je
deratizacija farmi.
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Bruceloza (Brucellosis)

Etiologija / Etiology

Bruceloza je infektivna bolest prouzrokovana bakterijom Brucella

suis. Infekcija nastaje direktnim kontaktom, alimentarno, odnosno preko genital-
nog i respiratornog trakta.

Klini~ka slika / Clinical picture

U klini~koj slici bruceloze dominira abortus koji mo`e da se javi u
svakom periodu graviditeta, kao i jednostrani ili obostrani orhitis. Infekcija uzrok-
ovana brucelama uslovljava pojavljivanje steriliteta koji traje u du`em vremen-
skom periodu (nekoliko meseci, pa i du`e). Infecija koja nastaje prilikom pripusta
ili ve{ta~kog osemenjavanja ne remeti oplo|enje i implantaciju, ali se poba~aj
naj~e{}e javlja oko tre}e sedmice. Ti rani poba~aji uglavnom se previde, a infici-
rane plotkinje pova|aju 3 do 8 sedmica posle pripusta Š1¹. Pre abortusa mo`e da
se poremeti op{te stanje i javljaju se povi{ena telesna temperatura, uznemirenost,
otok vulve i dojki, obilan muko-purulentan iscedak iz vulve i artritis i tendovaginitis.
U narednom graviditetu mogu da se ra|aju zdrava prasad, ali se ~e{}e, kao
posledica infekcije i poba~aja u prethodnom graviditetu, javljaju poreme}aji kon-
cepcije i sterilitet. Kao posledica infekcije uzrokovane sa Brucella suis javlja se
milijarna bruceloza uterusa (zadebljanje endometrijuma veli~ine zrna prosa ili
gra{ka, takozvani granulomi ili brucelomi, koji su delimi~no zagnojeni ili usireni),
iz kojih se zatim razvija endometritis, koji je uzrok abortusa. Patolo{ko-morfolo{ki
se kod abortiranih plodova uo~avaju serozno-hemoragi~ni podlivi u supkutisu i
seroznim {upljinama. Na placenti se zapa`aju krvarenja i fibrinozno-purulentni ek-
sudat.

Dijagnoza / Diagnosis

Definitivna dijagnoza se postavlja izolovanjem i identifikacijom uz-
ro~nika, kao i serolo{kim metodama dijagnostike. Materijal za pregled su aborti-
rani plodovi, vaginalna sluz, sperma, promenjeni zglobovi i krv. Serolo{ka dijag-
nostika se naj~e{}e koristi, ali je ~esto nepouzdana (stadijum bolesti i unakrsna
reaktivnost). Zbog toga je potrebno da se urade najmanje dva testa. Za ispitivanje
abortiranih plodova mogu da se koriste tehnika fluorescentnih antitela (TFA), brza
aglutinacija na plo~ici (Rose Bengal), spora aglutinacija u epruveti (SAT), reakcija
vezivanja komplementa (RVK), tehnika imunofluorescentnih antitela (IFA) i ELISA-
test.

Terapija i profilaksa / Therapy and pophylaxis

Terapija i imunoprofilaksa se ne sprovode. Bruceloza je zoonoza i
zato su veoma va`ne mere op{te profilakse u suzbijanju ove infekcije. Pozitivne
jedinke se uni{tavaju i ne{kodljivo uklanjaju.
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Leptospiroza (Leptospirosis)

Etiologija / Etiology

Leptospiroza je infektivna bolest uzrokovana bakterijom iz roda spiro-

heta i to L. interrogans (23 serotipa i 196 serovarijeteta). Infekcija nastaje alimen-
tarno, preko o{te}ene ko`e i sluzoko`e. Leptospiroza je akutna, subakutna, re|e
hroni~na zarazna bolest doma}ih `ivotinja i ljudi. Leptospirozu svinja naj~e{}e
uzrokuje: L. pomona, L. grippothyphosa, L. canicola, L. sejröe, L. icterohaemorra-

gie.
Od simptoma koji se uobi~ajeno javljaju kod leptospiroze navode se:

febra, vidljive sluzoko`e koje su u po~etku hiperemi~ne, a kasnije ikteri~ne, zatim
hemoglobinurija i dijareja. Primarni simptomi akutne i subakutne leptospiroze kod
svinja su abortusi u kasnom graviditetu, mrtvoro|ena prasad, inapetencija, apa-
tija i povi{ena telesna temperatura. Ako prebole subakutni tok svinje ostaju kli-
cono{e. Abortirane fetalne ovojnice su `utomrke boje.

Dijagnoza / Diagnosis

Sumnja se postavlja na osnovu epizootiolo{ke anamneze, klini~ke
slike, patolo{ko-morfolo{kog nalaza, a definitivna dijagnoza izolovanjem bakterija
i serolo{kim metodama. Leptospire mogu da se izoluju iz krvi u toku prvih 7 do 10
dana infekcije i iz urina tokom dve sedmice posle inficiranja. Leptospire mogu da
se otkriju TFA u tkivima, a koristi se i metoda impregnacije srebrom. Kao stan-
dardni referentni test koristi se mikroaglutinacija. U serolo{koj dijagnostici mogu
da se rade RVK i ELISA.

Terapija i profilaksa / Therapy and prophylaxis

Terapija se sprovodi antibioticima (streptomicinom ili tetraciklinima) i
to u dozi od 1 grama dnevno, po svinji, u toku 10 dana. Vakcinacija protiv leptospi-
roze se radi u uzrastu od tri meseca, a revakcinacija za 14 dana. Bitna je primena
op{tih profilakti~nih mera i uni{tavanje glodara na farmama.

Crveni vetar / Erysipelas suum

Etiologija / Etiology

Uzro~nik crvenog vetra je bakterija Erysipelotrix rhusiopathiae. Infek-
cija nastaje alimentarnim i nazalnim putem.

Klini~ka slika / Clinical picture

Perakutni tok karakteri{u nagla uginu}a bez drugih klini~kih simp-
toma.

U klini~koj slici akutnog toka dominiraju simptomi op{te slabosti or-
ganizma, visoka telesna teperatura (vi{a od 42°C), crvene fleke po ko`i u{iju, sto-
maka i zadnjih nogu, kao i abortusi, ako je krma~a gravidna. Mogu da se jave kon-
junktivitis i proliv. U hroni~nom toku bolesti nema abortusa. Glavni simptomi su:
difuzna nekroza ko`e, endokarditis i artritis.

81

Vet. glasnik 57 (1 - 2) 73 - 86 (2003) Slobodanka Vakanjac i sar.: Infektivni abortusi svinja



Dijagnoza / Diagnosis

Dijagnoza se uglavnom postavlja na osnovu epizootiolo{ke anam-
neze i klini~ke slike; re|e na osnovu patolo{ko-morfolo{kog nalaza, izolovanjem i
identifikacijom uzro~nika.

Terapija i profilaksa / Therapy and prophylaxis

U terapiji se koriste antibiotici (penicilinski preparati ili tetraciklini). Za
imunoprofilaksu se daje inaktivisana vakcina, dva puta godi{nje (prole}e i jesen).
Treba se pridr`avati op{tih veterinarsko-sanitarnih mera.
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INFECTIOUS ABORTIONS IN SWINE

Slobodanka Vakanjac, Sonja Obrenovi}, T. Petrujki}, \. Dobri}

Abortions in pigs can be caused by infectious or non-infectious factors. About
38% of all diagnozed abortions in pigs were caused by infectious agents. Consequences of
infection can be early embryonal deaths or abortions which occur after the 40th day follow-
ing conception.

Causes of abortions include different species of viruses (parvoviruses, entero-
viruses, pseudorabies viruses, PRRS) or bacteria (Brucella, Leptospira, and others). A pre-
cise diagnosis is imperative for therapy and prevention of abortions in pigs, and it is neces-
sary to apply measures to prevent reproductive disorders in pigs.

Key words: pig, infectious abortions

INFEKCIONNÀE ABORTÀ SVINEY

Slobodanka VakanÔc, SonÔ Obrenovi~, T. PetruŸki~, D`. Dobri~

Abortì svineŸ mogut bìtÝ vìzvanì infekcionnìmi ili neinfekcio-
nnìmi vozbuditel®mi. Iz vseh ispìtaniy vìkidì{eŸ u svineŸ okolo 38% diagnos-
ticirovannìh vìkidì{eŸ bìlo vìzvano s infekcionnìmi agentami. PosledstviÔ
infekcii mogut ®vitÝs® kak rannie ÌmbrionalÝnìe okoleni® ili kak vìkadì{i,
ÔvlÔemìe posle 40-ogo dn® ot koncepcii.

Me`du vozbuditel®mi aborta razli~nìe vidì virusov (parvovirusì,
Ìnterovirusì, psevdorabies virusì, PRRS) i bakteriŸ (Brucella, Leptospira i dru-
gie). DlÔ terapii i prevencii abortov svineŸ o~enÝ va`na to~naÔ diagnostika,
slovno i merì, kotorìe mo`no predprinimatÝ, ~to do reproduktivnìh rasstroŸstv
svineŸ ne pri{lo.

KlÓ~evìe slova: svinÝÔ, infekcionnìe abortì
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POVODOM NAJNOVIJEG UPUTSTVA O PREGLEDU MESA

NA TRIHINELOZU

Nedavno je objavljeno (januar 2003) Uputstvo o na~inu i postupku
utvr|ivanja larvi Trihinella spiralis u mesu svinja... i mi{ljenje ~lanova komisije
(Ministarstvo za poljoprivredu) za prilago|avanje Uputstva iz 1997. godine i pred-
loga Uputstva iz 2001. godine tada{nje republi~ke komisije za trihinelozu. Zane-
maruju}i pogre{no poistove}ivanje pojma „Pravilnik” i „Uputstvo” smatram da
Uputstvo ima nedostataka koji nisu smeli da se dese.

Pored izostavljanja odre|enih detalja glavni nedostatak ovog sa-
da{njeg Uputstva je to {to su zapostavljene neke od bitnih preporuka Me|u-
narodne komisije za trihinelozu, a to su – kontrola sigurnosti kvaliteta pregleda i
ve{tine pregleda~a. Bez obzira na obuku, odnosno da li su pregleda~i mesa
obu~eni i da li su u pitanju veterinari koji obavljaju pregled, ili se radi o bilo kojim
institucijama koje se bave tim pregledom, svi oni moraju da podle`u sistemu osi-
guranja kvaliteta pregleda i ve{tine pregleda~a.

Me|unarodna komisija za trihinelolzu predla`e da ta promena bude
~etiri puta godi{nje, s tim {to je u predlogu Uputstva iz 2001. godine bilo pred-
lo`eno da to bude dva puta godi{nje u na{oj zemlji. Interesantno je da je ovo po-
glavlje prihvatilo Ministarstvo za poljoprivredu Republike Srbije 2001. godine. Ta
kontrola kvaliteta pregleda i ve{tine pregleda~a mora da ima svoju proceduru da
u njoj obavezno u~estvuju i nadle`ni veterinarski inspektori. Prema tome da bi se
to sprovelo, moraju prvo veterinarski inspektori da budu obu~eni/stru~ni za sve
parazitolo{ke metode pregleda i da znaju kako pregleda~i rade, prvenstveno zato
{to u obrascu 12 (Pravilnika) koga oni potpisuju postoji rubrika za odgovorno lice
u organu. Inspektor }e imati poverenje pregleda~a ako i on vlada metodama. To je
izuzetno zna~ajno bez obzira {to je obu~eni pregleda~ odgovorno lice za pregled
mesa na trihinelozu, bilo koje struke, jer inspektor odobrava obuku i tako|e oce-
njuje njegov rad bez obzira na dobijenu potvrdu o obuci od nadle`ne institucije.

Da je primenjivano Uputstvo iz 1997. godine i da je u sada{nejm
ugra|en deo kontrole kvaliteta pregleda~a, spre~ilo bi se da na terenu imamo
neobu~ene pregleda~e, i sudske slu~ajeve u odnosu na veterinare (Apatin i dr.)
koji su obavljali pregled, odnosno na veterinarske inspektore, a da je stupilo na
snagu predlo`eno Uputstvo iz marta 2001. godine ne bi bilo sudskih slu~ajeva
Sur~in, Kumane i drugi.
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S obzirom da je cilj ovog Uputstva, kao {to je bio u tada{njem trenutku
i onog br. 323-02-922/97-05, da nadoknadi nedostatak na{ih propisa u ovoj
oblasti, o~ekivao sam da }e ono biti sveobuhvatnije.

Smatram da je ovo Uputstvo trebalo uraditi u skladu sa najnovijim
saznanjima nauke, preporukama MKT/Veterinary parasitology 93 (2000) 393-408,
i propisima Evropske unije:

– European Economic Community, 1977, Commission Directive
77/96/EEC. Off. J. Eur. Comm. 26, 67-77,

– European Economic Community, 1984. Commission Directive
84/319/EEC. Off. J. Eur. Comm. 167, 34-43,

– Office Internationale des Epizooties, 1999, International Animal
Health Coded, 8th Edition, Office Internationale des Epizooties, Paris,

i maksimalno sve prilagoditi na{im uslovima rada i stvoriti veterinarske inspektore
koji }e biti kadri da ga sprovode.

Preporuke MKT su bazirane na osnovu dugogodi{njeg iskustva u
svetu, jer su propusti pravljeni u mnogim zemljama „Subjektivni faktor je ~udo”,
pa pregled mora da bude obavljen priznatim parazitolo{kim metodama (kompre-
sija ili ve{ta~ka digestija) isti i u Sibnici i u Subotici ukoliko postoji namera za
uklju~ivanjem u svet.
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„ETIKA NAU^NOISTRA@IVA^KOG RADA U BIOMEDICINI”

Izdava~: I.P. Nauka, Beograd, 2002. godina

Ova zna~ajna i jedinstvena monografija je publikovana odmah posle
odr`anog nau~nog skupa „Etika nau~noistra`iva~kog rada u biomedicini”, koji je
organizovala Akademija medicinskih nauka Srpskog lekarskog dru{va i Medicin-
ski fakultet Univerziteta u Beogradu. Autorima, ukupno trinaest, a posebno ured-
nicima dr Ljiljani Vu~kovi}-Deki}, dr Pavlu Milenkovi}u i dr Veri [obi} pripada
zasluga i zahvalnost {to su napisali ovu vrednu knjigu o najnovijim saznanjima i
eti~kim standardima nau~noistra`iva~kog rada. U knjizi je dat detaljan pregled
svih pitanja, nedoumica i prihva}enih standard, kao i istorijski pregled etike i
nau~nih istra`ivanja u prvom poglavlju, pa do za{tite ispitanika u klini~kom ispiti-
vanju u trinaestom poglavlju. I u ostalim poglavljima se na zanimljiv, jasan i
pou~an na~in opisuju evropska iskustva regulacije eti~nosti nau~nog rada, de-
fini{e intelektualno (ne)po{tenje u nauci, iznose primeri prevare u nauci, eti~ka pi-
tanja publikovanja nau~nih radova, govori se o autorstvu i koautorstvu, o prin-
cipima i problemima vrednovanja nau~nih radnika, govori se i o edukaciji
nau~noistra`iva~kog kadra, o instituciji ombudsmana u nau~noistra`iva~kom
radu, o eti~kom kodeksu nau~noistra`iva~kog rada, kao i o principima dobre
klini~ke prakse i o obavezama glavnog istra`iva~a.

U dodacima, kojih ima {est, prikazani su glavni me|unarodni doku-
menti koji defini{u eti~nost nau~nih istr`ivanja, i posebno dokumenat o dobroj
nau~noj praksi - eti~ki kodeks nau~noistra`iva~kog rada, koji su doneli i primenju-
ju Institut za onkologiju i radiologiju Srbije i Institut za medicinska istra`ivanja iz
Beograda.

Knjigu preporu~ujemo nadle`nim Ministarstima i Univerzitetima Re-
publike Srbije, radi upoznavanja i eventualnog dono{enja zakonskih propisa o
nekim navedenim pitanjima, zatim, i, pre svega, svima koji se bave nau~nois-
tra`iva~kim radom, a posebno mladim istr`iva~ima kako bi mogli da od po~etka
svoga rada po{tuju eti~ke principe nau~noistra`iva~kog rada.

Dr sc. vet. med. ^edomir Rusov,

nau~ni savetnik

89

PRIKAZI KNJIGA – BOOK REVIEWS



1



KALENDAR NAU^NIH I STRU^NIH SKUPOVA U ZEMLJI

ZA APRIL-DECEMBAR 2003.GODINE

7 - 11. maja Zlatibor
Savremeni trendovi u mlekarstvu

Informacije: prof. dr Zora Mija~evi}, Katedra za higijenu mleka, Fakultet veterinarske
medicine, Beograd, Bulevar JNA 18, tel.011/685 653 ili 36 15 436 lok. 236 ili organiza-
tor Zajednica za sto~arstvo – Grupacija za mlekarstvo, Beograd

16. maja Beograd
Neurologija – Edukativni skup YASAP-a
Informacije: Veterinarska komora Srbije, 11129 Beograd, Bulevar JNA 18,
tel/fax. 011/ 684 597, 685 619, 687 475, e-mail: vetksªeunet.yu

17 - 23. maja Novi Sad
70. me|unarodni poljoprivredni sajam

Informacije: Novosadski sajam, 21000 Novi Sad, Hajduk Veljkova 2, tel.021/125-155
28 - 31. maja Subotica

14. savetovanje „DDDD u za{titi `ivotne sredine”

Informacije: prof. dr Brana Radenkovi}, Zoohigijena, Fakultet veterinarske medicine,
Beograd, Bulevar JNA 18, tel. 011/ 684 173 ili 36 15 436 lok. 225

9 - 13. juna Budva
5. savetovanje iz klini~ke patologije i terapije `ivotinja

Clinica veterinaria 2003

Informacije: prof. dr Dragi{a Trailovi}, Katedra za dijagnostiku, patologiju i terapiju
oboljenja doma}ih `ivotinja, Fakultet veterinarske medicine, Beograd,
Bulevar JNA 18, tel.011/36 11 810; e-mail: trailoªnet.yu

4 - 7. juna Tesli} – Republika Srpska
9. savetovanje veterinara Republike Srpske

Informacije: Dru{tvo veterinara Republike Srpske, Banja Luka, Knjaza Milo{a 21,
tel. 051/313 067, fax. 348 283. e-mail:vetkomrsªteol.net

Tre}a nedelja Kragujevac
juna (pet dana) [kola ultrazvuka – Edukacioni centar ultrazvuka u medicini i veterini

Informacije: prof. dr Vojislav Pavlovi}, Katedra za porodiljstvo, Fakultet veterinarske
medicine, Beograd, Bulevar JNA 18, tel. 011/684-184 ili 36 15 436, lok. 252

9 - 13. Zlatibor
septembra 15. savetovanje veterinara Srbije

Informacije: Srpsko veterinarsko dru{tvo, prof. dr Zoran Aleksi}, sekretar,
11000 Beograd, Bulevar JNA 18, tel. 011/657-081 ili 36 15 436, lok. 327

23 - 27. Vrbas
septembra Simpozijum iz govedarstva

Informacije: Veterinarska komora Srbije, 11129 Beograd, Bulevar JNA 18,
tel/fax. 011/ 684 597, 685 619, 687 475, e-mail: vetksªeunet.yu

23 - 27. 12. savetovanje `ivinara Jugoslavije

septembra Informacije: ^asopis „@ivinarstvo”, Bulevar JNA 18, 11000 Beograd, tel. 011/657 953,
fax. 644 841.

15 - 17. 52. savetovanje industrije mesa

oktobra Informacije: Institut za tehnologiju mesa, 11000 Beograd, Ka}anskog 13,
tel. 011/650 655, fax. 651 825, e-mail: meatinstªbeotel.yu

22. novembra Beograd
2. savetovanje o biologiji i zdravstvenoj za{titi p~ela

Informacije: prof. dr Zoran Stanimirovi}, Katedra za biologiju, Fakultet veterinarske
medicine

Tre}a nedelja Beograd
decembra Edukativni simpozijum o aktuelnim zoonozama

Informacije: prof. dr Bosiljka \uri~i}, Katedra za zarazne bolesti , Fakultet veterinarske
medicine, Beograd, Bulevar JNA 18, tel. 011/ 685 080 ili 36 15 436 lok. 352,
e-mail: bosaªbeotel.yu
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FAKULTET VETERINARSKE MEDICINE

U BEOGRADU 2002. GODINE

Doktorirali:

Kapetanov Milo{
[efer Dragan
Masli}-Stri`ak Danka
Zurovac Olivera
Baji} Vladan
Tuvi} Borislav
Pavlovi} Milo{

Magistrirali:

Baci} Dragan
Bugarski Dejan
Prokopijevi} Olgica
Pali} Du{an
Raj~i} Sa{a
Petrovi} Tama{
An|elkovi} Radivoje
Maga{ Vladimir
]irkovi} Dragan

Specijalizirali:

Lazi} Milica
Miteva Verica
Daki} Zorica
Radanovi} Radmila
Milojevi} Milica
Gergelj Ilona
Krsti} Bosiljka
Stepanovi} Petar
Balbotinovi}-Spasi} Dragica
Vuki}evi} Zoran
Vukovi} Silvija
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– DOCTORS OF SCIENCE, MAGISTERS OF SCIENCE AND SPECIALISTS
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Tomi{i} ^. Goran

Ro|en 25. 4. 1974. u Beogradu
Diplomirao 24. 4. 2002. godine
Stalno mesto boravka Novi Beograd
III bulevar 120/g

Dumanovi} @. Du{an

Ro|en 2. 6. 1974. u Beogradu
Diplomirao 25. 6. 2002. godine
Stalno mesto boravka Beograd
Stanka Paunovi}a Veljka 49/22

Milojevi} R. Ana

Ro|ena 21. 8. 1971. u S. Palanci
Diplomirala 28. 6. 2002. godine
Stalno mesto boravka Mladenovac
Slavka Manojlovi}a 125

Stranjanac M. Predrag

Ro|en 21. 8. 1969. u ^a~ku
Diplomirao 19. 9. 2002. godine
Stalno mesto boravka Mr{inci

Filipovi} N. Mirko

Ro|en 6. 11. 1975. u Osijeku
Diplomirao 25. 10. 2002. godine
Stalno mesto boravka Prnjavor
Ma~vanski
29. novembra 134

Ili} M. Dragan

Ro|en 8. 2. 1875. u Ni{u
Diplomirao 25. 10. 2002. godine
Stalno mesto boravka Ni{
Cara Uro{a 14

Lazarevi} M. Slavi{a

Ro|en 3. 1975. u Bijeljini
Diplomirao 25. 10. 2002. godine
Stalno mesto boravka Bijeljina
S. De~anskog 216

Ribi} F. Jasna

Ro|ena 10. 3. 1969. u Beogradu
Diplomirala 25. 11. 2002. godine
Stalno mesto boravka Beograd
Crnotravska 11a

Terzi} M. Dragan

Ro|en 31. 8. 1970. u ^a~ku
Diplomirao 25. 11. 2002. godine
Stalno mesto boravka ^a~ak
Bul. Vuka Karad`i}a 42

Ljubisavljevi} S. Dejan

Ro|en 13. 5. 1976. u Para}inu
Diplomirao 26. 11. 2002. godine
Stalno mesto boravka Para}in
Kralja Milutina 9/15

Marjanovi} S. Mladen

Ro|en 30. 5. 1976. u Bijeljini
Diplomirao 26. 11. 2002. godine
Stalno mesto boravka Velika Obarska
Miljevi}i 46

Miti} I. Dalibor

Ro|en 4. 6. 1975. u Leskovcu
Diplomirao 27. 11. 2002. godine
Stalno mesto boravka @ivkovo,
Leskovac

Bogdanovi} D. Goran

Ro|en 5. 8. 1973. u Po`arevcu
Diplomirao 27. 11. 2002. godine
Stalno mesto boravka Po`arevac
^ede Vasovi}a 14/20

Mirkovi} S. Sanja

Ro|ena 17. 7. 1975. u S. Palanci
Diplomirala 27. 11. 2002. godine
Stalno mesto boravka Smederevska
Palanka
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Stojiljkovi} M. Mile

Ro|en 25. 2. 1953. u Gradskoj
Diplomirao 4. 10. 2002. godine
Stalno mesto boravka Gradska

Matija{evi} M. Sla|ana

Ro|ena 14. 1. 1973. u ^a~ku
Diplomirala 19. 9. 2002. godine
Stalno mesto boravka Beograd
16. oktobra 11

\or|evi} D. Aleksandar

Ro|en 4. 9. 1967. u Kraljevu
Diplomirao 28. 10. 2002. godine
Stalno mesto boravka [abac
Sin|eli}eva 7

Rajkovi} P. Gordana

Ro|ena 19. 10. 1969. u Golupcu
Diplomirala 29.10. 2002. godine
Stalno mesto boravka Golubac

[uva~ki V. Aleksandra

Ro|ena 28. 8. 1968. u Beogradu
Diplomirala 27. 11. 2002. godine
Stalno mesto boravka Beograd
Gospodara Vu~i}a 136

Orli} R. Bojana

Ro|ena 14. 7. 1973. u Piura, Peru
Diplomirala 28. 11. 2002. godine
Stalno mesto boravka Beograd
Ljubi{e Jovanovi}a 1

Radosavljevi} I. Vladimir

Ro|en 12. 11. 1974. u Beogradu
Diplomirao 28. 11. 2002. godine
Stalno mesto boravka Beograd
Vojislava Ili}a 14

Glava{ki G. Ivan

Ro|en 29. 5. 1972. u Be~eju
Diplomirao 23. 12. 2002. godine
Stalno mesto boravka Be~ej
Svetozara Markovi}a 47

Leki} B. Mirko

Ro|en 28. 5. 1970. u B. Crkvi
Diplomirao 24. 12. 2002. godine
Stalno mesto boravka Bela Crkva
I oktobra 9

Tri~kovi} D. Nenad

Ro|en 23. 7. 1976. u Beogradu
Diplomirao 25. 12. 2002. godine
Stalno mesto boravka Beograd
Omladinskih brigada 89/21

Tintor M. Slobodan

Ro|en 22. 10. 1969. u Glini
Diplomirao 25. 12. 2002. godine
Stalno mesto boravka Beograd
Bra}e Mari} 27

Stepanov D. Marko

Ro|en 7. 2. 1977. u Sremskoj Mitrovici
Diplomirao 26. 12. 2002. godine
Stalno mesto boravka Sremska
Mitrovica
^ukovac 4

\or|evi} M. Valentina

Ro|ena 7. 11. 1967. u Beogradu
Diplomirala 26. 12. 2002. godine
Stalno mesto boravka Beograd
Partizanska 47/8

Palamarevi} M. Nikola

Ro|en 13. 9. 1976. u Ni{u
Diplomirao 26. 12. 2002. gdine
Stalno mesto boravka Ni{
Kru{eva~ka 15

Trajkovi} D. Ivica

Ro|en 26. 9. 1977. u Surdulici
Diplomirao 27. 12. 2002. godine
Stalno mesto boravka Vranje
Pariske komune 14/20
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Leki} N. Nenad

Ro|en 13. 8. 1972. u Vr{cu
Diplomirao 27. 12. 2002. godine
Stalno mesto boravka Vr{ac
Bregalni~ka 105

Stani{i} Lj. \or|e

Ro|en 16. 3. 1976. u Beogradu
Diplomirao 27. 12. 2002. godine
Stalno mesto boravka Beograd
Ul. Topola 65

Fenjac S. Ivan

Ro|en 28. 7. 1976. u Novom Sadu
Diplomirao 27. 12. 2002. godine
Stalno mesto boravka Novi Sad
Kraljevi}a Marka 11

Milinkovi} D. Aleksandar

Ro|en 6. 12. 1976. u [apcu
Diplomirao 27. 12. 2002. godine
Stalno mesto boravka [abac
Stefana De~anskog 26

Lazi} D. Vladimir

Ro|en 24. 8. 1973. u Bijeljini
Diplomirao 27. 12. 2002. godine
Stalno mesto boravka Bijeljina
Ne{e Selimovi}a 41

Vlahovi} B. Jelena

Ro|ena 29. 3. 1976. u [apcu
Diplomirala 27. 12. 2002. godine
Stalno mesto boravka Novi Beograd
III bulevar 50/27

Mir~eta M. Jovan

Ro|en 26. 7. 1978. u Kninu
Diplomirao 27. 12. 2002. godine
Stalno mesto boravka Srbobran
Proleterska 4

Rankovi} P. @ivorad

Ro|en 25. 4. 1974. u Krupnju
Diplomirao 30. 12. 2002. godine
Stalno mesto boravka Bela Crkva
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