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ORIGINALAN RAD - ORIGINAL PAPER

UDK 619:616-078:579.84:639.215

SISTEMSKA CITROBACTER FREUNDII INFEKCIJA KOD
SARANSKH VRSTA RIBA®
SISTEMIC CITROBACTER FREUNDII INFECTION IN CARP

Svetlana Jeremié, Dobrila Jakié¢ -Dimié™*

U radu smo opisali klini¢ko oboljenje Saranskih vrsta riba koje je
ukazivalo na tipiénu akutnu bakterijsku septikemiju izazvanu gram-
negativnom bakterijom Citrobacter freundii. Po¢etkom godine, pri ni-
skim temperaturama vode, primecen je neuobi¢ajeni mortalitet $aran-
Skih vrsta riba.

Za laboratorijska ispitivanja uzeto je 39 uzoraka obolelih riba koje
su potamnele, sa izraZenim egzoftalmusom, krvarenjima po koZi i u
o¢ima i 10 uzoraka klinicki zdravih riba. Deo promenjenih organa:
Skrge, parenhimatozne organe i creva koristili smo za izolovanje uz-
ro¢nika. U ispitivanjima smo koristili uobi¢ajene metode bakterio-
loskog pregleda. Kulture su identifikovane ispitivanjem kljuénih feno-
tipskih obeleZja i pomocu Api 20E sistema kao Citrobacter freundii.

Drugi deo parenhimatoznih organa i creva fiksirali smo u 10% for-
malinu i pripremili standardnom histoloskom tehnikom. Patolosko-hi-
stoloskim ispitivanjem utvrdene su zapaljenjske i nekroti¢ne promene
na unutrasnjim organima.

Vestackom infekcijom sa ¢istom kulturom Citrobacter freundlii us-
peli smo da reprodukujemo oboljenje.

To je ujedno i prvi objavijeni izvestaj o utvrdivanju Citrobacter fre-
undii kao uzroc¢nika bolesti saranskih vrsta riba u Srbiji.

Kljucne reci: Citrobacter freundii, izolacija, identifikacija, Saranske
vrste riba, bioloski ogled

Uvod / Introduction

Intenzivno gajenje Saranskih vrsta riba se svrstava u najrentabilnije
nacine proizvodnje belancevina zivotinjskog porekla. Osnovni uslov za ispunjenje

*

Rad primljen za Stampu 19. 2. 2003. godine

** Dr sc. Svetlana Jeremi¢, vi$i nauéni saradnik, Nauéni institut za veterinarstvo Srbije, Odelje-
nje za zdravstvenu zastitu riba, Beograd
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ovog zahteva je odrzavanje Zivotnih i proizvodnih funkcija riba u fiziolo§kim grani-
cama. Medutim, svaka promena abioti¢kih Cinilaca sredine (smanjenje procenta
kiseonika, Ceste promene temperature vode, promene pH vrednosti, povecana
koncentracija amonijaka i ugljen-dioksida), kao i velika gustina nasada i nespro-
vodenje preventivnih mera pre prezimljavanja pogoduju Sirenju mnogobrojnih
bolesti, a medu njima i bakterioze. Posebno veliki gubici se beleze kod mladi Sara-
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 Saranskih vrsta riba koje je ukazi-
valo na tipi€nu akutnu bakterijsku septikemiju po kozZi i unutrasnjim organima
izazvanu gram-negativnom bakterijom. Procenat uginu¢a Sarana (Cyprinus car-
pio) i babuski (Carassius carassius) bio je znatno veéi, a znatno nizi mortalitet se
javio kod mladi amura (Ctenopharyngodon idella) i crvenperki (Rutilus rutilus).
Kulture Citrobacter freundii su izolovane i identifikovane ispitivanjem
kljuénih fenotipskih obelezja i pomoc¢u Api 20E sistema za enterobakterije.
Patolosko-histoloSkim ispitivanjem su utvrdene zapaljenjske i nek-
rotiéne promene na unutrasnjim organima. Vestackom infekcijom sa Cistom kultu-
rom Citrobacter freundii uspeli smo da reprodukujemo oboljenje.
U radu ¢e biti razmatrana pojava za nas novog bakterijskog oboljenja,
Sto je ujedno i prvi objavljeni izveStaj o utvrdivanju Citrobacter freundii kao
uzro¢nika bolesti Saranskih vrsta riba u Srbiji.

Materijal i metode rada / Materials and methods

Krajem marta i po¢etkom aprila 2002. godine primeéen je neuo-
bi¢ajen mortalitet Saranskih vrsta riba, s tim da je procenat uginu¢a mladi Sarana i
babuski bio znatno ve¢i, a znatno nizi mortalitet se javio kod mladi amura i crven-
perki.

Za laboratorijska ispitivanja uzeli smo 39 uzoraka obolelih riba, koje su
potamnele saizrazenim egzoftalmusom, krvarenjima po kozi, perajima, oko o€iju i
lokomotornom ataksijom i 10 uzoraka kliniCkii 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 Skrge, parenhima-
tozne organe (jetra, bubreg i slezina) i creva obolelih i klini¢ki zdravih riba. ékrge,
parenhimatozni organi i creva sakupljeni su asepti¢no i inokulisani u plo¢e sa TSA
agarom obogacenim sa 10% FTS, sa endo agarom, krvnim agarom i inkubisane
na temperaturi od 30°C tokom 5 dana. Sa triptoza soja agara i endo agara sumn-
jive kolonije smo presejali na 2% hranljivi agar radi dobijanja Ciste kulture, koje su
zatim identifikovane ispitivanjem klju¢nih fenotipskih obelezja i pomoc¢u Api 20E
sistema za enterobakterije. Pored toga ispitali smo oksidazu i katalazu.

Izolat (01-870) ispitan na patogenost. Za bioloSki ogled uzeta je mlad
Sarana. Grupa se sastojala od 20 Saranci¢a prose¢ne mase od 10 do 13 g koji su
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bili drzani u akvarijumu u aerisanoj stati¢koj vodi na temperturi od 11°C. Ribe su
bile injicirane i.p. sa 0,2 ml bakterijske supstancije koja je sadrzala oko 107
c.f.u./ml. Sve inficirane ribe su svakodnevno posmatrane, a uginule i moribundne
su ispitane bakterioloski.

Rezultati rada i diskusija / Results and discussion

Do osamdesetih godina proS$loga veka postojale su indicije da Citro-
bacter freundii moze da prouzrokuje oboljenje kod riba. Ipak definitivni podaci
nisu postignuti sve do radova Satoa i sar. 1982. [6] 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 épaniji i SAD [3,
5] i kod Sarana u Indiji [4].

Prva uginuca Saranskih vrsta riba zapocela su pri temperaturi vode od
11°C u periodu mart-april. Obolele ribe su mirne, nekoordinisanih pokreta i plutaju
po povrsSini vode. Ne reaguju na spoljasnje nadrazaje i tamno su pigmentisane.

Spoljadnjim pregledom koji obuhvata kozu, peraja i pregledom prirod-
nih otvora kod svih primeraka primec¢ena je povec¢ana koli¢ina sluzne mase. Na
kozi su utvrdene erozije i otpadanje ljusaka. Difuzna krvarenja po kozi i perajima.
Kod svih primeraka utvrden je obostrani egzoftalmus i krvarenje u o¢ima. Na ven-
tralnom delu trbuha utvrdena su difuzna krvarenja. Analni otvor je zacrvenjen.
Skrge su blede usled anemije sa tadkastim krvarenjima, edematozne i kod pojedi-
nih primeraka sa nekrozom vrhova $krznih listi¢a.

Sekcijom je ustanovljeno da su svi unutradnji organi, kao i zid ribljeg
mehura, edematozni. U trbusnoj Supljini nalazi se mala koli¢ina crvenkaste te¢no-
sti. Na unutrasnjim organima zapazaju se krvarenja, prvenstveno na unutrasnjem
povecana i nejednake boje. Zid creva je edematozan, lumen je proSiren, bez
sadrzaja hrane, ispunjen krvavom te¢nosc¢u sa tackastim i difuznim krvarenjima.

Nasi rezultati patolosko-anatomskog ispitivanja bili su identi¢ni sa re-
zultatima koje su dobili Karunasager i sar. 1991 [4] koji su kod Sarana patolo$ko-
anatomskim pregledom utvrdili erozije i hemoragije po kozi, 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 [2] kod kalifornijske pastrmke.
Oni su utvrdili samo gastroenteritis, dok tipi¢nih spoljasnjih znakova bolesti nije
bilo, osim jako izrazenog mortaliteta.

Patolosko-histoloSke 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 utvrdene su zapa-
lienjske i nekroti¢ne promene i slabija krvarenja u tkivu jetre.

Mikroskopskim pregledom tkiva bubrega utvrdili smo da su epitelije
bubreznih kanali¢a intaktne. Lumen bubreznih 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
medusobnog konfluisanja, obuhvataju¢i na taj nacin ve¢a podruc¢ja bubreznog
tkiva. Tu i tamo detektuju se slabija krvarenja.

Mikroskopski preparati creva ukazuju da je proprija mukoze infil-
trovana inflamatornim ¢elijskim elementima srednjeg intenziteta. Duz crevnog
epitela mestimi¢no se vide umnoZene peharaste ¢elije. U pojedinim preparatima
crevne resice su hipertroficne sa tendencijom spajanja.

Zasejavanjem na TSA dobijen je naoko Cist proziran bakterijski rast iz
jetre, bubregai crevaiz 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 podsecale na kolonije salmo-
nela i Sigela. Te kolonije su posle inkubacije od daljih 48 ¢asova postale svetlo-
ruziCaste, a posle 3 do 5 dana dobile su crvenu boju, jer su sporo razgradivale lak-
tozu. Kulture su sadrzavale gram-negativne asporogene pokretne Stapice.

Tabela 1. Biohemijske karakteristike izolata Citrobacter freundii inkubisanih na 30°C 48h
Table 1. Biochemical characteristics of Citrobacter freundii isolates incubated at 30°C for 48%

Reakcija / Izolat iz Sarana / Izolat iz babuski / Izolat Austin /
Reaction Carp Isolate Cruscian carp Isolate Austin
ONPG + + +

ADH - - -
LDC - - -
oDC - - -
CIT - - -
HoS + + +
URE - - -
TDA - - -
IND - - -
VP - - -
GEL - - +
GLU + + +
MAN + + +
INO - - -
SOR + + +
RHA + + -
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(nastavak tabele 1)

Reakcija / Izolat iz $arana / Izolat iz babuski / Izolat Austin /
Reaction Carp Isolate Cruscian carp Isolate Austin

SAC + + -

MEL - + -
AMY + + +

ARA + + +

OX - - -

KAT. + + +

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

Kao $to je prikazano u tabeli 1 ispitani izolati iz Sarana i babuski
stvarali su katalazu, B-galaktozidazu, H,S, ali ne i arginin dehidrolazu, lizin, ornitin
dekarboksilazu i indol. VP reakcija je bila negativna. Zelatin i ureja nisu bili degra-
dirani.

Iz dobijenih rezultata nasi izolati iz Sarana i babu$ki nisu degradisali
zelatin, dok je izolat Austina [2] degradirao Zeltin. Na citrat nije koris¢en.

Nasi izolati su stvarali kiselinu iz glikoze, manoze, sorbitola, ramnoze,
saharoze, amigdalina i arabinoze. Pored toga, izolat Citrobacter freundii iz
babuski stvarao je kiselinu iz melebioze. Izolat Austina i sar. [2] nije stvarao
kiselinu iz ramnoze, saharoze i melebioze. Uporedivanjem biohemijskih osobina
nasih izolata sa osobinama izolata koji je opisao Austin [2] dosli smo do zaklju¢ka
da postoje sojevi Citrobacter freundii koji slabije ili viSe razgraduju ugljene hidrate.
Iz dobijenih rezultata kulture su identifikovane kao Citrobacter freundiii.

Znaci oboljenja i mortalitet od 50 posto posle bioloSkog ogleda usle-
dio je 8 dana od i.p. infekcije. Kod moribundnih i uginulih Sarana utvrdili smo
tackasta i difuzna krvarenja po koZi i perajima. Skrge su bile anemicne sa tackas-
tim krvarenjima i otokom $krznih listi¢a.

Sekcijom su utvrdeni peritonitis i krvavi transudat u trbusnoj Supljini.
Jetra je svetloruziCaste boje sa taCkastim krvarenjima. Slezina je uveéana sa
zaobljenim ivicama. Bubreg je sivkaste boje. Zapaljenje creva sa sluzavim sadrza-
jem.

Citrobacter freundii je izolovan iz svih uginulih i moribundnih riba.
Stavige patogen je reizolovan iz bubrega i jetre od svih prezivelih riba na kraju
ogleda.

lako je Citrobacter freundii uobi¢ajen stanovnik u eutrofnim hladnim
vodama [1] smatramo da je oboljenje nastalo nakon prezimljavanja posle hladne
zime, sa ve¢im brojem ledenih dana i Cestim sneznim padavinama. Ribe su poi-
kilotermni organizmi, tj. poprimaju temperaturu vode koja ih okruzuje, pa svaka
promena temperature veoma mnogo utiCe na tok zivotnih procesa. Mlad Saran-
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skih vrsta riba je osetljivija od odraslih i najniza dozvoljena temperatura u ribnjaku
za mlad je od 0,1 do 0,2°C. Kod dugih zahladenja, pri tim temperaturama smanju-
je se otpornost organizma riba i pojavljuje se oboljenje koje prati masovno ugi-
nuce mladi.

To je ujedno i prvi objavljeni izvestaj o utvrdivanju Citrobacter freundii
kao uzro&nika bolesti Saranskih vrsta riba u Srbiji.
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Napomena: Sredstva za izradu ovog rada obezbedena su iz projekta
»,Nekonvencionalna animalna proizvodnja” (Br. 505.0541B) Ministarstva za nau-
ku, tehnologiju i razvoj Republike Srbije

ENGLISH

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

PYCCKUA

CUCTEMHAS CITROBACTER FREUNDII UHO®EKLIUA Y CASAHOBbIX BUAOB Pblb
CseTnaHa Epemuy, flo6puna Jakuy-Aumuy

B paboT3e Mbl onvcanu KnuHu4eckoe 3abonieBaHne ca3aHoBbIX BUAOB, KO-
TOpOE yKasblBasno Ha TUNNYHYIO OCTPYIO 6aKTepuasnbHyo CENTULEMUIO, BbI3BAHHYIO rpam
oTpuyaTenbHon 6akTepuen Citrobacter freundii. B Ha4dane roga npv HU3KMX Temnepary-
pax BoApbl 3ameyeHa Heobbl4Has CMEPHOCTb Ca3aHOBbIX BUAOB pPbib.

[na nabopaTopHbIX UCMbITaHMIN B3ATbl 39 06pa3ynKoB, 3a60MeBLWKX PbIb,
NOTEMHEBLLUE, C BbIPaXXEHHbIM 3K30(PTanbMyCOM KPOBOTOHEHUAMM U MO KOXKE 1 B rrasax
1 10 06pa34mKOB KIMHNYECKN 300POBbIX Pblb. HacTb N3MEHEHHbIX OPraHoB: XXabpsbl, nap-
€HXVMMAaTO3HblEe OpraHbl M KULIKK Mbl MOMb30Banu Ans U30NupoBaHusa Bo3byauTens. B
UCMbITAHWAX Mbl MONb30BanM 06bl4HbIE METOAbI 6akTepuonormdeckoro ocmotpa. Kynb-
TYpbl YCTAHOBJIEHbI UCMbITAHUEM KITHOYEBbIX (DEHOTUMHBLIX NMPU3HAKOB M NMOMOLLbI0 Apn
20E cuctembl Kak Citrobacter freundii.

BTopylo 4acTb napeHxXMMaTO3HbIX OpPraHoB WM KULWOK Mbl (hukcnpoBanu B
10% dchopmanmHe Mbl NOArOTOBUIN CTAHAAPTHOW MMCTONOrMYeCcKOn TEXHNKON. MaToruc-
TONOrMYECKUM UCMbITAHWEM YCTAHOBIEHbI BOCMANUTENbHBIE U HEKPOTUHECKUE U3Me-
HEHUS Ha BHYTPEHHUX OpraHax.

WckyccTBeHHoM nHdekumen ¢ unton KynbTypon Citrobacter freundii mbl yc-
nenu penpoayuuposaTh 3abonesaHue.

OT0 BMecTe 1 nepBoe 06bsABNEHHOE n3BecTne o yctaHosneHumn Citrobacter
freundii kak Bo36yanTens 60ne3Hn cazaHoBbIX BUAO0B pbi6 B Cepbun.

Kntouesble cnoa: Citrobacter freundii, ndonauyms, naeHtudnkauus, cazaHoBble BUAbI
pbl6, 6UONOrNHECKNI ONUT
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NUMERICKI I STRUKTURNI POLIMORFIZAM HROMOZOMA
KOD RIBA VRSTA - Carassius auratus gibelio B. 1 Alburnus
alburnus L.”

NUMERICAL AND STRUCTURAL CHROMOSOME POLIMORPHISM IN
FISH SPECIES - Carassius auratus gibelio B. AND Alburnus alburnus L.

Svetlana Fister™

Prikazani su rezultati citogeneti¢kih istraZivanja riba vrste Caras-
sius auratus gibelio B. i vrste Alburnus alburnus L. Definisan je kariotip
riba koje su uhvacene na razli¢itim lokalitetima voda u Srbiji. U okviru
biseksualne populacije srebrnog karasa Carasius auratus gibelio B.,
uocena 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 | 3n=150+10) i date su
karakteristike kariotipa kod ginogenetskih linija triploidnih Zenki. Uka-
zano je na to da se postojeci 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 najvec¢a akrocentrika.
Razmatrana je mogucénost odrZanja varijabilnosti u populacijama ove
vrste. Rezultati su diskutovani u odnosu na poremecaje do kojih ove
promene dovode u reprodukciji i moguce posledice koje mogu da se
ocekuju u potomstvu.

Klju¢ne reci: kariotip, ribe, hromozomi, numeri¢ke aberacije kariotipa,
poliploidija, ginogeneza, strukturne aberacije hromozoma, Robertso-
nova translokacija, Carassius auratus gibelio B., Alburnus alburnus L.

*

Rad priemljen za Stampu 29. 1. 2003. godine

** Dr Svetlana Fister, vi§i nau¢ni saradnik, Katedra za biologiju, Fakultet veterinarske medicine,
Beograd
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Uvod / Introduction

Promene u kariotipu koje se odnose na promenu broja i morfologije
hromozoma, moguce su i deSavaju se u razli€itoj meri i sa razli€itim ishodima, kod
svih zivih organizama. Svakako da su ova deSavanja kod nekih organizama bolje
prouc¢ena, nego kod drugih.

Da bi se moglo da se razume $ta je to — aberacija, a Sta — 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 Zzive, koji
iznosi oko 10 000, i predstavlja svakako najveci 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
Coveka, na prvi pogled, neke od ovih vrsta su izuzetno znacajne, bilo zbog toga
§to ih on uzgaja u ribnjacima — radi ishrane ili ih lovi iz zadovoljstva ili neke od njih
predstavljaju izuzetno vazne karike lanaca ekosistema ili su kao - vestacki i nezna-
lacki, unete - korovske vrste, postale StetoCine, pa nije lako da se iskorene. Medu-
tim, ne postoji ni jedan valjan razlog da se tvrdi da je neka vrsta — kao predmet is-
traZivanja — znacajnija od bilo koje druge, na $ta nas vrlo o€igledno genetika
upucuje. lako je citogenetika riba stara koliko i sama citogenetika, tek pedesetak
godina, Cinjenica je da su ve¢ postignuti izuzetni rezultati. Ipak, u naSem bliskom
okruzenju postoje vrste koje su malo ili nisu uopste citogeneticki proucene. Pri
tome, postojeci podaci mogu da budu oskudni ili su Cesto pogresni. Tome ne do-
prinose samo nedostaci dobrih tehnika, ve¢ i pojava populacionog polimorfizma
ili pojava pojedinac¢nih aberantnih jedinki, koje kod riba u velikom broju slu¢ajeva,
za razliku od onoga $to se deSava kod sisara, po spoljaSnjem izgledu, fenotipski,
ne odudaraju od ostalih — normalnih, jedinki iste vrste. Pored odstupanja u broju
hromozoma, kod riba iz slobodnih voda mogu da se ustanove i razli€ite strukturne
promene, najéesce tipa Robertsonovih fuzija i hromozomskih prekida i gapova, ali
i druge. Poveéana ulestalost prekida na hromozomima riba ¢esto ukazuje na
prisustvo genotoksi¢énog zagadenja [13, 16,17, 18, 19, 20, 21, 23] u prirodnoj sre-
dini. Pojavu aberacija komplikuje jo$ i tetraploidno poreklo mnogih vrsta ¢ak i fa-
milija (Sa/monidae) i/ili rodova kao §to su to - u okviru ciprinida, rodovi — Cyprinus,
Barbus i Carassius, u okviru kojih se tetraploidizacija, najverovatnije, sasvim
nezavisno dogodila [27].

Ovaj rad je imao za cilj da prikaze rezultate istrazivanja numeri¢kog
polimorfizma u okviru roda Carassius, kod vrste Carassius auratus gibelio, B. i re-
zultate istrazivanja nekih strukturnih hromozomskih promena kod vrste Alburnus
alburnus, L.
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Materijal i metode rada / Materials and methods

Tokom duzeg vremenskog perioda, od 1986. do 1998. godine, nave-
dene vrste riba, srebrni karas - babuska (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 odredivani dip-
loidni broj i morfologija hromozoma. Hromozomi za analizu dobijeni su preparaci-
jom iz tkiva bubrega, prema metodi Fontana i sar. [24].

Rezultati rada i diskusija / Results and discussion

Pored toga Sto je ustanovila i citogeneticki analizirala uniseksualne,
triploidne, ginogenetske linije srebrnog karaSa - Carassius auratus gibelio B.,
FiSterova je [13, 14], u vodama Jugoslavije, ustanovila prisustvo i citogeneticki
analizirala biseksualne populacije ove vrste [12, 13, 15], kod kojih je (kao i kod
uniseksualnih linija), broj hromozoma varirao, ¢ak i individualno - od 98 do 104
(slike 1,2, 31 4).

Slika 1. Kariotip muZjaka srebrnog karasa Carassius auratus gibelio, B. - 2n = 100
Figure 1. Karyotype of a male Carassius auratus gibelio, B. - 2n = 100
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Osnovni kariotip vrste €ini kariotip od 2n=100 hromozoma (slika 1).
On se sastoji od: 24 metacentrika, tj. 12 pari metacentricnih 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 nadenog i citogenetiCki analiziranog muzjaka iz Tamisa [12].

Na slici 2 prikazan je kariotip zenke, uhvaéene u Dunavu, koja pose-
duje 2n=102 hromozoma. Slika kariotipa, prema morfologiji hromozoma, ista je
do 2n =100, s tim Sto je povecanje broja povezano sa povec¢anjem broja najsitni-
jih akrocentrika. Ova jedinka poseduje jedan par najsitnijih akrocentrika viSe od
jedinke sa 2n=100, tako da je NF = 158. Na slici 3 prikazan je kariotip muZzjaka sa
2n=104 hromozoma, gde je NF = 160. Broj, takode, varira u grupi najsitnijih akro-
centrika, dok su broj i morfologija ostalih hromozoma o¢uvani, pa je 2n = 100 = (2
—4).

Slika 2. Kariotip Zenke Carassius auratus gibelio, B. sa 2n = 102
Figure 2. Karyotype of Carassius auratus gibelio, B. - a female with 2n = 102

Ocigledno 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 3. MuZjak srebrnog karasa Carassius auratus gibelio, B. sa 2n = 104
Figure 3. Carassius auratus gibelio, B. — a male with 2n = 104

Slika 4. Kariotip ginogenetskih uniseksualnih jedinki Carassius auratus gibelio, B.
sa3n =158
Figure 4. Karyotype of gynogenetic unisexual individuals of Carassius auratus gibelio, B. with
3n = 158
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mozoma nije promenjen. Ove variraju¢e hromozome Fisterova [12, 13, 14, 15]
smatra, prema ponasanju i konstituciji, sliénim B hromozomima, tj. naziva ih B-
analozima. Istovremeno navodi hipotezu o njihovom moguéem nepravilnom
razdvajanju tokom mejotic¢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 mozda, na taj nacin — razli¢itih karioklonova uniseksualnih linija
ove vrste, smatra FiSterova [13, 14].

Na slici 4 prikazan je kariotip uniseksualnih jedinki srebrnog karasa
koje pripadaju ginogenetskoj, triploidnoj — populaciji iz PanCevackog 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 sloze u grupe od po tri —triplete. Na taj nacin 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 akrocentriénih hromozoma [13]. U Dunavu su nadene gino-
genetske jedinke koje su posedovale 160 hromozoma [43].

Ove morfoloSke grupe u potpunosti odgovaraju broju hromozoma po
grupama, koje su ustanovljene kod muzjaka sa 2n=100 hromozoma; tj. n = 50, s
tim Sto se viSak iskazuje u grupi od osam najsitnijih akrocentrika 3n = 3x50 + 8 B
- analoga, ¢ime se potvrduje 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 x50 + 10 B -
analoga), ima ¢ak 10 akcesornih hromozoma.

Pored navedenih i prikazanih nalaza, razli¢iti kariotipovi (numericki
varijabilni) kod uniseksualnih linija srebrnog kara$a ustanovljeni su u razli¢itim vo-
dama na tlu bivSe Jugoslavije, u Bosni [40] i Velikoj Moravi [43], kao i Sirom evroa-
zijskog kontinenta u okviru velikog broja podvrsta vrste Carassius auratus.

Kao §to je poznato, najveci broj riba familije Cyprinidae poseduje ka-
riotip koga €ini diploidni broj 50-52 hromozoma [27, 8, 25, 26, 1,10, 11], madaima
vrsta i sa 2n = 48. Danas je nesumnjivo da u okviru familije Cyprinidae postoje
vrste tetraploidnog porekla, kao sto je to slu¢aj, na primer sa Saranom (Cyprinus
carpio, L). Sta vise, tetraploidizacija se izgleda nezavisno dogodila u okviru tri
roda Cyprinidae i to u rodovima: Cyprinus, Barbus i Carassius [27]. Kao dokaz
ovome u nauc¢noj literaturi, prilazu se citogenetski podaci — o o&itom dupliranju
broja hromozoma [31, 32, 33, 5, 6, 7, 39, 44], podaci o dupliranju koli€ine jedarne
DNK i elektroforetski podaci o duplikatnoj genskoj ekspresiji [4, 33, 28, 9, 42, 10,
11]. Broj hromozoma $arana, na primer, — izgleda da se kre¢e izmedu 98 i 104.
Naime, mnogi istrazivaci su ustanovili razli¢it broj hromozoma u razli¢itim popula-
cijama. Ohno i sar. [32, 33], dozvoljavaju moguénost da broj hromozoma Sarana,
po sebi, varira. Takode se uo€ava da poslednja Cetiri, najsitnija akrocentrika u toku
profaze prve mejoticke deobe, grade kvadrivalentnu formaciju, dok ostali parovi
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homologa normalno sinapsiraju kao bivalenti. Pojava se tumaci kao - ostatak
prvobitne tetraploidije, koja je postojala pre nego $to se ponovo uspostavila
konacna disomija; odnosno, predstavlja stanje kada su prvobitno postojala i
sinapsirala ¢etiri homologa. Medutim, pojava ovakvog sinapsiranja moze da bude
uzrok ,gubljenja” ovih si¢usnih hromozoma. Ako ne nastane pravilno i pravovre-
meno razdvajanje ovih hromozoma iz tetravalentne formacije i eventualno nasta-
ne gubitak koorijentacije u prostoru, ovo, takode, moze da uzrokuje nastanak
»=aneuploidnih” gameta. Drugo je pitanje verovatnoc¢e sa kojom ¢e nastajati ovakvi
gameti ili hoce li oni da budu vijabilni i sposobni za oplodenije. Ipak, izgleda da je
ova pojava uzrok numericke varijabilnosti kod $arana [34, 36, 13, 20, 22]. Cini se,
medutim, da je jo$ jedan par akrocentrika, kako smatramo, podlozan gubitku.
Tome u prilog idu nalazi $arana sa diploidnim brojem hromozoma, 2n=98 [41, 2,
3]. Nedostatak ovih hromozoma, o€ito ne pokazuje neke uocljive fenotipske
efekte i sasvim jasno, nije letalan. lako tokom nasih istraZivanja $arana dunavske
populacije, nismo nasli jedinke kod kojih bi broj hromozoma odstupao od 2n=
104 [22], 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 [12, 13, 14, 15, 34, 35, 38, 29,
30]. Sto se ti¢e morfologije hromozoma, vrlo je moguée da i tu postoji izvesna vari-
jabilnost. Kako drugacije 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 Cisto vizuelnom, znadi i - subjektivnom metodom. Ostaje da primena
savremenijih metoda razotkrije eventualne greske u dosadasnjim procenama.

Proucavanja vrste Carassius auratus gibelio B. ukazuju da ovu vrstu,
tetraploidnog porekla, u vodama Jugoslavije (slike 3, 4, 5i 6), nesumnjivo odlikuje
postojanje numericke varijabilnosti hromozoma [12, 13, 14, 15, 20, 22].

Ohno i Atkin [31] i Ohno sa sar. [32] 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
[32, 33]. To smo, takode, utvrdili kod biseksualne populacije u nasim vodama [12,
13, 14, 15, 20, 22], takode i varijabilnost broja hromozoma u okviru ginogenetskih
triploidnih linija, koje Fisterova [13, 14], naziva karioklonovima i objasnjava mo-
guénosti njihovog nastanka, preko aneuploidnih gameta. Naime, ona pretpostav-
ljia da je moguéi uzrok nastanka aneuploidnih gameta u nepravilnom mejotickom
ponasanju prekobrojnih, varijabilnih akrocentrika — B-analoga kod biseksuala.

Najveci broj jedinki uklije (Alburnus alburnus, L.), koje su citogeneticki
analizirane, sadrzao je diploidni broj 2n=50 hromozoma u kariotipu (slika 5). Me-
tacentricnih hromozoma ima 8 pari, tj. 16 metacentrika. Submetacentri¢nih je 6
parova hromozoma, tj. 12 submetacentrika. Subakrocentri¢nih je, takode, Sest
pari, tj. ima 12 subakrocentrika. Grupa akrocentrika se sastoji od 5 parova, tj. ima
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10 akrocentrika. Zenski pol je heterogametan, a Z - hromozom je najvedi u gupi
subakrocentrika. Vrednost broja hromozomskih kraka iznosi NF=90. Broj hromo-
zoma odgovara broju koji su ustanovili Fontana i sar [24], Cataudella i sar. [8] i
VujoSevi¢ i sar. [43]. Podaci o morfologiji se donekle razlikuju kod raznih autora,
ali uglavhom je pitanje izmedu grupe meta — i submetacentrika.

Slika 5. Kariotip Zenke uklije - Alburnus alburnus, L.
Figure 5. Karyotype of a female Alburnus alburnus, L.

Pored jedinki koje sadrze 2n = 50, FiSterova je ustanovila da izvestan
broj jedinki iz Dunava, Kolubare i Save, u svom kariotipu sadrzi jedan veliki meta-
centrik, pri ¢emu ukupan broj varira od 2n = 50 - 52, a najceSc¢e iznosi 51. Meta-
centrik ima veli¢inu, na osnovu koje bi moglo da se zakljuci da predstavlja Robert-
sonovu fuziju — translokaciju — najverovatnije dva najkrupnija akrocentrika (prvi
par akrocentrika). Ove jedinke tako sadrze nesto Sto 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 zacetka ozbiljnog populacijskog polimor-
fizma koji bi mogao da se odrzi u populaciji!? - o Cijem se efektu u ovom trenutku,
ne moze upustati u diskusiju, jer su jedinke koje je nose, na prvi pogled fenotipski
normalne, tj. vijabilne i ne odudaraju svojom spoljasnjoS¢u od drugih srodnika
iste vrste. To je, verovatno, jedan od razloga da se i ovaj neobi¢an hromozom sve
CesSce svrstava u takozvane B - hromozome, Cija geneticka funkcija nije do kraja
objasnjenja. Medutim, treba naglasiti da se ve¢ iz prilozenog moze da zakljuci da
su razlike izmedu genetickog ustrojstva sisara i nizih kicmenjaka (iako su B — hro-
mozomi utvrdeni i kod sisara) ogromne u smislu mogucnosti prezivljavanja pore-
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mecaja ravnoteze genetickog materijala. Najveci broj numerickih i strukturnih
promena kod sisara selekcionira su mozda jo$ na nivou gameta, zatim u ranim
stadijumima razvi¢a, putem spontanih pobacaja, a ukoliko dode do radanja, po-
tomstvo nosi zna¢ajna opterecenja i malformacije, a kod Coveka skoro uvek, osim
u nekim slu¢ajevima vezanim za polne hromozome i zna¢ajnu mentalnu retarda-
ciju. Mozda je i sre¢a $to se kod sisara malo toga moze da prezivi, ali to ne uma-
njuje znacaj stalno prisutnog rizika od geneti¢kih optereéenja.

Slika 6. Alburnus alburnus, L. — kariotip muZjaka sa Robertsonovom
translokacijom — B hromozomom
Figure 6. Alburnus alburnus, L. — karyotype of a male with Robertson’s translocation —
B chromosome

Zakljucak / Conclusion

Osnovni broj hromozoma kod srebrnog karasa, u okviru biseksualne
populacije je 2n = 100. Varijabilnost u broju hromozoma biseksualne populacije,
ustanovljena je kod jedinki u nasim vodama 2n = 100 + 2-4, a takode i varijabil-
nost broja hromozoma u okviru ginogenetskih triploidnih linija, koje FiSterova [13,
14] naziva karioklonovima i objasnjava mogucénosti njihovog nastanka, preko
aneuploidnih gameta. FiSterova [13, 14, 15], pretpostavlja da je moguéi uzrok
nastanka aneuploidnih gameta u nepravilnom mejotickom ponasanju prekobro-
jnih, varijabilnih akrocentrika — B-analoga, kod biseksuala.

Kao Sto kod srebrnog karaSa postoji i kako izgleda — uspeSno se
odrzava varijabilnost u broju hromozoma, tako kod uklije (Alburnus alburnus, L.),
izgleda da uoCena Robertsonova fuzija — translokacija, uspesno opstaje i pred-
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stavlja izvor prirodne varijabilnosti. lako ne znamo jesu li geni ovog hromozoma
aktivni ili ne, kao §to se €ini i kod ve¢ opisanih B-hromozoma mnogih vrsta,
narocCito biljnih, oni mogu da imaju katkad i svoju tajanstvenu i dakako, vrlo
znacajnu funkciju (pojava preferencijalnog sparivanja gameta - kod kukuruza, na
primer, i sli¢no).

Istovremeno, ve¢ smo naveli neka poredenja sa sisarima i zakljudili
kako zajednic¢ko poreklo, sli¢ne genetiCke 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 odredenje pola u smislu — hetero-gametnog Zenskog pola i drugi sistemi
odredenja pola), dok je kod organizama na vi$oj evolutivnoj lestvici, svaki pore-
mecaj ravnoteze, bio on materijalan — koli€inski, ili funkcionalan — najéeS¢e koban.
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ENGLISH

NUMERICAL AND STRUCTURAL CHROMOSOME POLYMORPHISM IN FISH
SPECIES Carassius auratus gibelio, B. AND Alburnus alburnus, L.

Svetlana Fister

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=100C22-4). 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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PYCCKUU

HYMEPALMOHHbIA N CTPYKTYPHbIA MOMMMOP®U3M XPOMOCOM Y Pbib
BWUAbl - Carassius auratus gibelio, B. v Alburnus alburnus, L.

CseTnaHa ®uwitep

MokasaHu pe3ynbTaTbl LMTOreHeTUHECKNX nccneaoBaHuii pold Buaa Caras-
sius auratus gibello, B. n Bnga Alburnus alburnus, L. OnpegeneH kapnotun pbl6, NoB-
NEeHHblEe Ha pasfMYHbIX JIoKanbHbIX MecTax Bog B Cepbun. B pamkax 6ucekcyanbHom
nonynsuum cepebpsaHoro kapacs Carasius auratus gibelio, B., 3ame4eHa BapnabunbHOCTb
B YuCrne NOCNeAHux, MernbYanlinx akpoueHTpukos (2n = 10000 3Tu BapbupyoLwme
aKLeCCOpHble XPOMOCOMbI Ha3BaHbl B-aHanoramu. YcTaHOBIEHO YNCITO XPOMOCOM (3n =
150+8 1 3n = 150+10) n faHbl XapakTEPUCTUKN KapuoTuna y rmMHOreHeTUYECKMX JINHUIA
TPUNNONAHbIX CAMOK. YKa3aHO Ha 3TO, YTO CyLUMe KJIOHbI Pa3fin4aroTcs B YMCE XPOMO-
com, T.e. B uncne b-aHanoros, KOTOpble BEPOATHO M NPUYMHA BO3HUKHOBEHUS - TMHOre-
HETUYECKMX KapWOKJITOHOB.

VY Bbiga Alburnus alburnus, L. (yknwvje), ycTaHOBNEHO CyLeCTBOBaHME U3Me-
HEHHbIX KapnoTUMNOB C 60NbLIMM MeTaLeHTPUKOM-y3nen PobepTcoHa, TpaHcokaumnen,
COCTaBAOLLYIO BEPOSATHO ABa HanbobLUNX akpoLeHTprKa. PaccMoTpeHa BO3MOXXHOCTb
OZlep>XaHns BapnabunbHOCTM B NONyNAUMSX 9TOro Buga. Pesynbtartbl ANCKYTMPOBaHbI B
OTHOLLUEHNM PACCTPOMCTB A0 KOTOPbIX 3Tbl U3MEHEHMS NPUBOAAT B PENPOAYKLNA U BO3-
MOXXHblE CNeACTBMUSA, KOTOPblE MOTYT OXXMAATbCSA B MOTOMCTBE.

KntoueBble cnosa: KapmoTtun, pbl6|/|, XPOMOCOMbI, HymepaunOHHble a6eppaqvw|,

XpOMOCOM, TpaHcnokauus PobeptcoHa, 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 MOGUCNOSTI POJAVE VIRUSA AFRICKE 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.

Kljucne reci: African Horse Sickness (AHS), virus, chenges, genus,
»Culicoides”, Bulgaria

Introduction / Uvod

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

*

Rad primljen za Stampu 28. 1. 2003. godine

** ], Chenceyv, N. Nedelchev, J. M. Sanchez-Vizcaino, National Diagnostic Research Veterinary
Medical Institute, Sofia, Bulgaria; L. Romero, INIA - Valdeolmos, Madrid, Spain
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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 [1, 3, 4, 7, 14, 16].

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 [2, 5, 6, 8, 9, 15, 16].

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. Allim-
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.

Materials and methods / Materijal i metode rada

Serological investigations | Seroloska istrazivanja

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 (CJOD) that was lower or equal to [JOD 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 | Entomoloska istrazivanja

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 | Epizootioloska 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.

Results / Rezultati rada

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 seroloskih istrazivanja u oblastima koje se granice sa Turskom putem ELISE radi
otkrivanja antitela na AHS virus kod ekvida

) Date / Datum Date / Datum Date / Datum Date / Datum
Animal ) May 24, 2000 June 26, 2000 July 20, 2000 October 20, 2000
species — — — —
Viste Tested / Positive /| rogted / Positive /| posted / Positive /| qosteq / Positive /
Jivotinia . Pozitivno, . Pozitivno, . Pozitivno, . Pozitivno,

J: Ispitano % Ispitano % Ispitano % Ispitano %
["{';1;.39/ 97 0 97 0 97 0 97 0
Donkey /1 5y 0 21 0 21 0 21 0

lagarac
not
]'\I/IJUIe / 5 0 5 0 tested / 0 5 0
ula nijje
Ispitano

25



Vet. glasnik 57 (1 - 2) 23 - 29 (2003) I. Chenchev et al.: Investigation of possibilities for
appearance of african horse sickness virus and changes in species of the genus ...

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. Ustanovijene vrste kulicida u Bugarskoj u 2000. godini

Species of Culi- District/ Oblast

coides / -
Vista kulicida Bourgas Yambol Haskovo Kirdjali

N of collections /
Broj zbirki

Period of
collections / 5.7 - 25.10.2000. | 15.7 - 20.11.2000 | 3.9 -25.10.2000 | 1.8.-1.11.2000.
Period sakupljanja

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*

+
N
.
+

C. gejgelensis

+
|
|
|

C. simulator*

C. chiopteris — + + _

C. corsicus* + - - -

C. derisor* - + - -

C. kurensis + - - -

C. nubeculosis + + + +

** _ Species dominating in pool mixture / Dominantne vrste u pulu mesavine
* - Single exemplars / Pojedinacni primerci
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Discussion / Diskusija

The spreading of culicoides has so far included territories between
latitudes 35° South and 40° North.The main carrier of the virus of AHS and Blue
tongue disease, which transmits them to ruminants in South Africa is C. imicola
[10, 11, 12]. 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 42° 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 [10, 12, 13, 14, 15].

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.

Conclusion / Zakljuéak

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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SRPSKI

ISPITIVANJE MOGUCNOSTI POJAVE VIRUSA AFRICKE KUGE KONJA | PROMENE
U VRSTI RODA ,,KULICIDE” U BUGARSKOJ

. Chencheyv, N. Nedelchev, J. M. Sanchez-Vizcaino, L. Romero

Africka 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, namec¢u
potrebu da se obavlja posmatranje konja blizu granica, stroga kontrola Zivotinja koje ulaze
u zemlju i izlaze iz nje, a posebno Zivotinje koje se vracaju u zemlju posle duzeg boravka ili
uceSca na trkama. Razradena su uputstva za obavljanje veterinarskih pregleda u sluc¢aje-
vima kada se bolest pojavi u Bugarskoj, posto je prosle godine bilo pojava bolesti plavog
jezika u oblastima zemlje koje se granic¢e sa Turskom (ova bolest ima iste epizootske vek-
tore Sirenja).

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-metodoloske osnove za dijagnozu eg-
zoti¢ne zarazne africke kuge konja u Bugarskoj.

Kljuéne reci: afriCka kuga konja (AHS), virus, promene, rod ,Kulicide”, Bugarska
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PYCCKUN

UCMNbITAHNE BO3MOXXHOCTU ABNEHUS BUPYCA A®PUKAHCKOW YYMbI
JIOWAOEN U UBSMEHEHUA B BUAE POJA ,.KULICIDE” B BONIFAPUA

WU. YeHueB, H. Hegenues, J. M. Sanchez-Vizcaino, J1. Pomepo

AdpukaHckasn Yyma nowagen (A4JT) go cux nop He nosiBnsAnack B bonrapmu.
KoHTakTbl ¢ cTpaHamu B KOTOPbIX BEPYeTCs, YTO €CTb CryyaeB 3TON 601e3HN, u 6mu-
30CTb 3TUX CTPaH, HaBA3bIBAIOT HY>XAY, YTOObl COBEPLWNTL HabnoAeHWe nowaaen 6ms-
KO rpaHuLbl, CTPOMUA KOHTPOSb XXMBOTHbIX, BXOAALWME B CTPaHy N BbIXOASLME U3 HEé, a
OTAENBHO XMBOTHbIX, BO3BpaLlaemMble B CTpaHy nocne 6onee 4onroro npebbiBaHns B 3a-
rpaHviye mnm ydactmsi Ha 6erax. PaspaboTaHbl yKasaHus A5 COBEpLUEHMSI BETEpU-
HapHbIX OCMOTPOB B Crlyyasx, Korga 60mnesHb nossuTcsa B bonrapum, Tak Kak npoLuioro
roga 61110 SiBfieHNI 601€3HM CUHETO A3biKa B 061aCTAX CTpaHbl, rpaHudmmble ¢ Typumen
(9Ta 60ne3Hb MMeEeT Takne e ANM300TUHECKNE BEKTOPbI PACLUNPEHUS).

Ceponornyeckue MCnblTaHUSI KPOBSIHOrO cepyma Jowagen M3 Takux Xe
JepeBeHb 1 061acTen B TeHeHWe 04HOro akTMBHOIO nepuoaa néta kulicidov nytém ELISA
TecTa He nokasasnu NpPUCYTCTBUE aHTUTES Ha 3Ty ONacHyto 3apasHyo 60M1e3Hb.

OT1a paboTa cogenicTtBoBana BblIpaboTKe Hay4HO-METOL0NOrMHYECKON OCHO-
Bbl A4J15 AMarHo3a 3K3CTMYECKOW 3apasHoi addpnKaHCKOoN Yymbl nowagen B bonrapun.

KntoueBble crnosa: acppukaHckas dyyma nowagen (A4J1), Bupyc, nsameHeHus, pog
»Culicide”, bonrapus
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POJAVA INFEKTIVNOG LARINGOTRAHEITISA NA
FARMAMA U VOJVODINT’
OCCURRENCE OF INFECTIOUS LARINGOTRACHEITIS ON FARMS
IN VOJVODINA

D. Orli¢, M. Kapetanov, Mira Kovacevi¢, Maja Velhner,
Dragica Stojanovié™

Infektivni laringotraheitis je zarazno, virusno oboljenje Zivine koje
je rasprostranjeno po celom svetu, a u odredenim vremenskim inter-
valima pojavijuje se i u Vojvodini. Poslednji put je bolest opisana 1988.
godine. Ovu bolest prate velike ekonomske Stete usled visokih ugi-
nuca i znacajnog pada proizvodnih rezultata. Bolest je najcesce akut-
nog toka, a moZe da proti¢e u subakutnom i hroni¢énom toku. Manifes-
tuje se simptomima respiratorne depresije, oteZanog disanja i izbaci-
vanja sluzavog sadrZaja sa primesama ugrusane krvi. Bolest izaziva
alfa herpes virus. Posle 2 do 6 dana od infekcije stvaraju se intranukle-
arne inkluzije. Inkluzije su u ¢elijama povrsinskog epitela traheje i boje
se po Gimza metodi ili hematoksilin eozinom. Histopatoloski nalaz
inkluzija, kliniCka slika i epizootiolosko stanje u regionu su dovoljni za
postavljanje dijagnoze ILT. Dijagnoza moZe da se potvrdi direktnom
izolacijom virusa ili indirektno seroloskim metodama od kojih je naj-
prihvatljiviia metoda ELISA test.

Kljucne reci: Laringotracheitis infectiosa avium, herpes virus,
epizootiologija

Uvod / Introduction

Infektivni laringotraheitis (ILT) je veoma zarazna bolest Zivine koja je
utvrdena u mnogim podrucjima sveta. Bolest su prvi opisali jo$ 1925. godine May i
Tittsler. O pojavi ILT u biv§oj Jugoslaviji prvi saopstava Turnev, 1961. godine, a po-
tom Velhner i sar. 1988. godine.

* Rad primljen za $tampu 31. 3. 2003. godine

** Dr Dugan Orli¢, vi$i nau¢ni saradnik, dr Milo$ Kapetanov, nau¢ni saradnik, dr Mira Kovadevic,
naucni saradnik, dr Maja Velhner, visi naucni saradnik, dr Dragica Stojanovi¢, nau¢ni sarad-
nik, Naucni institut za veterinarstvo ,Novi Sad”, Novi Sad
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Bolest naj¢esSc¢e ima akutan tok, a u poslednje vreme pojavljuje se ina-
parentno u subakutnom i rede u hroniénom toku.

Ispoljava se simptomima respiratorne depresije, dahtanjem i iskaslja-
vanjem sluzavog i krvavog sadrzaja.

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

Na nasim podrucjima ILT se ne pojavljuje Cesto (1961. i 1988. godine)
ali je sigurno u odredenim periodima prisutan, a farmeri i stru¢na javnost ipak o
pojavljivanju ove zarazne bolesti nemaju dovoljno saznanja. Iz tih razloga ova
istrazivanje ¢e doprineti boljem prepoznavanju bolesti i dijagnostici ILT-a.

Materijal i metode rada / Materials and methods

Materijal za ispitivanje potice iz tri farme sa istog epizootioloSkog po-
druéja, na kojima se pojavila zaraza ILT-a u leto 2002. godine. Smatramo da je
vazno anamnestiCki da se zna da se prvi sluc¢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 klinicki
opservirana. Radena je obdukcija i uzet je materijal, traheje sa sadrzajem, za his-
toloska ispitivanja. Uzorak traheje se stavlja u rastvor formalina, a zatim se prave
histoloSki preparati i boje Giemsa metodom ili hematoksilin eozinom, pri ¢emu se
u ¢elijama povrsinskog epitela zapaZzaju intranuklearne inkluzije. Ove inkluzije su
karakteristiCne za inkluzije herpes virusa infektivnog laringotraheitisa.

Virus infektivnog laringotraheitisa se u laboratorijskim uslovima kul-
tiviSe na embrioniranim pileéim jajima i kulturi tkiva: jetri, pluéima, 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
seroloSkog ispitivanja prisustva specificnih antitela za virus ILT ELISA metodom.
Isti serumi su ispitani na infektivni bronhitis ELISA metodom i brzom aglutinaci-
jom na mikoplazme radi diferencijalne dijagnoze. Seroloska ispitivanja ELISA me-
todom su uradena u laboratoriji za zivinarstvo kompanije Babolna u Madarskoj.

Rezultati rada i diskusija / Results and discussion

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 uZem epizootioloSkom podrucju 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 Zivinarstvu Srbije javlja veoma retko. Poslednja zaraza je opisana pre
viSe od deset godina u Vojvodini [6], dok je pojava zaraze ILT u svetu mnogo
ceSéa [1].

U prvom slucaju bolest se pojavila iznenada, veoma tiho, sa simpto-
mima potiStenosti, smanjenim apetitom. Posle 6 do 7 dana pojavili su se i uogljivi
respiratorni simptomi bolesti i uginu¢a. Na epizootioloSkom podruéju Vojvodine u
to vreme nije bilo pojave ILT-a. Ovakvo pojavljivanje je karakteristicno za suba-
kutnu formu ILT o ¢emu izveStavaju mnogi autori [1, 4, 5]. Infektivni laringotraheitis
se pojavio na jo$ dve susedne farme, ali u nesto ostrijoj formi. Respiratorni simp-
tomi su bili jace izraZeni sa uodljivim koagulima krvi po zidu i prostirci ispod nipl
sistema za napajanje. KokoSke su potistene i stoje sa zatvorenim o¢ima. Izrazen
je konjunktivitis sa velikom koli¢inom eksudata. Pri inspirijumu ispruzaju glavu i
vrat, uz istovremeno otvaranje kljuna. U objektu se Cuje karakteristi¢no krkljanje.
Proizvodnja jaja je poCela da opada za 30 posto, i pojavila su se uginuéa. Morbidi-
tet se kretao oko 40 posto, mortalitet od 2 do 16 posto, a nosivost se pocela da
povecava posle tre¢e sedmice od pojavljivanja klini¢kih simptoma bolesti. Vecéina
autora opisuje ovakvu klini¢ku sliku, morbiditet i mortalitet kod ILT, i sa znacajnim
padom produkcije jaja [6, 1, 4, 5].

U epizootiologijii patogenezi ILT-a primarni domacin su pili¢i i kokoSke
u uzrastu od 3 do 9 meseci, mada mogu da obole i druge starosne kategorije.
Fazani, takode, 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 nadin inficiranja virusom ILT-a se odvija preko respiratornog
sistema i preko o¢ne konjunktive. Bolest moze da se prenosi i peroralnim putem.
Prenosenje virusa ILT-a preko jaja nije dokazano, a inficirani embrioni uginu pre
leZzenja. Vakcinisana Zivina, takode, moze da bude izvor infekcije kao zivina koja je
prebolela infektivni laringotraheitis. Kod zivine koja je prebolela infektivni laringo-
traheitis, virus moZe da se izoluje iz traheje i posle dve godine od infekcije. Jed-
nom inficirano jato je trajni nosilac virusa, iako ne pokazuje klinicke simptome
bolesti. Virus kod prebolelih jedinki perzistira u trigeminusnom ganglionu [3].

Posto virus ILT-a perzistira u gornjim delovima respiratornog sistema
patolosko-morfoloSke promene su locirane uglavnom na tom delu respiratornog
sistema, narogito 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 sadrzaj postaje sirast sa prisutnim krvavim
ugruscima, a sluzokoza edematozna, §to moze da uzrokuje parcijalnu ili potpunu
opstrukciju traheje i larinksa i kona¢no, guSenje. Plu¢a naj¢eS¢ée nisu promenjena
i samo u protrahiranim slu€ajevima nalaze se pneumoni¢na ognjista. Kod protra-
hiranog toka bolesti izrazeni su edem i kongestija epitela konjunktiva i infraorbital-
nih sinusa [6, 4, 5].

HistopatoloSke promene su najuodivljije na sluzokozi nosa i traheje.
Mikroskopske promene variraju u zavisnosti od stanja bolesti. Prve promene u
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¢elijama se zapaZaju u jedru za vreme formiranja kapsida virusa. Kako promene
u ¢elijama napreduju, ¢elije se uvecavaju, 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 napreduije, ¢elijska infiltracija postaje sve jaCe izraZzena u traheji i larinksu.
Posle 2 do 6 dana od izbijanja bolesti zapaza se pojavljivanje intranuklearnih
inkluzija, a po nekim autorima i ranije od 12 ¢asova posle infekcije. Inkluzije se na-
laze u ¢elijama povrSinskog epitela i boje se Gimza metodom ili hematoksilin eozi-
nom, pri Cemu se zapazaju kao ovalne tvorevine koje ispunjavaju najveci deo je-
dra, a okruzene su tankim svetlim prstenom. Ove inkluzije klasicne Cowdry-tipa A,
karakteristiCne su za inkluzije herpes virusa ILT-a [2].

Postavljanje dijagnoze infektivhog laringotraheitisa zasniva se na kli-
ni¢koj slici, epizootioloSkoj anketi u regionu, patolosko-histoloSkom nalazu i
narocCito u postojanju intranuklearnih inkluzija. Potrebno je da se svi ovi nalazi i
potvrde dokazivanjem prisustva virusa ILT, bilo direktnom izolacijom ili indirektno
seroloSkim metodama od kojih je najprakti¢niji ELISA test. U naSem slucaju 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 opstih mera biosigurnosti na visi nivo.

Zakljuc¢ak / Conclusion

Infektivni laringotraheitis Zivine je bolest koja se nalazi na listi zaraznih
bolesti koje se po Zakonu obavezno prijavljuju, iako se bolest ne pojavljuje Cesto.
Ova opaka i teSka zarazna bolest rede se pojavljuje na epizootioloSkom podrucju
Vojvodine, u periodima duzim od 10 godina. Morbiditet se kretao oko 40 posto, a
mortalitet do 16 posto. Pad proizvodnije jaja je bio viSe od 30 posto, da bi se posle
Cetiri sedmice vra¢ao na normalnu proizvodnju.

Posle prestanka klinickih 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 izlezenih pili¢a.

Klini¢ka slika i patoloSko-histolo$ki nalaz su dovoljni i pouzdani dokazi
za postavljanje dijagnoze infektivnog laringotraheitisa. Potrebno je da se dijag-
noza ILT potvrdi nalazom virusa ili seroloski u ELISA testu, ispitivanjem seruma
obolele Zivine.
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ENGLISH

OCCURRENCE OF INFECTIOUS LARINGOTRACHEITIS ON FARMS IN VOJVODINA
D. Orli¢, M. Kapetanov, Mira Kovaéevi¢, 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

PYCCKUA

ABJNNIEHME MHOEKLUMNOHHOIO NIAPUHITOTPAXEUTA HA ®EPMAX B BOEBOAVHE
[. Opnuy, M. KanetaHos, Mupa Kosauyesu4, Masa BenxHep, [paruya CtoaHoBUY

WNT pgomawHmnx ntuy 60ne3Hb, KOTOpas pexXke MOsIBISEeTCA Ha 3nmM300-
TOMOrMyecKon NoABedoMCTBEHHON 0b6naTv BoeBoguHbl a MMeHHO B nepuogax nuHee 10
net. 3abonesaemocTb Asuranacb okono 40%, a cmepTanbHocTb Ao 16%. MNageHve npo-
nssogacTaa anL 6b1no ceepx 30 %, 4Tobbl Nocne 4 Hefenb BO3BPaLLanoch Ha HopMarbHoe
Npou3BoOACTBO.

Mocne npekpaweHns KIMHUYECKUX CUMMTOMOB 60NE3HW U MPOBeAEHHbIX
MEepOonpUATUA KapaHTUHa B NpoAosrmkeHumn oT 30 aHen n aesnHekumm auy hopmanbsae-
rMAHBIMX Napammn 1 5% Nepokcbio BOAOPOAA, He ObiNo ABMEeHNS 60/1e3HNY BbIBEAEHHBIX
LbInsaT.

KnuHnyeckas KapTvHa n naTorMcTonorM4eckunin pesynbTaT 4OCTaTOuHbIE 1
HaféXHble fJoKasaTtenbcTsa Ana noctasneHuns avarHosa WITT. OuarHos WIIT HyxXHO
NoATBEPAUTL MOMOXMUTENbHBIM Pe3yNnbTaToM BUpyca unv ceponornyecku B ELISA Tecte
ucnblTaHMeM cepyma 3aboneBLUNX AOMALLHUX NTUL,.

KntoueBble cnoea: napuHroTpaxeut infektiosa avium, repnec Bupyc, ann3o0Tosorns
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HETERAKIDOZA FAZANSKE DIVLJACI®
HETERACIDOSIS IN PHEASANTS

I. Pavlovi¢, Z. Kulisié, Iulia Florestean®™

Oboljenja parazitske etiologije zauzimaju znacajan udeo u patolo-
giji fazanske divija¢i u prirodnim stanistima i vestackom odgoju. Is-
traZivanja sprovedena u svetu i kod nas pokazala su da heterakidoza,
uz kokcidiozu, singamozu i askaridiozu predstavlja jednu od najznacaj-
nijih parazitskih bolesti ovih ptica.

Po nasSim nalazima Heterakis isolonche je ustanovijen u 26,13
posto fazana u uzrastu 4 do 14 nedelja i 14,40 posto fazana starijih od
14 nedelja odgajanih u vestackom sistemu drZanja, a kod 18,13 posto
fazana u prirodnim stanistima. Heterakis gallinarum je naden 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 stanista. Iz ovih razlo-
ga ovde dajemo nalaz uzroCnika, kliniCku sliku i patoloske promene,
kao i mere preventive i suzbijanja heterakidoze.

Klju¢ne reci: fazan, heterakidoza, Heterakis isolonche,
Heterakis gallinarum

Uvod / Introduction

Parazitske infekcije predstavljaju zna¢ajan zdravstveni problem fazan-
ske divljaci koji se podjednako javlja kod fazana u slobodnim stanistima i kod onih
u veStatkom odgoju. Vecina vrsta parazita pokazuje malu specificnost prema
domacdinu, tako da se javlja kod velikog broja vrsta ptica ¢ime je olak$ano njihovo
kruZenje u prirodi [13, 14, 23, 32, 36, 39].

Istrazivanja faune parazita fazana sprovedena su u viSe zemalja sa
razvijenom lovnom privredom. Praéene su veéinom ptice u prirodnim stanistima,
rede u veStatkom odgoju i na osnovu tih nalaza doslo se do zaklju¢ka da kok-
cidioza, heterakidoza, singamoza i askaridioza predstavljaju naj¢esce i najznacaj-
nije parazitske infekcije fazanske divljaci [5, 6, 8, 9, 10, 11, 23, 25, 26].

* Rad primljen za $tampu 15. 3. 2003. godine

** Dr Ivan Pavlovi¢,vi$i nau¢ni saradnik, Naucni institut za veterinarstvo Srbije, Beograd; dr Zo-
ran Kulisi¢, profesor, Fakultet veterinarske medicine, Beograd; dr lulia Florestean, Directia
Sanitara Veterinara lasi, 119A Ciurchi Street BI.S8 Ap.22,lasi,Romania
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Ucestali nalazi heterakidoze fazana u nasim odgajilistima i lovistima
bili su razlog za detaljnija ispitivanja prisustva ove helmintoze kod fazana.

Materijal i metode rada / Materials and methods

Ispitivanja su sprovedena u periodu 1998-2000. godine kod 1389
fazana u vestackom 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 staniSta ukupno je pregledano 535 fazana (grupa
C).

Feces je pregledan standardnim koproloskim metodama, dok su
ugunule i iznurene ptice (posle zrtvovanja) pregledane patolosko-anatomskom
sekcijom.

Jaja i odrasle parazite determinisali smo na osnovu njihovih mor-
foloskih karakteristika [2, 4, 12].

Rezultati rada i diskusija / Results and discussion

Heterakis isolonche je ustanovljen kod 26,13 posto fazana u uzrastu 4
do 14 nedelja i 14,40 posto odraslih fazana u veStackom sistemu drzanja, dok je
kod fazana iz prirodnih stanista ustanovljen kod 18,13 posto. Heterakis gallinarum
je naden 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 stanista (tabela 1).

Tabela 1. Nalaz Heterakis isolonche i Heterakis gallinarum kod fazana
Table 1. Find Heterakis isolonche and Heterakis gallinarum in pheasants

Ispitivana Pregledano Pozitivan nalaz / Positive find

grupa fazana / fazana / . . .

Research group FExamined Heterakis isolonche Heterakis gallinarum
pheasants pheasants broj / No. % broj / No. %
GrGL;EI?pA; / 639 167 (26,13%) 159 (24,88%)
G(r#g; E;;/ 750 108 (14,40%) 33 (4,40%)
G(r;ﬁfui;%/ 535 97 (18,13%) 82 (15,33%)
Ukupno / 1924 372 19,33% 274 14,24%

Total (19,33%) (14,24%)

* Grupa A - fazani u uzrastu 4 do 14 nedelja; Grupa B - fazani stariji od 14 nedelja;
Grupa C - fazani iz prirodnih stanista

Klinicku sliku kod inficiranih fazana karakterisao je smanjeni apetit i
zelenkasti proliv sluzavo kasaste konzistencije. Uginuca su bila znatno veca priin-
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ficiranju sa Heterakis isolonche. Narocito su bili ugrozeni fazanciéi kod kojih je
bolest imala akutan tok. Kod odraslih fazana heterakidoza je prolazila u hro-
niénom toku i retko se klinicki manifestovala, tako da su ove ptice bile glavni izvor
infekcije za mlade kategorije.

Pri infekciji nastaloj sa Heterakis isolonche, na sekciji smo zapazali
lezije u vidu noduloznodg tiflitisa, pri €emu je cela povrsina cekuma bila pokrivena
évoriéima koji su prominirali i ispod seroze. Cvorici su &esto konfluirali i obrazovali
difuzna zadebljanja crevnog zida.

Patolosko-anatomski nalaz kod infekcija uzrokovanih sa Heterakis
gallinarum zavisio je od broja parazita, s obzirom da ove heterakide ozleduju slu-
zokozu cekuma usled zavla¢enja larvi u njen povrsinski sloj. Takode je zavisio i od
nacina fiksacije usnim aparatom (odrasli paraziti). U poCetku infekcije zapazao se
veliki broj sitnih ¢vori¢a po sluzokoZi creva. U kasnijoj fazi oni su bili ograniceni in-
flamatornim promenama, a nalaZzene su i ulceracije. Sluzokoza cekuma je bila
ote€ena i zadebljana (slika 1). Kod infekcija jakog intenziteta cekumi su potpuno
bili ispunjeni adultnim parazitima.

Slika 1. Adulti Heterakis gallinarum i patomorfoloske promene na crevima fazana
Figure 1. Adults Heterakis gallinarum and pathomorphological changes in pheasants
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Dobijeni rezultati ukazuju na izuzetan znacaj nematoda iz roda Het-
erakis u nastajanju mnogobrojnih zdravstvenih problema fazanske divljaci, po-
sebno mladeg uzrasta. Pored neposrednog patogenog ucinka heterakisa,
znacajnu ulogu ove nematode imaju i kao vektori za protozou Histomonas me-
leagridis i mnoge vrste bakterija [15, 32]. S obzirom da Histomonas meleagridis
Zivi i parazitira u cekumima ptica, u kojima su inace i heterakisi, velika je vero-
vatnoca da ¢e jaja heterakisa sadrzati vegetativne oblike histomonasa. U spo-
ljaSnjoj sredini, kiSne gliste kao fakultativni prelazni domacini mogu da pojedu jaja
heterakisa, tako da kada fazani pojedu kiSne gliste, Cesto se istovremeno inficiraju
infektivnim oblicima heterakisa i histomonasa [12, 15, 32].

Tokom nasih ispitivanja, ¢esto smo bili u situaciji da se uverimo o
prisustvu kiSnih glista u zemljiStu ispusta volijera.

Na perzistiranje, Sirenje i izbijanje parazitskih infekcija uti€¢u mikrokli-
mat stanista, flora i fauna u njemu, pedoloski sastav tla i svi drugi bioticki i abiotiCki
faktori. Ovi faktori utiCu na prezivljavanje i vitalnost jaja i larvi parazita, kao i pre-
laznih domacina u njihovom bioloSkom ciklusu [2, 3, 12, 17, 27, 28, 29, 30, 33, 35,
39]. Stalni kontakt fazana sa drugim vrstama ptica, nosiocima parazita, uzimanje
hrane ili vode kontaminisane jajima parazita, kao i inficiranih fakultativnih pre-
laznih domacina osnovni su momenti u inficiranju fazanske divljaéi [1, 6, 10, 32,
39].

U vestackom sistemu gajenja, stvorene su velike aglomeracije fazana
na malom prostoru, tako da se u slu¢aju da se pojave infekcije one znatno brze
Sire i zahvataju veliki broj ptica [5, 8, 21, 22, 24, 25]. U poluotvorenom sistemu
drzanja fazana parazitske infekcije ¢ine neminovnu pojavu, tako da nacin drzanja i
preventivne dijagnosti¢ke, zoohigijenske i tehnoloske mere, u mnogome uti¢u na
mogucénost pojavljivanja, odnosno na tok i posledice ovog oboljenja [5, 8, 18, 21,
22, 24, 25].

Polozaj fazanerija, tehnologija odgoja u otvorenim volijerama, velika
aglomeracija fazana u njima, mikroklimat okoline, mnostvo drugih vrsta ptica i
prelaznih domacina u okolini ¢inili su predisponirajuce uslove za infekciju, njen in-
tenzitet i ekstenzitet. 1z tih razloga moraju da se obavljaju preventivni parazitoloski
pregledi, striktno da se razdvajaju starosne kategorije fazana, redovno da se pri-
menjuju dezinfekcija i dezinsekcija i poStuju propisane tehnologije [17, 18, 23, 30,
31]. 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 [7, 11, 19, 20, 23, 34, 35, 37,
38].
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ENGLISH

HETERACIDOSIS IN PHEASANTS
I. Pavlovié¢, Z. Kulisi¢, lulia 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

PYCCKUN
FETEPAKNO3 ®A3AHOBOW AN4YU
WU. NaBnoBwuy, 3. Kynuwuy, lulia Florestean

3aboneBaHnsi napasuTapHoOW 3TUONOTUM 3aHUMAKYT 3HAYNTENbHYIO HacTb B
natonorum ¢a3aHoBON ANYM B NMPUPOLHbBIX MEcTax npebbiBaHWst U UCKYCCTBEHHOM Bbl-
pawmBaHun. Ha ocHOBe MccrnenoBaHUS, COBEPLUEHHbIX B MMpE M y Hac Mpusiocb K
BbIBOAY, YTO reTepakunaos, Npu KoKUMao3e, CMHraMo3e 1 ackapuose npeacraBnsaeT co-
601 0HY N3 Hanbornee 3HaYMTENbHbIX NapasuTapHbIX 601e3HEN ATUX NTUL,.

eTepakngos thasaHoB npuunHAOT Heterakis isolonche v H. gallinarum. Mo
HawwumMm pedynbTtatam H. isolonche yctaHoBneH B 26,1% pasaHoB nm 4-14 Hepenb v
14,4% B3pocnbiX ha3aHOB B UCKYCCTBEHHOM coaepxkaHun, a 'y 18,1% dpasaHoB B npu-
poaHbIX MecTax npebbiBaHua. Heterakis gallinarum HanpeH y 25,1% dasaHoB oT 4-14
Hegernb 1 4,3% B3pocnbix hazaHoB B hasaHepusix, a B 15,3% ¢hasaHoB 13 npnpogHbIxX
MecT npebbiBaHuns. 1o 9TUM NpuydMHaMm, 3gecb Mbl Aaém nokas Bo36yauTens, naTono-
rMYeckue U3MEHEHUS N KIIMHUYECKYIO KapTuHy 3aboneBaHus CMOBHO U MeponpuaTUs
NpPeBeHTMBbI M NOAABMEHNS reTepakugosa.

KnioyeBble cnoBa: dasaHbl, retepaknaos, Heterakis isolonche, Heterakis gallinarum

42



STRUCNI RAD - PROFESSIONAL PAPER

UDK 619:618.39:616.9:636.4

UPOREDNO ISPITIVANJE REZIDUA ANTIBIOTIKA U
MLEKU ENZIMSKOM I MIKROBIOLOSKIM METODAMA®
COMPARATIVE ANALYSIS OF ANTIBIOTIC RESIDUE IN MILK
USING ENZYME AND MICROBIOLOGICAL METHODS

Jelena Petrovié, Vera Kati¢ **

Rezidue antibiotika mogu Stetno da deluju i na zdravlje ljudii ome-
taju preradu mleka u proizvode. Da bi se sprecili ovi nepoZeljni efekti
rezidua, danas se koriste razlicite skrining metode. Osnovni zadatak
ovoga rada je poredenje skrining metoda prilikom ispitivanja mleka sa
razli¢itih mesta u lancu proizvodnje. U radu smo uporedo ispitali tri
skrining metode: mikrobioloske 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 zakljucujemo da su sve tri metode u visokoj medusobnoj saglas-
nosti (kappa vrednost se kre¢e od skoro idealne podudarnosti do ide-
alne podudarnosti) i time ispunjavaju jedan od kriterijuma za ukljuci-
vanje u sistematsku kontrolu mleka na prisustvo rezidua antibiotika.

Kljucne reci: mleko, rezidue, antibiotici, Difuziona metoda, Delvo SP
test, Penzym S test

Uvod / Introduction

Beta laktamski antibiotici se Siroko koriste u terapiji i profilaksi obolje-
nja mle¢nih goveda, pre svega mastitisa, pa stoga ova grupa antibiotika predstav-
ljia najéeScu vrstu rezidua koja moze da se nade u mleku [1]. Rezidue veterinar-
skih lekova obuhvataju izvorni lek i/ili njegove metabolite u bilo kom jestivom delu
zivotinjskog proizvoda [2]. Rezidue veterinarskih lekova u sirovom mleku su
posledica izlu€ivanja, a u mleku za javnu potro$nju posledica su: nepostovanja

*

Rad primljen za Stampu 2.4. 2003. godine

** Mr Jelena Petrovi¢, istraziva¢ saradnik, Nauéni institut za veterinarstvo ,Novi Sad”, Novi Sad;
dr Vera Kati¢, redovni profesor, Fakultet veterinarske medicine, Beograd
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karence, predoziranja, nestruéne primene lekova, odsustva ili neadekvatne kon-
trole.

Rezidue antibiotika i sulfonamida u mleku mogu Stetno da utiCu na
zdravlje ljudi uzrokujuci alergijske reakcije [3], rezistenciju patogenih mikroor-
ganizama [4] i redukciju normalne mikroflore u organizmu [5]. Pored toga,
rezidue antibiotika nepovoljno uti¢u i na tehnoloske procese pri preradi mleka [6].
Da bi se sprecili nepozeljni efekti rezidua, u svetu se primenjuju razli¢iti postupci
kontrole, koji obuhvataju kontrolu proizvodnje, distribucije i upotrebe lekova,
odredivanje nivoa rezidue koji utiCe na zdravlje ljudi i razvijanje metoda za ot-
krivanje te koli¢ine. Danas se za dokazivanje rezidua antibiotika i sulfonamida u
mleku koriste kvalitativne (mikrobioloSke, enzimske, receptor enzimske i imu-
noloske) i kvantitativne metode (HPLC, spektrofotometrijske i masenospektrofo-
tometrijske). Kvantitativne metode daju podatke o vrsti i koli¢ini prisutne rezidue,
medutim, ove metode dugo traju, za njihovo izvodenje je potrebna skupa oprema
i obucen 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 imunoloski, enzimski, receptor-vezu-
juéi ili modifikovani mikrobioloski testovi inhibicije, a za kvantifikaciju rezidua se
koriste HPLC, GC i GC/MC. Pored brzine dobijanja rezultatai jednostavnosti pos-
tupka, kriterijum za izbor skrining metoda, koje bi bile uklju€ene u sistematsku
kontrolu rezidua je i medusobna saglasnost dobijenih rezultata.

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

Izabrane su tri skrining metode koje se naj¢eSée koriste u praksi. Mik-
robioloske inhibitorne metode: Delvo SP test i Difuziona metoda sa B. stearother-
mophilus i enzimska metoda Penzym S test.

Materijal i metode rada / Materials and methods

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, radeno je metodom po Galeslootu i Hassingu [7]. Metoda je
modifikovana u smislu povec¢anja temperature inkubacije sa 55°C na 63°C. Delvo
SP test i Penzym S test su izvodeni prema uputstvu proizvodaca. Proizvodac
Delvo SP testa je Gist-Brocades N.V. Delft, Holandija, a proizvoda¢ Penzym S
testa je UCB-Bioproducts S.A., Belgija.
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Statisticke metode. Saglasnost testova je poredena pomocu kappa
vrednosti [8]. Kappa vrednost se krec¢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, beznacajna podudarnost 0.00 - 0.20
nema podudarnosti 0.00.

Rezultati rada i diskusija / Results and discussion

Rezultati uporednog ispitivanja uzoraka sirovog mleka Delvo SP tes-
tom, Penzym S testom i Difuzionom metodom sa B. stearothermophilus prikazani
su u tabelama 1i2.

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

Difuziona metoda sa

B. stearothermophilus / Penzym S test /
Naziv testa / Diffusion method with Penzym S test
Method used B. stearothermophilus
pozitivho / negativno / pozitivho / negativno /
positive negative positive negative
pozitivno / 5 1 5 1
Delvo SP test / positive
Delvo SP test ;
negativno / 1 13 1 13
negative
pomhxno / 5 1 / /
Penzym S test / posiive
Penzym test negativno /

negative

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
medusobnoj 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 medusobnu podudarnost ova tri testa prilikom ispitivanja mleka iz
tanka sa farme su ustanovili i Seimour i sar. [9].

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 testimaju 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, takode, ide-
alna, posto iznosi 1.00. Interval idealne podudarnosti se odnosi na kappa vred-
nost vec¢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

Difuziona metoda sa
B. stearothermophilus / Penzym S test /
Naziv testa / Diffusion method with Penzym S test
Method used B, stearothermophilus
pozitivno / negativno / pozitivno / negativno /
positive negative positive negative
pozitivno / 3 0 3 0
Delvo SP test / positive
Delvo SP test i
oo o e negativno / 1 16 0 17
negative
pozitivno / 3 0 / /
Penzym S test / positive
Penzym test i
AL negativno / 1 16 / /
negative

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

Difuziona metoda sa
B. stearothermophilus / Penzym S test /
Naziv testa / Diffusion method with Penzym S test
Method used B. stearothermophilus
pozitivno / negativno / pozitivno / negativno /
positive negative positive negative
pOZItI;I!’lO / 3 1 3 1
Delvo SP test / posiiive
Delvo SP test ;
negativno / 0 16 1 15
negative
p02|t|;/'nO / 3 1 / /
Penzym S test / posiive
Penzym test i
negativno / 0 16 / /
negative
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Ispitivanjem pasterizovanog i sterilizovanog mleka ustanovljeno je 20
posto pozitivnih uzoraka pomoc¢u Penzym S testa i Difuzione metode, dok je
pomocu 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.

091 076

O,
df(F) del(F) dif(L) del(L) dif(G) del(G)

Bdelvo SPtest [ penzym S test

Slika 1. Kappa saglasnost ispitanih metoda za odredivanje 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

Razlike koje se javljaju prilikom ispitivanja istog uzorka sa tri razliCite
metode proisti¢u iz razliCite 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 [10, 11], po kojima su beta
laktamski antibiotici najée$¢a vrsta rezidua koja moze da se nade u mleku. Razlike
u rezultatima, takode, 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 ug/kg, dok Difuzioni test detektuje koli¢ine od 75 ug/kg, a Penzym
S test detektuje koli¢ine od 80 ug/kg ceftiofura, [12].
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Zaklju¢ak / Conclusion

Na osnovu uporednih ispitivanja Difuzione metode, Delvo SP testa i
Penzym S testa zakljuCujemo da su sve tri metode u visokoj medusobnoj 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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ENGLISH

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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PYCCKUA

CPABHUTEJIbHOE UCTbITAHUE OCTATKOB AHTUBMOTUKOB B MOJIOKE
OH3UMHbLIM U MMUKPOBMNOJIOTMYECKUMU METOOAMMU

EneHa MNeTtpoBuy, Bepa Katuu

OcTaTku aHTMOMOTUKOB MOTYT BPEAHO AEACTBOBATb U Ha 340POBbe Noaen
1 MeLwatoT nepepaboTKy MOMoKa B MPoAyKThl. YTo6bI Npeaynpeannmcs 3T Hexxenarterb-
Hble aheKTbl OCTATKOB B HACTOsILEe BPEMS MOMb3YIOTCA PasfINyHble CKPUHUHT Me-
ToAbl. OcHoBHasA 3afa4a 3Ton paboTbl CPaBHEHNE CKPUHUHT METOLO0B NPY UCMbITaHUN MO-
NoKa C pasfnnyHbIX MecT B Lienu npousBoacTBa. B paboTe Mbl cpaBHUTENBHO UCNbITaNM
TPU CKPUHWHT MeToAa: MUKpobronormdeckme metogbl lenbBo SP TecT n Anddy3noHHbI
meToz ¢ B. stearothermophilus Kak TECT MUKPOOPraHM3mMOM U 3H3MMHbIN MeTog Penzym S
TecT. NcnbiTaHo 20 06pa3yvmMkoB MOSioKa M3 cobmpaTenbHbix 6akoB ¢ depmbl, 20 obpa-
34MKOB MOJIOKa U3 TPAHCMOPTHbIX LNCTEPH, 10 06pa3qmMKoB CTEPN30BAHHOrO MOSIOKA U3
ob6opoTa. Ha ocHoBe cpaBHUTEMbHbIX UchbITaHun OuddysnoHHoro metoaa, denbso SP
TecTa un Penzym S TecTa Mbl cienaem BblBOA, HTO BCE TPU METOAA B BbICOKOM MEXAYCO6-
HOM corflacum (Kanma CTOMMOCTb JABWUranacb OT MOYTU MAeanbHOM A0 wuAeanbHOro
COBMafeHNs 1 TeM BbIMOSHAIOT OAVH N3 KpUTEPUEB A5 BKIIOYEHUS B CUCTEMATUHECKUIA
KOHTPOJIb MOJIOKa Ha NMPUCYTCTBUE OCTATKOB aHTUONOTUKOB.

KntoyeBble croBa: MOJIOKO, OCTaTKU, aHTUONOTUKK, [Anchdy3nOoHHbIN METOZ,
LenbBo SP TecT, Penzym S TecT
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ENTROPIJUM KOD PASA I NJEGOVO KORIGOVANJE'

ENTROPIUM IN DOGS AND ITS CORRECTION

M. HadZimili¢™

*

Entropium ili uvrtanje oCnih kapaka predstavija jedno od naj-
cesc¢ih oboljenja o¢nih kapaka kod pasa, a samim tim i njegova hirur-
Ska korekcija je jedna od najzastupljenijih hirurskih procedura u veteri-
narskoj oftalmohirurgiji. Zbog nedovoljne edukovanosti i primene ne-
adekvatne tehnike Cesto nastaju takvi deformiteti koji ugroZavaju i
samu ocnu jabucicu. Na kraju, najcescée se javlja i ulcerativni keratitis
kod koga se, kao posledica, moZe da javi perforacija roZnjacCe, a
samim tim, u najveéem broju sluajeva, i gubitak oka.

Postavijanje dijagnoze naj¢esce nije tesko, pogotovo kada je pri-
sutno uvrtanje kapaka.

U terapiji entropijuma hirurski tretman je imperativ. Ostale metode
imaju manje-vise istorijski znaCaj. HirurSka korekcija je neophodna u
skoro svim sluéajevima entropijuma. Postoji veliki broj hirurskih tehnika
koje su opisane za korekciju entropijuma, a one su ¢esto nepotrebno
komplikovane i ne postiZu se znac¢ajno bolji rezultati.

Izbor same tehnike zavisi od datog slucaja, dela kapka koji je
zahvacen, kao i intenziteta entropijuma. Naj¢eS$c¢e primenjivana tehnika
u korekciji entropijuma je procedura po Hotz-Celsusu. Od svih tehnika
njom se postizu najbolji rezultati, a ujedno je i najlak$a za izvodenje,
pogotovo za nedovoljno iskusnog hirurga. Hotz-Celsus tehnika se iz-
vodi na taj nacin $to se deo koZe blizu ivice kapka odstrani u obliku
elipse, rana se zasije i time kapak zategne, tj. vrati u normalan poloZaj.

Y i Vtehnika 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.

Rad primljen za Stampu 15. 4. 2003. godine

** Mr Milan Hadzimili¢, asistent, Katedra za hirurgiju, oftalmologiju i onihologiju, Fakultet veteri-

narske medicine, Beograd
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Materijal koji preporuéujem je Nylon, a na ovoj lokaciji moZe slo-
bodno da se koristi i svila od 0.6 do 4.0.

Kljucne reci: pas, entropijum, korekcija
Uvod / Introduction

Entropium ili uvrtanje o¢nih kapaka predstavlja veoma Cesto, ako ne i
najCesce, oboljenje o¢nih kapaka kod pasa. Po nekim autorima i najnovijim pode-
lama entropijum se ubraja u takozvana strukturalna oboljenja kapaka. Samim tim,
njegova hirurSka korekcija je jedna od najzastupljenijih hirurSkih procedura u ve-
terinarskoj oftalmohirurgiji. Neadekvatno korigovani entropijumi su uzrok nas-
tanka ozbiljnih deformiteta kapaka koji se teSko ili uopSte ne mogu da se isprave,
a Cesto nastaju takvi deformiteti koji ugrozavaju i samu o¢nu jabucicu.

Uzrok nastanka ovakvih greSaka je, pre svega, u nedovoljnoj
edukovanosti kolega koji se prihvataju naizgled lakog operativhog zahvata koji
najviSe zadire u domen plasti¢éno-rekonstruktivne hirurgije, i zahteva razvijenost
vestine zrelog plasti¢énog hirurga. Situacija se dodatno komplikuje obiljem po-
nudenih kako starih tako i novih tehnika koje se najée$¢e neadekvatno primenju-
ju. Neophodno je poznavanje i primena adekvatnog instrumentarija, igala i materi-
jala za Sivenje kako bi rezultati bili $to bolji.

Anatomski uvod / Anatomic introduction

Oko ili organ vida (organum visus) sastoji se od:
— Oc¢ne jabucice (bulbus oculi),

— Opti¢kih puteva (vidni putevi) i

— Pomo¢nih organa oka (organa oculi accesoria).

U pomocéne organe oka (organa oculi accessoria) ubrajaju se: gornji
o¢ni kapak (palpebra oculi superior), donji o€ni kapak (palpebra oculi inferior),
tre¢i oCni kapak (palpebra tertia), suzni aparat (apparatus lacrimalis), veznjaca
orbite (paniculus adiposus orbitae), pokosnica (periorbita) i kostani zidovi (orbita).

Ovi pomoéni organi oka imaju prvenstveno ulogu da zastite o¢nu
jabucicu i da omoguée normalno odvijanje svih onih sloZenih funkcija koje su
neophodne u procesu videnja.

Kapci predstavljaju nabor koze koji prekriva o¢nu jabucicu. Oni me-
hanicki stite o¢nu jabucicu, a svojim pokretima, odnosno treptanjem doprinose
rasprostiranju i oticanju suza, koje odnose necisto¢u sa prednje povrsine oka u
nosnu Supljinu.

Spoljadnju povrsinu kapaka Cini savitljiva, tanka i pokretljiva koza, koja
se sastoji od plo¢asto slojevitog epitela koji lezi na dermisu. Na koZi kapaka se na-
laze i fine dlacice, znojne i lojne Zlezde.
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Trepavice (ciliae) nalaze se na ivici gornjeg kapka, ali ne i na donjem
kapku. Znojne i lojne Zlezde su udruzene sa trepavicama, odnosno one se nalaze
u folikulu trepavica.

Na ivici kapaka koza se nastavlja u muko-kutanu membranu - veznja-
cu.

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 Coveka.

Kapci su dobro snabdeveni Zlezdama koje se razlikuju kako po sa-
drzaju tako i po zastupljenosti. Palpebralne Zlezde su: gll. Meibomi, Molli, Zeiss,
Kraus, Wolfring, kao i peharaste ¢elije veznjace Cija je koncentracija najve¢a u
donjem forniksu.

Ispod koze kapaka nalazi se rastresito vezivno tkivo, najcesce bez ili
sa malo masnog tkiva, u koje, pod patoloskim uslovima, moze da se izlije znatna
koli¢ina transudata, eksudata ili krvi.
larnog oblika i deluje kao sfinkter. Na ovaj nacin zatvara palpebralnu fisuru, od-
nosno njegova kontrakcija uzrokuje blefarospazam. M. orbicularis oculi je inervi-
san n. palpebralis-om, granom facijalnog nerva (VIl). M. orbicularis je vezan medi-
jalno za zid orbite medijalnim palpebralnim ligamentom. Deo orbikularnog misi¢a
je m. horneri koji prolazi iza lakrimalne vrecice, a njegova insercija je u predelu
medijalnog zida orbite. On ima ulogu u odvodenju suza - pa se i naziva ,lakri-
malna pumpa”. Orbikularni miSi¢ je vezan lateralno pomoc&u m. retractor anguli
oculi lateralis (lig. palpebrale laterale) koji daje elipti¢an oblik palpebralne fisure.
Zahvaljujuéi tome sprecava se da fisura postane kruzna za vreme kontrakcije or-
bikularnog misica.

Gornji kapak je viSe pokretljiv od donjeg. U gornjem kapku se nalaze
Ciji se pocetak nalazi blizu foramen-a opticus-a, a insercija (insertio) je u tarzusu,
inervisan je n. oculomotorius-om (lll), kao i Millerov misi¢ koji je adrenergi¢no iner-
visan. Millerov miSi¢ lezi posteriorno od levatora i Siri otvor kapka.

Doniji kapak je pritisnut malarnim miSiéem (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 zastitini efekat
cilija gornjeg kapka, zatim kroz sekreciju tarzalnih Zlezda kapaka i peharastih
¢elija veznjace koje ucestvuju u stvaranju spoljadnjeg lipidnog i unutraSnjeg mu-
kopolisaharidnog sloja prekornealnog suznog filma (PSF). Kapci €ine fiziCku
zastitu oka od traume, smanijuju 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 odrzavaju konstantne osobine PSF, ta¢nije
njegovu debljinu i optiCke osobine.

Entropijum ili inverzija ivica o¢nih kapaka, predstavlja uvrtanje celog ili
dela o¢nog kapka prema o¢noj jabudici. Zbog toga trepavice i/ili dladice kapaka
dolaze u dodir sa roznjacom i veznjaGom, uzrokujuci njihovu iritaciju.

Entropijum moze da se podeli u tri zasebne kategorije:

— kongenitalni/razvojni (anatomski),

— spasticni i

— oziljni (cikatrikalni).

Razvojni entropijum se javlja kod Cistokrvnih rasa pasa sa predispozi-
cijom i rede kod drugih rasa, kao i kod meSanaca. Ovaj tip se relativno ¢esto javlja
i kod macaka. Ovu, moze se reci, uCestalu abnormalnost o¢nih kapaka, najceScée
uzrokuje nedovoljna &vrstina (rigiditet) kapaka, prevelika duzina kapka, udruzeni
sa odredenim karakteristikama rase (na primer, kvalitet koze, raspored koznih na-
bora, oblik glave i drugo) koja ima predispoziciju ka njenom nastanku.

Naravno, entropijum moze da se javi kod svake rase, kao i kod
mesSanaca, ali najéeSc¢e kod rasa sa izrazenom predispozicijom, kao $to su: Cau-
¢au, Sar-pei, bernandinac, rotvajler, engleski buldog, zlatni retriver, labrador retri-
ver, norveski pas (elkhound, pas, ¢uvar losova), engleski i americki koker Spanijel,
engleski springer Spanijel, patuljaste pudle, doberman pong, irski seter, krvosled-
nik, doga i bulmastif.

Svaka rasa ¢esto ima specifican deo kapka koji je zahvacéen entropiju-
mom. Rede se javlja entropijum gornjeg kapka. Najcesce se javlja entropijum
spoljasSnje 2/3 donjeg kapka. Cesto se javlja i u predelu lateralnog kantusa, a
zahvacena je najceSce lateralna Cetvrtina donjeg i gornjeg kapka, kao i sam kan-
tus. Nesto reda pojava je entropijum u predelu medijalnog kantusa. Kod od-
redenih rasa kao Sto su ¢au-Cau i Sar-pei, mogu da budu zahvaéena sva Cetiri
kapka istovremeno.

Kod odredenih rasa pasa, susedne regije, kao $to je nosni kozni na-
bor, kao i prekomerni facijalni kozni nabor, zajedno sa uvrnutim kapkom iritiraju
roznjacu i veznjacu.

Spasti¢ni entropijum nije Cest kod pasa. Moze da nastane usled ble-
farospazma izazvanog bolom, koji najéeS¢e nastaje pod uticajem stranih tela
roznjace, ulceracija roznjace, hroniénog konjunktivitisa, blefaritisa i keratitisa.

Entropijum koji zapocinje spazmom, koji predstavlja privremeno sta-
nje kapka, moze kasnije da postane trajan (permanentan) ako se bol nastavi.

OZiljni entropijum se najCesce javlja kao posledica povrede kapkaiili je
arteficijalno izazvan neadekvatnom intervencijom na kapku.

Entropijum, takode, mozZe da nastane pod uticajem starosti i promene
u Cvrstini kapaka, $to je kod pasa izuzetno retko, najéeS¢e kod bernandinca
(karakteristiCno je za ljude).

Klinicka slika je raznolika i naj¢eS¢e zavisi od intenziteta, trajanja i
mesta na kome se javlja entropijum.
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Kod vrlo blagih slu¢ajeva moze da se uoc¢i samo vlazenje, a kasnije
moze da nastane epifora.

Kod srednje izrazenih sluajeva najmarkantniji znak je zapaljenje
veznjaCe sa izrazenim o€nim sekretom, kao i primetno uvrtanje kapka.

Kod tezih sluCajeva javljaju se blefarospazam, konjunktivitis koji je
najCesce pururlentan sa obilnim sekretom. Uvrtanje kapaka je izrazeno, a u vecini
sluCajeva se javljaju i fotofobija, depigmentacija ivice kapka, kao i neovaskulariza-
cija roznjace.

Na kraju, najéesSce se javlja i ulcerativni keratitis kod koga se kao
posledica moze da javi perforacija roznjace, a samim tim, u najve¢em broju
slu¢ajeva, i gubitak oka.

Postavljanje dijagnoze uglavnom nije teSko, pogotovo, kada je pri-
sutno uvrtanje kapka.

Dijagnoza se postavlja vrlo pazljivim pregledom kapka, kao i manuel-
nom retrakcijom da bi se ektropirao uvrnuti deo kapka. Sedacija, kao i opsta anes-
tezija su kontraindikovane kao deo pregleda, jer ¢e uticati na izrazenost samog
entropijuma, njegovim smanjenjem.

Jedina situacija u kojoj je dozvoljeno instiliranje lokalnog anestetika
na roznjacu jeste dijagnostikovanje spasti¢nog entropijuma.

Diferencijalna dijagnoza ne sme da se zaboravi, jer je bitno da se
razlikuju odredena 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
roznjaCe i izrazeni (jaki) uveitis.

3. Enophthalmos i phthisis bulbi do arteficijalne pojave entropijuma.
Bol i epifora se najéesce 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 najceSée nastaje usled slabosti misi¢a retraktora o¢nog ugla (m. re-
tractor anguli oculi).

U terapiji entropijuma hirurSki tretman je imperativ. Ostale metode
imaju manje-viSe istorijski znacaj.

Nehirurski tretman entropijuma / Non-surgical treatment of entropium

Kod malih Zivotinja se koristi nekoliko nehirurSkih metoda u terapiji en-
tropijuma, sa promenljivim ili ¢e$¢e, nezadovoljavajuc¢im rezultatima. Od metoda
se koriste potkozne injekcije antibiotika, parafina, mineralnih ulja, kao i elek-
troskalpel ili termokauter kojima se formira oziljno tkivo, a ono trakcionim silama
utie na korekciju entropijuma.
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Hirurski tretman entropijuma / Surgical treatment of entropium

Hirurska korekcija je neophodna u skoro svim slu¢ajevima entropi-
juma. Postoji veliki broj hirurSkih tehnika koje su opisane za korekciju entropi-
juma, a one su €esto nepotrebno komplikovane i ne daju znacajno bolje rezultate.

U daljem tekstu bi¢e opisane tehnike koje nisu komplikovane i pruzaju
provereno dobre rezultate, $to je za hirurga praktiCara od primarnog znacaja.

Kod veoma mlade $tenadi u sanaciji entropijuma mogu da se koriste
priviemeni Savovi (suturae) koji evertiraju kapke ili, pak, privremeno zatvaranje
(zaSivanje) kapaka. Ako je moguce, najbolje je da se odlozi definitivna korekcija
za Sest meseci ili jo$ bolje i kasnije.

Izbor same tehnike zavisi od datog slu¢aja, dela kapka koji je
zahvacéen, kao i intenziteta entropijuma.

Bez obzira koja se tehnika koristi mesto i intenzitet korekcije moraju
da budu utvrdeni pre anestezije. Odnos ocne jabucice i kapaka se znacajno
menja u anesteziji i validna procena veli¢ine korekcije u anesteziji je skoro ne-
moguca.

Sve procedure se sprovode u ops$toj anesteziji posle sprovedene
klasi¢ne pripreme pacijenta u vidu premedikacije, SiSanja, brijanja, ¢iS¢enja, dez-
infekcije (pov. jodid rastvor za primenu u oftalmologiji) i postavljanja kompresa.

Koriste se instrumenti specificni za date procedure u oftalmo-hirurgiji,
kao i u plasti¢noj i rekonstruktivnoj hirurgiji. Posebno bih izdvojio Bishop-Harmon
pincetu, Jaeger plocicu-Spatulu za kapke, Beaverov drza¢ za nozi¢e (okrugli) i
nozi¢ br. 64, Stevensove ili Westcottove makaze za tenotomiju kao i Castroviejo
iglodrzac.

Hotz-Celsus tehnika | The Hotz Celsus technique

Najcesce primenjivana tehnika u korekciji entropijuma je procedura
po Hotz-Celsusu. Od svih tehnika ovom se postizu najbolji rezultati, a ujedno je i
najlakSa za izvodenje, pogotovo za nedovoljno iskusnog hirurga. Hotz-Celsus
tehnika se izvodi na taj nacin Sto se deo koZe blizu ivice kapka odstrani u obliku
elipse, rana zasije i time kapak zategne, tj. vrati u normalan polozaj.

Zbog prakti¢nosti i lakoce izvodenja, kao i primenljivosti, ova tehnika
je dozivela najveci broj modifikacija i prakticno moze da se koristi na skoro svim
delovima o¢nih kapaka pri korekciji entropijuma.

Najcesc¢i problem je u nedovoljno dobroj proceni veli¢ine dela koze
koji se odstranjuje, kao i nedovoljno precizno sprovedenoj eksciziji, koja se
najcesS¢e obavlja makazama, Sto je u sluCaju kapaka dosta neprecizno.

Osnovna tehnika je prikazana na crtezima.

Intenzitet delovanja metode se pojaCava priblizavanjem reza ivici
kapka, ali se rez ne sme da postavi na manjem rastojanju od 2 mm od ivice kapka.

Rana se Sije neresoptivnim sintetiCkim ili prirodnim materijalom kao
§to su Nylon ili svila. Preporucio bih koris¢enje Novafila sa Spatulastom iglom koji
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se najviSe koristi u humanoj plasti¢noj hirurgiji. Postavljaju se isklju¢ivo po-
jedinacni priljubljujuci Savovi.

Slika 1A. Najces¢i vid, entropijum donjeg Slika 1B. Deo uvrnutog kapka se zahvata
kapka peanom

Figure 1A. The most comon case, lower eyelid Figure 1B. Part of the twisted eyelid is gripped
entropium with pean

Slika 1C. Zahvata se peanima toliko koZe koliko je potrebno da dode do izvrtanja kapaka,
ali ne u anesteziji
Figure 1C. Sufficient skin is gripped with peans to twist the eyelid, but not under anesthesia

Razmak izmedu Savova je veoma bitan i iznosi od 1,5 do 2 mm.

Danas se sve viSe pri obavljanju ove procedure umesto makaza i pe-
ana koristi skalpel, $to svesrdno preporu¢ujem, a u forniks se, kao podloga,
postavlja metalna plocica ili Spatula po Jaegeru ili Berke-Jaegeru. Rez se postav-
lja skalpelom po ranije napravljenom crtezu sterilnim flomasterom, $to u mno-
gome olakSava orijentaciju, a samim tim i uspesnost 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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kantusa. Nacin postavljanja reza ili ekscizije je identi¢an, kao i u prethodnom
slu¢aju, kao i materijali i tehnika zaSivanja rane.

Slika 1D. Peani su uklonjeni Slika 1E. Obavija se ekscizija nabranog dela koZe
Figure 1D. The peans are removed Figure IE. The wrinkled part of the skin is excised

F
Slika 1F. Uradena je ekscizija samo Slika 1G. Rana se zaSiva Nylonom ili
koZe svilom 6.0 do 4.0
Figure 1F Only the excision of the skin is Figure 1G. The wound is stitched with Nylon or
performed silk from 6.0 to 4.0

Y u V korekcija | The Y i V correction

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

NajceSce se koristi kod korekcije oziljnog entropijuma. Po stabilizaciji
kapaka, pravi se Y incizija koze preko entropi¢ne regije sa rasirenim ru¢icama
postavljenim upravo preko promenjenog dela kapka. Uradi se disekcija koze $to
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blize ivici kapka da bi se odvojile fibrozne veze koje leze ispod koze, kao i dva do
tri milimetra sa svake strane stabla i pripoja rucica slova Y.

Everzija se izvodi, prvo postavljanjem pojedina¢nog priljubljuju¢eg
Sava na vrhu novoformiranog oblika latiniénog slova V. Zatim sledi postavljanje
dodatnih pojedinac¢nih apozicionih $avova da bi se rana zatvorila. Razmak izmedu
Savova je 2-3 mm. Materijal koji preporu¢ujem je Nylon, a na ovoj lokaciji moze
slobodno da se koristi i svila (silk).

a b a b a
C
3
C
g d

Slika 2. Y u V korekcija
Figure 2. Y and V correction

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 moze da koristi i
kod cikatrikalnih entropijuma nastalih neadekvatnom korekcijom entropijuma u
medijalnom kantusu.
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Rez u obliku latinicnog 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. Duzina reza se kre¢e od 8 do 12 mm, a razmak od baze
do vrha je oko 5 mm. V incizija se produzi u trougao i makazama uradi o$tra disek-
cija koZe. Uklanja se samo koza i posebno se pazi na lakrimalni kanalikulus. Posle
uklanjanja koze, rana se zaSije monofilamentnim neresorbujué¢im koncem od 4-0
do 6-0. Inicijalni Sav se postavlja od baze trougla do vrha. Postavlja se 5-6 Savova.

Slika 3. Medijalna kantalna V plastika
Figure 3. Medial canthal V plastic

Postoperativno je od velikog znacaja primena ,Elizabetske kragne”,
da ne bi doSlo do samopovredivanja pacijenta, narocito tre¢eg i Cetvrtog dana
kada je pruritus i najviSe izrazen.

Konci se skidaju, zavisno od debljine koZe i koriS§¢enog materijala od 6
do 12 dana. Preporuc¢ujem obavljanje ove intervencije u sedaciji il neurolept anal-
geziji.
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Upotreba antibiotika nije indikovana, ako su primenjeni svi principi
asepse i antisepse, jer znacajno usporava zarastanje rane.
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ENGLISH

ENTROPIUM IN DOGS AND ITS CORRECTION
M. Hadzimili¢

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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PYCCKUA

OHTPOIMUWYM Y COBAK N EF'O KOPPUITOPOBAHUE
M. Xampxumunuy

OHTponMyM MMM BbIBOPOT BEK MpeAcTaBnseT cobow ofgHO n3 Hambonee
yacTbIx 3a601€eBaHNN BEK Y COHAK, a TEM CambIn U €ro XMpyprmyeckas Koppekumsa ogHa
13 Hanbonee NpeAcTaBeHHbIX XMPYPruiecKux npoeayp B BETEPUHAPHON 0 TanbMoxu-
pyprun. B pesynbTate HefocTaToO4HON 06pa3oBaHHOCTM U MPEMEHEHUS HeafeKBaTHOM
TEXHWKM HacTo NpMXoAuT U A0 Takmx AedOopMUTETOB, yrpoXXawolwme U camoe rnasHe
A6n0K0. Ha KoHue, 06bIKHOBEHHO ABMSETCS U A3BEHHbIN KepaTuT Y KOro Kak nocneg-
CTBME MOXET SBUTCHA nepdopaunsa porosuupl, a TeM CaMbiM, B HanbomnblUeM 4Yucne
crnyyaeB 1 noTeps rnasa.

MocTaBneHne guarHo3a OOLIKHOBEHHO He TPyAHO Tem 6ornee, korga npu-
CYTCTBYIOLUMIA BbIBOPOT BEK.

B Tepanun aHTponuyma xupypruyeckoe nedeHune tpebosaHme. OctanbHbie
MeTOoAbl UMetoT 6ofiee M MeHee NCTopMHecKoe 3HaqeHre. Xupypruyeckas Koppekums
Heobxo4MMa B MO4YTM BCEX criydasx aHTponuyma. CyljecTByeT 6onbluee YNCOo XUpyp-
MMYECKUX TEXHWK, ONUCaHHbIE AS1 KOPPEKLUMN 3HTPOMUYMA, @ OHU HacTO HEHYXHO OC-
NOXXHEHHbIE M He AaloT 3Ha4MTEeNbHO 601ee XopoLUne pesynbTaThl.

Bbi6bop camon TEXHVUKWM 3aBUCUT OT AaHHOro criyyas, 4acTu Beka, oxBade-
HHbI CNTOBHO Y MUHTEHCUBHOCTU SHTponnyma. Hame BCero I'IpI/IMeHéHHaH TeXHUKa B KOp-
pekunn aHTponunyma npoueaypa no Hotz-Celsusu. M3 Bcex TexHUK oHa [aéTt Hambonee
Xopolune pesynbTaTthl, @ BMECTe 1 Hanbornee nérkas Ansa BbINONHEHWs, Tem 6onee ANns
HeJoCTaTo4HO ONbITHOro xupypra. Hotz-Celsus TexHuka BbIBOAUTCS Taknum 06pa3om, 4To
4acTb KOXXM 6IN3KO Kpasi BEKa YCTPaHWUTCA B BUAE SM/MNCa, paHa 3alibEeThIX M TEM BEKO
3aTAHEeTCs, T.e. BEPHETCS B HOPMaribHOE NMOMOXEHNE.

Y n V TexHuka 6onee OCrnoXHEHHas, HO 1 6ofiee To4Haa TeXHWUKa, NPOBO-
Aumas B NepByO o4vepenb Ha LieHTpalibHOM YacTy BeKa.

MepgnanbHasa KaHTanbHas V nnactvka B nepByto ovepeb paboTaeTcs Kak
KOppeKLuns MeananbHOro HTponmMyma.

MaTtepwuan, koTopbln 5 pekomeHgyto Nylon, a Ha 9Tov ToKaumMn MOXXHO CBO-
604HO nonb3oBaTth 1 WEnkK ot 6.0 o 4.0.

KnioueBble croBa: aHTPOnMyM, cobaka, KoppekLms

62



STRUCNI PRILOG - PROFESSIONAL PRESENTATION

UDK 619:57.083.3

IMUNOENZIMSKA — ELISA DIJAGNOSTIKA U

VETERINARSKOJ MEDICINI®

IMMUNOENZYME — ELISA DIAGNOSTICS IN VETERINARY

MEDICINE

S. Durisi¢, S. Lazié, T. Petrovié, Sara Savié-Jevdeni¢, Diana Lupulovi¢™*

ELISA tehnika je danas jedna od najéesc¢e koris¢enih laborato-
rijsko-dijagnosti¢kih metoda u postupcima dijagnostikovanja mnogih
infektivnih oboljenja ljudi i Zivotinja. 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 uslovijavaju stalno
usavrSavanje svih njenih faza i komponenata. Prema tome, neophodno
je da se strucna javnost kontinuirano upoznaje sa svim novinama, obli-
cima i mogucénostima ELISA tehnike.

U radu su opisani Cinioci koji su uslovili nastanak ELISA tehnike i
prikazani su njeni oblici. Takode, predstavijeni su metodoloski i prak-
ticni aspekti ELISA tehnike kada se primenjuje u laboratorijskoj dijag-
nostici veterinarske medicine.

Kljucne reci: imunoenzimska - ELISA tehniha, laboratorijska dijagnos-
tika, veterinarska medicina

Uvod / Introduction

Krajem sedamdesetih godina prosloga veka u laboratorijskoj dijag-

nostici oboljenja ljudi i Zivotinja, radi postavljanja rane i sigurne dijagnoze, koja bi
omogucila uspesno le€enje i ogranicila Sirenje bolesti, intenzivno su se koristile
metode sa ,obelezenim” 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 klinickom materijalu (imunofluorescencija) ili za utvrdivanje ek-
stremno niskih koncentracija hormona u telesnim te€nostima (radioimuni test).
Medutim, ubrzo su uoceni njihovi nedostaci. Imunofluorescentni test iziskuje
skupu opremu (fluorescentni mikroskop, kriotom), stru¢njak sa iskustvom, a
ocCitavanje rezultata je subjektivno. Radioimuni test je skup, zahteva posebne
uslove za izvodenje, posebno obuCene kadrove, a za izvodenje testa upo-
trebljavaju se reagensi kratkog roka upotrebe koji potencijalno mogu da budu
Stetni za zdravlje.

Ova saznanja su bila povod za iznalazenje alternativnih ,,obelezivaca”
antigena i antitela. Tako su Miles i Hales [1] 1968. godine objavili mogu¢nost da
enzim moze da se koristi umesto izotopa. Tri godine kasnije Van Weemen i
Schuurs [2] i Engvall i Perimann [3] objavljuju nezavisno jedni od drugih detaljan
opis enzimskih imunotestova, koje su nazvali ELISA, $to predstavlja skra¢enicu
pocetnih slova engleskih reci ,Enzime Linked Immunosorbent Assay”. ELISA teh-
nika objedinila je prednosti imunofluorescencije i radioimunog testa, a iskljucila je
njihove nedostatke [4]. Pre svega, iskljucena je subjektivnost. Reagensi koji se
koriste nisu skupi i stabilni su, a osetljivost je sli¢ha kao kod radioimunog testa.
Objavljena su mnogobrojna saopStenja o ELISA tehnici u kojima je predocen
znacaj i ukazana je velika moguénost kombinacija komponenata ELISA tehnike
[4, 5]. ELISA tehnika, kao laboratorijsko-dijagnosticki postupak, stalno se usa-
vr§ava. Nedavno je kompanija ,Bender Medsistems” iz BeCa predstavila novi ob-
lik ELISA tehnike, sa mnogo manje proceduralnih faza, koji je nazvan INSTANT
ELISA.

Cilj ovog saopstenja je da se predstave i objasne metodolo$ki i
prakti¢ni aspekti ELISA tehnike koji se primenjuju ilimogu 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:
. Cvrstu povrsinu,
. Antigen ili antitelo vezano za &vrstu povrsSinu,
. Uzorke pozitivne i negativne kontrole,
. Konjugat,
. Supstrat,
. Te€nost za ispiranje,
. Rastvor za zaustavljanje enzimske reakcije.

Cvrsta povrsina moze da bude u obliku diskova, zrna (perli), epruveta
i mikro plo¢a, a moze da se napravi od viSe raznih materijala kao $to su: celuloza,
unakrsno povezani dekstrani, poliakrilamidi, polipropileni, polivinili. Iskustvo je
pokazalo da je za izvodenje ELISA tehnike najpogodniji oblik Evrste povrsine u
vidu mikro ploce, posebno kada se obraduje veliki broj uzoraka.

NoO o~ WN =
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Antigen ili antitelo, koji su putem pasivne adsorpcije vezani i prekri-
vaju ,,évrstu povrSinu”, su poznati antigen ili poznata antitela. Pasivna adsorpcija
se najceSce koristi za vezivanje antigena i antitela za ¢vrstu povrSinu, 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 onemogucava nespecificna adsorpcija. Ovako pripremljena plo¢a
moze da ostane aktivna viSe meseci, ukoliko se ¢uva u sredini bez prisustva vlage.

Uzorci pozitivne i negativne kontrole su poznati materijali, zavisno
od toga Sta se ispituje. Mogu da se razreduju puferom koji Cesto sadrzi Tween 20.
Optimalno razredenje i odgovarajuc¢e vreme inkubacije uzoraka utvrduje se u fazi
standardizacije ELISA set kita.

Konjugat je antigen ili antitelo za koje je vezan jedan enzim. Kao en-
zimi najcesce se koriste: alkalna fosfataza ili horsredi$ peroksidaza [4]. Danas se
za konjugat veoma cesto koriste monoklonska antitela, sto ELISA tehnici po-
vecava osetljivost i specificnost [6].

Supstrat je bezbojna i teCna supstancija, koja se oboji tako Sto ¢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 osetljivin imunoenzimskih reakcija, medutim,
utvrdeno je da je fotosenzitivan i da ima mutagena svojstva.

Tecénost za pranje je najcesce fosfatni puferisani rastvor koji sadrzi i
Tween 20. Ova te¢nost se koristi za pranje ¢vrste povrSine posle vezivanja anti-
gena ili antitela u fazi proizvodnje ELISA set kitova, zatim posle inkubacije uzoraka
koji se ispituju i posle inkubacije konjugata. Pranjem Cvrste povrsine eliminiSe 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 zaustavijanje enzimske reakcije (stop-rastvor) ELISA
testa je jaka kiselina ili jaka baza, kojom se naruSava 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 zivotinja i ljudi [5]. U zavisnosti od namene
ELISA tehnika moZe 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 [5]. Navedeni oblici ELISA tehnike koriste se za
otkrivanje antigena. Za otkrivanje antitela ELISA tehnika moZe da bude direktna
kompetitivna ili blokiraju¢a i indirektna ELISA tehnika. U osnovi ELISA tehnike pos-
toje dve reakcije: imunoloska i hemijska. Imunolosku reakciju predstavlja reakcija
antigena i antitela i ona se ne vidi, a reakcija enzima i supstrata predstavlja
hemijsku reakciju, pri ¢emu se bezbojni supstrat oboiji i reakciju nacini vidljivom

[3].
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Metodoloski 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

Metodoloski posmatrano kod ovog oblika ELISA tehnike poznato spe-
cificno antitelo je vezano za dno udubljenja mikro ploce. Za njega ¢e se vezati an-
tigen iz materijala koji se ispituje, ukoliko je prisutan. Posle ispiranja dodaje se
konjugat koga Cine specificna antitela za ispituju¢i antigen ,obelezena” enzimom.
Ova antitela se vezuju za antigen, ukoliko se on u prethodnoj fazi vezao za plocu i
nije ispran. Enzim tada stupa u reakciju sa supstratom i pojavljuje se boja. Pojava
boje oznacava pozitivan nalaz, a intenzitet boje je proporcionalan koli¢ini prisut-
nog antigena u materijalu koji se ispituje [5].

< ANTITELO ,OBELEZENO” ENZIMOM
' «4— BOJA

< ANTIGEN ISPITUJUCEG MATERIJAL
: POZNATO SPECIFICNO ANTITELO

VEZANO ZA UDUBLJENJE MIKRO PLOCE

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

2. Kompetitivna (takmiCarska) ili blokiraju¢a ELISA tehnika /
2. The competitive or blocking ELISA technique

U ovom obliku ELISA tehnike, poznato specifino 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 ,obelezen” enzimom. Nadme-
tanje, odnosno takmicenje koje se obavlja izmedu antigena iz materijala koji se
ispituje i obelezenog antigena za specificno antitelo vezano u mikro plo¢i pred-
stavlja sustinu 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 ploc&i i onemoguditi vezivanje antigena ,obelezenog” enzimom koji ¢e se
ispiranjem odstraniti [7]. Ispiranjem konjugata, odnosno antigena ,,0belezenog”
enzimom, supstrat ¢e ostati nepromenjen, odnosno bezbojan i reakcija se neée
zavrsiti pojavom boje. Prema tome, izostanak boje oznacava pozitivan nalaz.
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— 1 ANTIGEN ,OBELEZEN” ENZIMOM
‘ ———1——— ANTIGEN IZ ISPITUJUCEG MATERIJALA

POZNATO SPECIFICNO ANTITELO 5
VEZANO ZA UDUBLJENJE MIKRO PLOCE

Slika 2. Shematski prikaz kompetitivne ELISA tehnike za dokazivanje antigena /
Figure 2. Schematic presentation of competitive 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 ploce.
Prilikom izvodenja reakcije prvo se dodaje materijal koji se ispituje, a zatim konju-
gat koga Cine specifi¢na antitela za antigen vezan za dno udubljenja mikro ploce
,obelezna” enzimom. Ova, ,,0beleZzena” 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
ploce. Prilikom ispiranja, imuni kompleks, antigen iz materijala koji se ipituje i an-
titela ,,obeleZzena” enzimom, bi¢e odstranjen, a supstrat ¢e ostati nepromenjen,
odnosno izostace pojava boje. Prema tome, izostanak boje u ovoj reakciji ukazuje
da je u materijalu koji se ispituje postojao traZzeni antigen i reakcija se oznacava
pozitivnom.

SPECIFIC)NO ANTITELO
,OBELEZENO” ENZIMOM

‘ ‘ ANTIGEN I1Z ISPITUJUCEG MATERIJALA

‘ POZNATI ANTIGEN VEZAN ZA
UDUBLJENJE MIKRO PLOCE

Slika 3. Shematski prikaz inhibicione ELISA tehnike za dokazivanje antigena /
Fligure 3. Schematic presentation of inhibitory ELISA technique for detecting antigens
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Metodoloski 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-
lienja mikro ploce. Ispituju¢i materijal, najée$¢e krvni serum, koji moze i da se
razreduije, prvo se dodaje u udubljenja mikro ploce, a zatim konjugat, koji pred-
stavlja specificna antitela za vezani antigen ,obelezena” enzimom. Antitela iz ma-
terijala koji se ispituje, ukoliko su specifi¢na, vezace se za antigen koji je adsorbo-
van u udubljenju mikro plo¢e i onemoguciée vezivanje konjugata, odnosno an-
titela ,,obelezenih” enzimom. Na taj nacin se odvija nadmetanje, kompeticija an-
titela iz materijala koji se ipituje i ,obelezenih” antitela iz konjugata. Ispiranjem
mikro ploc¢e odstrani¢e se konjugat, odnosno enzimom ,obelezena” 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 oznacava pozitivnom.
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Slika 4. Shematski prikaz izvodenja i dobijenog rezultata direktne kompetitivne ELISA
tehnike
Figure 4. Schematic presentation of realization and results obtained from direct competitive ELISA
technique

2. Indirektna ELISA tehnika /

2. The indirect ELISA technique

U ovoj metodi kao konjugat koriste se anti imunoglobulini, najceSce
anti 1IgG one zivotinjske vrste Ciji serum se ispituje, ili monoklonska antitela
,obelezena” enzimom. Na primer, ukoliko se obavlja ispitivanje krvnih seruma
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goveda onda konjugat predstavlja anti govedi IgG ili monoklonska antitela za Fc
fragment IgG goveda ,obelezena” enzimom. U udubljenju mikro plo¢e vezan je
poznati antigen. U udubljenje mikro ploe dodaje se serum koiji se ispituje, koji
moze da se razreduje. Zatim se obavlja ispiranje i dodaje se konjugat. Ukoliko je u
ispituju¢em serumu bilo specifiCnih antitela ona ¢e se vezati za antigen iz ploce,
nastace stabilni imuni kompleks na koji ¢e se vezati konjugat. Dakle, enzim je
ukljuen u reakciju i obavi¢e destrukciju supstrata, odnosno pojavi¢e se boja.
Prema tome, pojava boje ukazuje da je u serumu koiji 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 [5].

: * ERE BEE EEE
@ HER 2
N e 5
\.- F '.:\ m
' 5 5
] b [
=i 2 o
o ~ c >
T A o S 7 2
§ Antigen S f + il
<< =) @ 2 &
= * s &
(-
L.
e o
nEE
_‘IP
e )
K=}
N
@
AAA AAA AAA AAA :

Slika 5. Shematski prikaz izvodenja i dobijenog rezultata indirektne ELISA tehnike
Figure 5. Schematic presentation of realization and results obtained from indirect ELISA technigue

UsavrSavajuci 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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3. Posle pranja dodaje se supstrat, reakcija se zaustavlja i na kraju se
ocitavaju rezultati.

Upotreba ELISA tehnike u veterinarskoj medicini /
Use of the ELISA technique in veterinary medicine

ELISA tehnika je nasla viSestruku primenu u veterinarskoj medicini,
posebno u laboratorijskoj dijagnostici zaraznih bolesti. Danas je nezamisliva di-
jagnostika, na primer, enzootske leukoze goveda, bez upotrebe ELISA tehnike.
Carlsoni sar. [8] prvi su ELISA tehnikom ustanovili antitela za ,,0” antigen bakterije
Salmonella. Ova tehnika je koriS¢ena i za otkrivanje antitela protiv E. coli [9],
Brucella [10] i drugih. Medutim, ELISA tehnika je svoju primenu najviSe nasla u di-
jagnostici zaraznih bolesti virusne etiologije [11, 12]. Bolesti kao $to su: enzoot-
ska leukoza goveda, infektivni bovini rinotraheitis, virusna bovina dijareja, slinavka
i Sap, bolest plavog jezika, rinopneumonitis konja, virusni arteritis konja, infektivna
anemija kopitara, Aujeskijeva bolest svinja, parvoviroza svinja, klasi¢na kuga
svinja, transmisibilni gastroenteritis svinja, reproduktivni i respiratorni sindrom
svinja, cirkovirusne infekcije svinja, atipi¢na kuga zivine, Gumboro bolest, infek-
tivni bronhitis Zivine, avijarni encefalomijelitis Zivine, laringotraheitis Zivine, virusna
anemija pili¢a, infekcije mikoplazmama, prole¢na viremija Sarana i druge bolesti,
danas se veoma uspesno dijagnostikuju ELISA tehnikom [13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20]. Seroloska dijagnostika trihineloze svinja ELISA tehnikom [21] pokazala se
veoma uspesnom, ali i dijagnostika drugih parazitoza kao sto je Sistosomijaza, se-
rotipizacija uzro€nika malarije, kao i dijagnostika toksoplazmoze [22, 23]. Danas
se ELISA tehnikom mogu da utvrde vrlo niske koncentracije mikotoksina ili prote-
ina govedeg porekla u raznim hranivima. U endokrinologiji, Van Weemen i
Schuurs [24] u svojim studijama su uspesno koristili ELISA tehniku za merenje
gonadotropina, luteiniziraju¢eg hormona i estrogena. Miedema i sar. [9] Koriste
ELISA tehniku za utvrdivanje koncentracije insulina. U imunopatologiji Engvall i
Perlmann [3] prvi su koristili i opisali ELISA tehniku za merenje IgG klase kod
kunic¢a, a Hoffman je merio IgE klase [9]. Pesce i sar. [9] Koristili su ELISA tehniku
za merenje DNA antitela kod oboljenja lupus eritematozus, a Maiolini i Masseyeff
[9] kvantificirali su alfafetoprotein. U hematologiji ELISA tehnikom su uspes$no
merena specifi€na antitela za antigene eritrocita [9], zatim antigen srodan faktoru
VIl u plazmi. Preliminarnim ispitivanjima utvrdeno je da se ELISA tehnikom mogu
da mere produkti nastali degradacijom fibrina. Intenzivna primena, kao i stalno
unapredenije sigurno ¢e omoguciti jo$ Siru primenu ELISA tehnike u mnogim dis-
ciplinama veterinarske medicine.
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ENGLISH

IMMUNOENZYME - ELISA DIAGNOSTICS IN VETERINARY MEDICINE
S. Durisi¢, S. Lazi¢, T. Petrovié¢, Sara Savié-Jevdenié¢, Diana Lupulovié¢

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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PYCCKUA

MMMYHOQH3UMHAS - ELISA QUATHOCTUKA B BETEPUHAPHOWN MEOULWHbI
C. Dxypuwmny, C. llasuy, T. NeTposuy, Capa CaBuy-EspxeHuny, nana Jlynynosuy

ELISA TexHuka B HacTosliee BpeMs oAHa U3 4Yalye BCEro rosib30BaHHbIX
nabopaTopHO-AMarHOCTUHECKMX METOA0B B NOCTYMNKaxX ANarHoCTULMPOBAHNSA MHOTUX UH-
heKLMOHHBIX 3ab0neBaHn NI0AeNn N XXMBOTHLIX. Brnarogaps BbICOKOW cneyugnyHocTm 1
YYBCTBUTENbHOCTM 3Ta TEXHMKA CHATAETCA METOAO0M Bbl6Opa B MOCTYNKax ANarHocTuLm-
pOBaHUA MHOTMX BUPYCHbIX 3abonieBaHui. MaccoBoe ynoTpebnexHve ELISA TexHWKW,
CNOBHO 1 6onblune TpeboBaHuA NabopaToOpHOM AUArHOCTUKM OOYyCNOBMBAOT MO-
CTOSIHHOE YCOBEPLUEHCTBOBaHUE BCEX € ha3 n KoMNoHeHTOB. CornacHo aTomy, Heobxo-
AMMO, YTO cneumanbHas o6LecTBEHHOCh HEMPEPBLIBHO 3HAKOMUTCSI CO BCEMU HOBUHKA-
MW, hbopMamMm 1 BO3MOXHOCTAMM ELSA TEXHUKMN.

B paboTe onucaHbl hakTopbl, KOTOpPblE 06YCNOBUIM BO3HUKHOBEHME ELISA
TEXHUKM 1 MoKasaHbl eé hopmbl. Takxe, npeacTaBneHbl METOA0NOrMHEcKme n npak-
Tn4eckme acnekTbl ELISA TEXHUKW, KOrga NpUMEHsieTcsa B NTabopaTOpHON ANArHOCTUKE
BETEPUHAPHOW MEeANLVHBI.

KntoyeBble cnosa: UMMyHO3H3UMHas ELISA TexHuka, nabopaTtopHas AMarHocTmka,
BeTepuHapHasa MmeamumHa
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INFEKTIVNI ABORTUSI SVINJA®
INFECTIOUS ABORTIONS IN SWINE

Slobodanka Vakanjac, Sonja Obrenovié, T. Petrujkié, D. Dobrié¢™

Abortusi svinja mogu da budu izazvani infektivnim ili neinfektivnim
uzro¢nicima. Od svih ispitivanih pobacaja kod svinja oko 38 posto di-
jagnostikovanih pobacaja izazvano je infektivhim agensima. Posledice
infekcije mogu da se jave kao rana embrionalna uginuca ili kao po-
bacaji koji se javijaju posle Cetrdesetog dana od koncepcije.

Medu uzro&nicima abortusa su razliGite vrste virusa (parvovirusi,
enterovirusi, pseudorabijes virusi, PRRS) i bakterija (Brucella, Lepto-
spira i druge). Za terapiju i prevenciju abortusa svinja veoma je vazna
tacna dijagnostika, kao i mere koje mogu da se preduzmu da ne dode
do reproduktivnih poremeéaja svinja.

Kljune reci: svinja, infektivni abortusi
Uvod / Introduction

Abortusi svinja mogu da budu prouzrokovani infektivnim ili neinfektiv-
nim agensima. Od svih ispitanih pobacaja kod svinja oko 38 posto je bilo uzroko-
vano infektivnim agensima. U intenzivhom uzgoju svinja, prihvatljivi gubitak je oko
2 posto pobacaja razli¢ite etiologije.Veéi broj oboljenja uzrokovanih virusima i
bakterijama moze da izazove uginuéai pobacaje. 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. Radanje slabo vitalne ili mrtvorodene
prasadi, kao i kasni abortusi dogadaju se ako infekcija nastaje posle 70. dana
gestacije. Abortusi, sterilitet i reproduktivni poremecaji najéeS¢e su uzrokovani vi-
rusima i bakterijama. U ovom radu ¢emo ukratko dati osnovne podatke o
naj¢es¢im infekcijama virusne i bakterijske etiologije, koje uzrokuju reproduktivne
poremecaje i abortuse kod svinja.

*

Rad primljen za Stampu 28. 1. 2003. godine

** Mr Slobodanka Vakanjac, asistent, mr Sonja Obrenovié, asistent, dr Tihomir Petrujki¢, profe-
sor, dr Dorde Dobri¢, profesor, Fakultet veterinarske medicine, Beograd
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Virusne infekcije / Viral infections

Parvovirusna infekcija | Parvoviral infections

Etiologija | Etiology

Uzrocnik parvovirusnih infekcija je parvovirus (porcine parvovirus,
PPV) koji je Siroko rasprostranjen u svetu i u nekim delovima sveta uzrokuje, ¢ak i
do 99 posto infekcija svinja [Hogg, 1997]. 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 Siri direktnim kontaktom, a zatim kontaminisanom hranom,
vodom i predmetima.

KliniCka slika [ Clinical picture

Parvovirus svinja je ubikvitaran i ima ga u populacijama svinja Sirom
sveta. Svinja je jedini prirodni domacin za PPV; patogenost ispoljava kod neimu-
nih gravidnih svinja, delujuéi destruktivno na blastocite, embrione i fetuse, a tok i
ishod infekcije zavise od imunoloskog 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 reproduktivhe poremecaje, zato Sto u
tom periodu fetusi pocinju da budu imunokompetentni prema virusu PPV, razvi-
jajuéi sopstveni imuni odgovor koji ih stiti od infekcije. PPV virus prvenstveno
uzrokuje reproduktivne poremecaje kod svinja, koje karakteriSu infekcija embri-
ona i njihovo uginuce. Infekcija izazvana parvovirusima, uglavnom, protice bez
klinickih manifestacija kod suprasnih krmaca.

Parvovirus prolazi kroz placentu i oste¢uje fetus, odnosno, uzrokuje
uginuée embriona i fetusa. Cesto se kod nazimica nade po nekoliko mumificiranih
plodova, kao posledica inficiranja ovim virusom. Sterilitet, mrtvorodena prasad,
slabo vitalna prasad (pojava tremora) i embrionalna uginuc¢a ¢esto se nadu kod
parvovirusne infekcije, dok su abortusi, u kasnom stadijumu graviditeta, retki.

Dijagnoza | Diagnosis

Dijagnoza se postavlja na osnovu epizootioloSke anamneze, klinicke
slike, patolosko-morfoloSkog nalaza i laboratorijskim metodama. Na laborato-
rijska ispitivanja Salje se nekoliko mumificiranih fetusa (veli¢ine od 10 do 16 cm).
Ne preporucuje se da se poSalju veci pobaceni plodovi, osim ako nisu jedini
dostupni uzorci. Na pregled mogu da se poSalju i uterus i ostaci fetalnog tkiva (po-
sle uginué¢a i prinudnog klanja). Da bi se postavila definitivha dijagnoza treba da
se izoluju i identifikuju uzro€nici. Izolovanje virusa na kulturi tkiva je manje po-
godno kao rutinska dijagnosticka metoda. Postupak je dugotrajan, a moguénost
kontaminacije je velika. Za identifikaciju fetalnog antigena najcesce 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

Etioloska terapija parvovirusnih infekcija ne postoji. S obzirom da in-
fekcija nastaje, najcesce, 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 zadovoljavajuci.

Enterovirusne infekcije |/ Enteroviral infections

Etiologija | Etiology
Uzrocnik 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 Sto oba uzro¢nika pripadaju grupi SMEDI virusa. Termin SMEDI sin-
drom (Stillbirt, Mumification, Embryonic Death, and Infertily — prerano rodeni, mu-
mificirani plodovi, embrionalna uginuéa, sterilitet) opisan je jos 1966. godine i
obuhvatao je grupu reproduktivnih poremecaja kao sto su abortusi, mrtvorodena
prasad, mumificirani plodovi, uginu¢a embriona, sto su zajednicki klini¢ki simp-
tomi za vecinu virusnih infekcija. Infekcija nastaje u prvim danima gestacije. Posle
4 do 6 sedmica suprasnosti fetusi se teze inficiraju. Simptomi infekcije se Cesto
uocCavaju posle porodaja: mala legla (1-4 praseta), radanje mrtve, zive i bolesne ili
klinicki zdrave prasadi. Prilikom uginuc¢a fetusa najceSée se graviditet prolongira
za jednu sedmicu, mesec dana ili duze. Ukoliko je u uterusu preostao bar jedan
zivi plod, porodaj dolazi u o¢ekivanom terminu. Nalaz mumificiranih plodova uka-
zuje na to da su oni uginuli u periodu izmedu 40. i 65. dana intrauterinog zivota.
PatoloSki 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 Sirenje 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 epizootioloSke anamneze, klini¢ke
slike, patoloSko-morfoloSkog nalaza i laboratorijskim metodama. U laboratoriji se
radi izolovanje i identifikacija virusa iz mumificiranih plodova, placente i plu¢a, kao
i primena seroloskih testova, pri €emu se kao materijal koristi transudat trbusne i
grudne duplje.
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Terapija i profilaksa | Therapy and prophylaxis

EtioloSka terapija enterovirusnih infekcija ne postoji. Za preveniranje
ove bolesti vodi se raGuna o higijeni podova, uklanjanju fecesa, a novonabavljena
grla ne treba da se meSaju sa veé prisutnim grlima. Vakcinacija se, za sada, ne
sprovodi, mada postoji mogucnost veStatkog imunizovanja koje podrazumeva
kontakt nazimica, krmaca i nerastova sa fecesom, plodovim ovojnicama ili po-
bacenim fetusima inficiranih Zivotinja i to najmanije tri sedmice pre pripusta da bi
se postigla adekvatna imunolo$ka zastita.

Pseudorabijes (PRV, Morbus Aujeszky)

Etiologija | Etiology

Morbus Aujeszky je akutna infektivna bolest mnogih domacih i divljih
zivotinja, 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
manjezno kretanje. Mogu da se jave i simptomi pneumonije sa blagim kasljem, ar-
tritisi i prolivi, kod gravidnih krmaca Cest je pobacaj i radaju se mrtva i avitalna
prasad. U uterusu virus se $iri alantoisnom te¢no$¢u. Time moZe da se objasni
nalazenje Zivih i mrtvih plodova u uterusu. Inficirane krmace u stadijumu viremije,
virus izlu€uju mlekom, pa se prasad mogu da inficiraju i na taj nacin. Posle infek-
cije svinje su nosioci virusa i do 6 meseci. Gravidne Zivotinje pobace ako je infek-
cija nastala u kasnom graviditetu ili dolazi do resorpcije ploda ako je infekcija
nastupila u ranom gestacionom periodu. Moze da se javi i maceracija ploda, a
mogu da se radaju i mrtvi plodovi.

Dijagnoza | Diagnosis

Definitivna dijagnoza se postavlja izolovanjem i identifikacijom virusa,
kao i dokazom specifi¢nih antitela u serumu inficirane Zivotinje. Radi izolovanja vi-
rusa na pregled treba da se posalju mozak, tonzile i nazofaringealna sluz. U labo-
ratorijskoj dijagnostici mogu da se koriste i imunofluorescencija, imunoperoksi-
dazni test i metoda neutralizacije specificnim antiserumom. Za utvrdivanje prisu-
stva specifiCnih antitela mogu se koristiti virusneutralizacioni testovi (VNT), ELISA
test i lateks-aglutinacija. Diferencijalno-dijagnostiCki treba da se uzmu u obzir i
druge bolesti svinja, kod kojih se ispoljavaju nervni simptomi.
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Terapija i profilaksa | Therapy and prophylaxis

EtioloSka terapija ne postoji. Za sprecavanje ove bolesti preporucuje
se vakcinacija atenuiranom vakcinom svakih 6 meseci, odnosno 3 do 4 sedmice
pre prasenja krmaca.

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 kozi i preko konjunktiva.

KliniCka slika | Clinical picture

Tipicni oblik klasi¢ne kuge svinja (KKS) u perakutnom toku ispoljava
se najcesce visokom temperaturom, tahikardijom, tahipnejom i letalnim ishodom.
Akutni tok karakteriSu postepeni rast telesne temperature, pojava prvo opstipa-
cije, a zatim profuzanog proliva.

U kliniCkoj slici dominiraju simptomi: inapetencija, visoka telesna tem-
peratura (41,5° C), letargija, konjunktivitis, cijanoza koze abdomena i zanoSenje
zadnjeg dela tela. Ako je krmaca gravidna javljaju se abortusi i mumifikacija ploda,
radaju se mrtva prasad ili slabo vitalna prasad. Subakutni tok je sli¢an akutnom,
ali su simptomi slabije izrazeni. U hronicnom toku bolesti mogu da se pojave veru-
kozni endokarditis, artritisi i nekroza koze.

Dijagnoza | Diagnosis

Sumnja na klasi¢nu kugu svinja se postavlja na osnovu etioloske
anamneze, patolosko-morfoloSkog nalaza i klinike slike. Definitivna dijagnoza se
postavlja u laboratoriji izolovanjem i identifikovanjem uzrocnika. Za izolovanje i
identifikaciju virusa na pregled se $alju: slezina, tonzile, limfni ¢vorovi i bubrezi.
Izolovanje virusa se radi na kulturi tkiva, a identifikacija pomocu tehnike fluores-
centnih tela (TFA) i agar-gel-imunodifuzionog testa (AGID).

Za detekciju specificnih antitela, postoji veliki broj testova: reakcija
vezivanja komplementa (RVK), neutralizacioni test (SN test), ELISA test (koji uz
upotrebu monoklonskih antitela, omogucuje razlikovanje vakcinalnih i terenskih
sojeva virusa, kao i razlikovanje virusa KKS od drugih pestivirusa). U dijagnostici
KKS moze da se koristi i bioloSki ogled na prasadi.

Terapija i profilaksa | Therapy and prophilaxis

EtioloSka terapija ne postoji. Radi eradikacije ove bolesti sprovodi se
~Stamping out” metoda. Profilaksa obuhvata primenu opstih veterinarsko-sanita-
rnih mera, kao i specificnu imunoprofilaksu. Za imunoprofilaksu se koristi atenui-
rana vakcina (CHINA-soj). Mogu da se vakciniSu plotkinje 15 do 20 dana pre
pripusta i od 80. do 100. dana graviditeta. Prasad koja poti¢u od vakcinisanih
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krmaca 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

Uzrocnik je Lelystad ili PRRS virus. Danas u svetu postoje dva tipa
PRRS-virus evropski i americki tip. Ovaj virus ima prvenstveno afinitet za alveo-
larne makrofage.

Klini¢ka slika | Clinical picture

Krajem osamdesetih godina pojavio se kod gravidnih krmaca veliki
procenat abortusa, mrtvorodene prasadi, kao i mumificiranih plodova. Reproduk-
tivni i respiratorni sindrom svinja karakteriSu reproduktivni poremecaji svinja i res-
piratorne smetnje kod prasadi. Reproduktivni poremecaji se ispoljavaju abortu-
sima i radanjem slabo vitalne prasadi, kod kojih se posle rodenja javljaju respira-
torni poremecaiji (intersticijalna pneumonija) i sekundarne infekcije.

Dijagnoza | Diagnosis

Laboratorijska dijagnostika se bazira na izolovanju virusa iz ascitne
teCnosti ili razlicitih organa (pluca, srce, tonzile i slezina) koji poticu od Zive i
mrtvorodene prasadi. Kod prasadi na sisi, zalu¢ene i tovne prasadi plu¢a su
najpogodnija za izolovanje virusa. Virus se tesko izoluje iz mumificiranih fetusa. Za
njegovo izolovanje koristi se kultura tkiva alveolarnih makrofaga, a identifikacija se
radi primenom odgovaraju¢eg antiseruma. Od seroloSkih metoda koriste se
ELISA, virusneutralizacioni test, imunofluorescencija i imunoperoksidazni test.

Terapija i profilaksa | Therapy and prophilaxis

EtioloSka terapija ne postoji, a primenjuje se potporna terapija antibi-
oticima da bi se sprecile sekundarne infekcije. Za imunoprofilaksu se koristi
atenuirana vakcina koja se daje u uzrastu od 3 do 18 sedmica. Radi spre€avanja
Sirenja ove bolesti vaznu ulogu imaju izolacija obolelih Zivotinja i karantin novona-
bavljenih grla, kao i kontrola kretanja i prometa Zivotinja (uvoz, prodaja i sli¢no) i
druge opste 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 Covek (antropozoonoza).

Klini¢ka slika | Clinical picture
U klini¢koj slici dominiraju simptomi karakteristi¢ni za oboljenja respi-
ratornog sistema: zapaljenje pluéa, spazmati¢ni kasalj, visoka telesna tempera-
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tura od 40 do 41,5°C i potpuni gubitak apetita. Reproduktivni poremecaji su retki
kod influence, ali moze da dode do pobacaja u kasnom graviditetu, kao i re-
sorpcije ploda u ranoj embrionalnoj fazi. Prasad prebolelih krmaca sti¢e imunitet
preko kolostruma, koji traje do tri meseca.

Dijagnoza | Diagnosis

Sumnja nainfluencu 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 zive Zivotinje se Salje krv. Za izolovanje se koriste embrionirana
jaja. Virusni antigen moZze da se detektuje imunofluorescencijom i ELISA testom.

Terapija i profilaksa | Therapy and prophylaxis

EtioloSka terapija ne postoji. Za profilaksu se preporucuje upotreba
antibiotika za spre¢avanje sekundarnih bakterijskih infekcija. Nema zadovolja-
vajucih vakcina, pa osnovno teziSte treba da se stavi na poboljSanje uslova
drzanja i ishrane.

Encefalomiokarditis svinja (EMCYV)

Etiologija | Etiology

Uzro¢nik ove bolesti pripada grupi picornaviridae, rod enterovirus.
Pored svinja mogu da obole i ljudi. U prirodi, virus se odrzava u organizmu glo-
dara koji ga izlu€uju fecesom. Inficiranje nastaje, najceSc¢e, unoSenjem zagadene
hrane i vode. Moguce je transplacentarno prenosenje virusa.

Klini¢ka slika | Clinical picture

Virus EMCV moze da uzrokuje pobacaje, radanje slabo vitalne pra-
sadi, mumificiranih i maceriranih plodova. Uzrokuje oSteéenje sréanog misica,
kao i iznenadna uginuca prasadi u uzrastu od 21 dana, kao i onih u uzrastu do
godinu dana Zivota. Kod obolelih jedinki moZe da se javi visoka temperatura
(41°C), teturanje i otezano disanje.

Dijagnoza | Diagnosis

Definitivna dijagnoza se postavlja u laboratoriji izolovanjem i identi-
fikacijom virusa iz miokarda, slezine, jetre i mezenterijalnih limfnih &vorova.
nog efekta (CPE). Od seroloskih metoda koriste se virusneutralizacioni test (VN) i
hemaaglutacioni test (HA).

Terapija i profilaksa | Therapy and prophylaxis

Etioloska terapija ne postoji. Osnovna veterinarsko-sanitarna mera je
deratizacija farmi.
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Bakterijske infekcije / Bacterial infections

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 moze da se javi u
svakom periodu graviditeta, kao i jednostrani ili obostrani orhitis. Infekcija uzrok-
ovana brucelama uslovljava pojavljivanje steriliteta koji traje u duzem vremen-
skom periodu (nekoliko meseci, pa i duze). Infecija koja nastaje prilikom pripusta
ili veStatkog osemenjavanja ne remeti oplodenje i implantaciju, ali se pobacaj
najcescée javlja oko trece sedmice. Ti rani pobacaji uglavnom se previde, a infici-
rane plotkinje povadaju 3 do 8 sedmica posle pripusta [1]. Pre abortusa moze da
se poremeti opsSte stanje i javljaju se poviSena telesna temperatura, uznemirenost,
otok vulve i dojki, obilan muko-purulentan iscedak iz vulve i artritis i tendovaginitis.
U narednom graviditetu mogu da se radaju zdrava prasad, ali se ¢eSc¢e, kao
posledica infekcije i pobacaja u prethodnom graviditetu, javljaju poremecaji kon-
cepcije i sterilitet. Kao posledica infekcije uzrokovane sa Brucella suis javlja se
milijarna bruceloza uterusa (zadebljanje endometrijuma veli¢ine zrna prosa ili
graska, takozvani granulomi ili brucelomi, koji su delimi¢no zagnojeni ili usireni),
iz kojih se zatim razvija endometritis, koji je uzrok abortusa. PatoloSko-morfoloski
se kod abortiranih plodova uo¢avaju serozno-hemoragi¢ni podlivi u supkutisu i
seroznim Supljinama. Na placenti se zapazaju krvarenja i fibrinozno-purulentni ek-
sudat.

Dijagnoza | Diagnosis

Definitivna dijagnoza se postavlja izolovanjem i identifikacijom uz-
roc¢nika, kao i seroloSkim metodama dijagnostike. Materijal za pregled su aborti-
rani plodovi, vaginalna sluz, sperma, promenjeni zglobovi i krv. Serolo$ka dijag-
nostika se najcescée koristi, ali je Cesto 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 ploc€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 vazne mere opSte profilakse u suzbijanju ove infekcije. Pozitivhe
jedinke se unistavaju i neskodljivo uklanjaju.

80



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

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 oste¢ene koze i sluzokoZe. Leptospiroza je akutna, subakutna, rede
hroni¢na zarazna bolest domacih Zivotinja i ljudi. Leptospirozu svinja najce$c¢e
uzrokuje: L. pomona, L. grippothyphosa, L. canicola, L. sejrée, L. icterohaemorra-
gie.

Od simptoma koji se uobicajeno javljaju kod leptospiroze navode se:
febra, vidljive sluzokoze koje su u pocetku hiperemicne, a kasnije ikteri¢ne, zatim
hemoglobinurija i dijareja. Primarni simptomi akutne i subakutne leptospiroze kod
svinja su abortusi u kasnom graviditetu, mrtvorodena prasad, inapetencija, apa-
tija i poviSena telesna temperatura. Ako prebole subakutni tok svinje ostaju kli-
conos$e. Abortirane fetalne ovojnice su zutomrke boje.

Dijagnoza | Diagnosis

Sumnja se postavlja na osnovu epizootioloSke anamneze, kliniCke
slike, patolosko-morfoloSkog nalaza, a definitivna dijagnoza izolovanjem bakterija
i seroloskim 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 seroloskoj 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
opstih profilakticnih mera i uniStavanje 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 karakteriSu nagla uginu¢a bez drugih klini¢kih simp-
toma.

U klini¢koj slici akutnog toka dominiraju simptomi opSte slabosti or-
ganizma, visoka telesna teperatura (viSa od 42°C), crvene fleke po kozi usiju, sto-
maka i zadnjih nogu, kao i abortusi, ako je krmaca gravidna. Mogu da se jave kon-
junktivitis i proliv. U hroni¢énom toku bolesti nema abortusa. Glavni simptomi su:
difuzna nekroza koze, endokarditis i artritis.
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Dijagnoza | Diagnosis

Dijagnoza se uglavnom postavlja na osnovu epizootioloSke anam-
neze i klini¢ke slike; rede na osnovu patolo$ko-morfoloskog 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 (prolece i jesen).
Treba se pridrzavati opstih veterinarsko-sanitarnih mera.
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ENGLISH

INFECTIOUS ABORTIONS IN SWINE
Slobodanka Vakanjac, Sonja Obrenovi¢, T. Petrujki¢, D. 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 40t 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

PYCCKUA

MHOEKLMOHHBIE ABOPTbI CBUHEWN
Cno6opaHka BakaHs, CoHst O6peHoBuy, T. MeTpyikuy, k. Jobpuy

ABOpPTbI CBUHEN MOTYT ObITb Bbl3BaHbl UHEKLNOHHBIMA UM HEUHEKLMO-
HHbIMY BO36yauTensamMu. V13 Bcex ucnbiTaHWn BbIKMABILWENA y CBUHEN 0Kono 38% AnarHoc-
TULMPOBaHHbBIX BbIKMAbILLEH ObIN0 BbI3BAHO C UHPEKLMOHHBLIMK areHTamu. MocneacTeus
NHEKLMM MOTYT SBUTLCH KakK paHHWEe AMOPMOHarbHbIe OKONEHUS UNN KaK BblKaabIlwu,
asnsaemble nocne 40-oro AHA OT KOHLUENUUW.

Mexay Bo3byauTenamu abopTta pasnuyHble BUAbI BUPYCOB (NapBOBUPYChI,
3HTepoBupycol, ncesgopabuec supycol, NMPPC) n 6aktepun (Brucella, Leptospira v gpy-
rme). [ina Tepanuu n npeBeHUMn abopToB CBUHEN O4YeHb BaXKHa TOYHAA AUArHoCTUKa,
CMOBHO 1 Mepbl, KOTOPbIE MOXHO NPeANPUHUMATb, YTO A0 PENPOAYKTUBHBIX PACCTPOWCTB
CBMHEW HE NpuLNO.

KntoyeBble cnoBa: CBUHbS, VIH(*)EKLWIOHHbIe aﬁOprI
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MISLJENJA 1 PREDLOZI - OPINIONS AND SUGESTIONS

POVODOM NAJNOVIJEG UPUTSTVA O PREGLEDU MESA
NA TRIHINELOZU

Nedavno je objavljeno (januar 2003) Uputstvo o nacinu i postupku
utvrdivanija larvi Trihinella spiralis u mesu svinja... i misljenje ¢lanova komisije
(Ministarstvo za poljoprivredu) za prilagodavanje Uputstva iz 1997. godine i pred-
loga Uputstva iz 2001. godine tadaSnje republi¢ke komisije za trihinelozu. Zane-
marujuci pogreSno poistovecivanje pojma ,Pravilnik” i ,Uputstvo” smatram da
Uputstvo ima nedostataka koji nisu smeli da se dese.

Pored izostavljanja odredenih detalja glavni nedostatak ovog sa-
dasnjeg Uputstva je to Sto su zapostavljene neke od bitnih preporuka Medu-
narodne komisije za trihinelozu, a to su — kontrola sigurnosti kvaliteta pregleda i
vestine pregledaca. Bez obzira na obuku, odnosno da li su pregledaéi mesa
obuceni 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 podlezu sistemu osi-
guranja kvaliteta pregleda i vestine pregledaca.

Medunarodna komisija za trihinelolzu predlaze da ta promena bude
Cetiri puta godi$nje, s tim Sto je u predlogu Uputstva iz 2001. godine bilo pred-
loZeno da to bude dva puta godisnje u nasoj zemlji. Interesantno je da je ovo po-
glavlje prihvatilo Ministarstvo za poljoprivredu Republike Srbije 2001. godine. Ta
kontrola kvaliteta pregleda i vestine pregledac¢a mora da ima svoju proceduru da
u njoj obavezno ucestvuju i nadlezni veterinarski inspektori. Prema tome da bi se
to sprovelo, moraju prvo veterinarski inspektori da budu obuéeni/stru¢ni za sve
parazitoloSke metode pregleda i da znaju kako pregledaci rade, prvenstveno zato
Sto u obrascu 12 (Pravilnika) koga oni potpisuju postoji rubrika za odgovorno lice
u organu. Inspektor ¢e imati poverenije pregledaca ako i on vlada metodama. To je
izuzetno znacajno bez obzira §to je obuceni pregledac odgovorno lice za pregled
mesa na trihinelozu, bilo koje struke, jer inspektor odobrava obuku i takode oce-
njuje njegov rad bez obzira na dobijenu potvrdu o obuci od nadlezne institucije.

Da je primenjivano Uputstvo iz 1997. godine i da je u sadasnejm
ugraden deo kontrole kvaliteta pregledaca, sprecilo bi se da na terenu imamo
neobucene pregledace, i sudske sluCajeve u odnosu na veterinare (Apatin i dr.)
koji su obavljali pregled, odnosno na veterinarske inspektore, a da je stupilo na
snagu predlozeno Uputstvo iz marta 2001. godine ne bi bilo sudskih slucajeva
Surcin, Kumane i drugi.
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S obzirom da je cilj ovog Uputstva, kao Sto je bio u tadasnjem trenutku
i onog br. 323-02-922/97-05, da nadoknadi nedostatak nasSih 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 nasim uslovima rada i stvoriti veterinarske inspektore
koiji ¢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 Cudo”,
pa pregled mora da bude obavljen priznatim parazitolo§kim metodama (kompre-
sija ili veStaCka digestija) isti i u Sibnici i u Subotici ukoliko postoji namera za
uklju¢ivanjem u svet.

Dr Milovan Dordevi¢
Stalni ¢lan Svetske komisije za trihinelozu
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PRIKAZI KNJIGA - BOOK REVIEWS

LETIKA NAUCNOISTRAZIVACKOG RADA U BIOMEDICINI”
Izdavaé: I.P. Nauka, Beograd, 2002. godina

Ova znacajna i jedinstvena monografija je publikovana odmah posle
odrzanog nau¢nog skupa , Etika naucnoistrazivatkog rada u biomedicini”, koji je
organizovala Akademija medicinskih nauka Srpskog lekarskog drusva i Medicin-
ski fakultet Univerziteta u Beogradu. Autorima, ukupno trinaest, a posebno ured-
nicima dr Lijiljani Vuckovié-Deki¢, dr Paviu Milenkoviéu i dr Veri Sobié pripada
zasluga i zahvalnost $to su napisali ovu vrednu knjigu o najnovijim saznanjima i
etickim standardima naucnoistrazivatkog rada. U knjizi je dat detaljan pregled
svih pitanja, nedoumica i prihva¢enih standard, kao i istorijski pregled etike i
naucnih istrazivanja u prvom poglavlju, pa do zastite ispitanika u klinickom ispiti-
vanju u trinaestom poglavlju. | u ostalim poglavljima se na zanimljiv, jasan i
poucan nacin opisuju evropska iskustva regulacije eti¢nosti nau¢nog rada, de-
finiSe intelektualno (ne)postenje u nauci, iznose primeri prevare u nauci, eti¢ka pi-
tanja publikovanja naucnih radova, govori se o autorstvu i koautorstvu, o prin-
cipima i problemima vrednovanja naucnih radnika, govori se i o edukaciji
naucnoistrazivatkog kadra, o instituciji ombudsmana u naucnoistrazivatkom
radu, o etickom kodeksu naucnoistrazivackog rada, kao i o principima dobre
klinicke prakse i o obavezama glavnog istrazivaca.

U dodacima, kojih ima Sest, prikazani su glavni medunarodni doku-
menti koji definiSu eti¢nost nauénih istrzivanja, i posebno dokumenat o dobroj
naucnoj praksi - etiCki kodeks naucnoistrazivatkog rada, koji su doneli i primenju-
ju Institut za onkologiju i radiologiju Srbije i Institut za medicinska istrazivanja iz
Beograda.

Knjigu preporucujemo nadleznim 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 naucnois-
trazivackim radom, a posebno mladim istrzivacima kako bi mogli da od pocetka
svoga rada postuju etiCke principe naucnoistraZzivackog rada.

Dr sc. vet. med. Cedomir Rusov,
naucni savetnik

89






KALENDAR - CALENDER

KALENDAR NAUCNIH I STRUCNIH SKUPOVA U ZEMLJI

ZA APRIL-DECEMBAR 2003.GODINE

7 -11. maja

16. maja

17 - 23. maja

28 - 31. maja

9-13.juna

4-7.juna

Tre¢a nedelja
juna (pet dana)

9-13.
septembra

23-27.
septembra

23 -27.
septembra

15-17.
oktobra

22. novembra

Trec¢a nedelja
decembra

96

Zlatibor

Savremeni trendovi u mlekarstvu

Informacije: prof. dr Zora Mijacevi¢, 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 stoCarstvo — Grupacija za mlekarstvo, Beograd

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: vetks@eunet.yu

Novi Sad

70. medunarodni poljoprivredni sajam

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

14. savetovanje ,,DDDD u zastiti Zivotne sredine”

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

Budva

5. savetovanije iz klinicke patologije i terapije zivotinja

Clinica veterinaria 2003

Informacije: prof. dr Dragi$a Trailovi¢, Katedra za dijagnostiku, patologiju i terapiju
oboljenja domacih zivotinja, Fakultet veterinarske medicine, Beograd,

Bulevar JNA 18, tel.011/36 11 810; e-mail: trailo@net.yu

Tesli¢ — Republika Srpska

9. savetovanje veterinara Republike Srpske

Informacije: Drustvo veterinara Republike Srpske, Banja Luka, Knjaza Milo$a 21,

tel. 051/313 067, fax. 348 283. e-mail:vetkomrs@teol.net

Kragujevac

Skola 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

Zlatibor

15. savetovanje veterinara Srbije

Informacije: Srpsko veterinarsko drustvo, prof. dr Zoran Aleksi¢, sekretar,

11000 Beograd, Bulevar JNA 18, tel. 011/657-081 ili 36 15 436, lok. 327

Vrbas

Simpozijum iz govedarstva

Informacije: Veterinarska komora Srbije, 11129 Beograd, Bulevar JNA 18,

tel/fax. 011/ 684 597, 685 619, 687 475, e-mail: vetks@eunet.yu

12. savetovanije Zivinara Jugoslavije

Informacije: Casopis ,Zivinarstvo”, Bulevar JNA 18, 11000 Beograd, tel. 011/657 953,
fax. 644 841.

52. savetovanje industrije mesa

Informacije: Institut za tehnologiju mesa, 11000 Beograd, Ka¢anskog 13,

tel. 011/650 655, fax. 651 825, e-mail: meatinst@beotel.yu

Beograd

2. savetovanje o biologiji i zdravstvenoj zastiti pcela

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

Beograd

Edukativni simpozijum o aktuelnim zoonozama

Informacije: prof. dr Bosiljka Burici¢, Katedra za zarazne bolesti , Fakultet veterinarske
medicine, Beograd, Bulevar JNA 18, tel. 011/ 685 080 ili 36 15 436 lok. 352,

e-mail: bosa@beotel.yu
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Doktorirali:

Kapetanov Milo$
Sefer Dragan
Masli¢-Strizak Danka
Zurovac Olivera
Baji¢ Vladan

Tuvic Borislav
Pavlovi¢ Milos

Magistrirali:

Baci¢ Dragan
Bugarski Dejan
Prokopijevi¢ Olgica
Pali¢ Dusan

Rajci¢ Sasa
Petrovi¢ Tama$
Andelkovi¢ Radivoje
Magas Vladimir
Cirkovié Dragan

Specijalizirali:
Lazi¢ Milica
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Krsti¢ Bosiljka
Stepanovi¢ Petar
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DIPLOMIRANI STUDENTI - DOKTORI VETERINARSKE MEDICINE
— GRADUATE STUDENTS - DOCTORS OF VETERINARY MEDICINE

Tomisié¢ €. Goran

Roden 25. 4. 1974. u Beogradu
Diplomirao 24. 4. 2002. godine
Stalno mesto boravka Novi Beograd
[l bulevar 120/g

Dumanovié Z. Dusan

Roden 2. 6. 1974. u Beogradu
Diplomirao 25. 6. 2002. godine
Stalno mesto boravka Beograd
Stanka Paunovica Veljka 49/22

Milojevi¢ R. Ana

Rodena 21. 8. 1971. u S. Palanci
Diplomirala 28. 6. 2002. godine
Stalno mesto boravka Mladenovac
Slavka Manojlovi¢a 125

Stranjanac M. Predrag
Roden 21. 8. 1969. u Cacku
Diplomirao 19. 9. 2002. godine
Stalno mesto boravka MrSinci

Filipovié¢ N. Mirko

Roden 6. 11. 1975. u Osijeku
Diplomirao 25. 10. 2002. godine
Stalno mesto boravka Prnjavor
Macvanski

29. novembra 134

lli¢ M. Dragan

Roden 8. 2. 1875. u NiSu
Diplomirao 25. 10. 2002. godine
Stalno mesto boravka Ni$

Cara Urosa 14

Lazarevi¢ M. Slavi$a

Roden 3. 1975. u Bijeljini
Diplomirao 25. 10. 2002. godine
Stalno mesto boravka Bijeljina
S. DeCanskog 216

Ribi¢ F. Jasna

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

Terzi¢ M. Dragan

Roden 31. 8. 1970. u Cacku
Diplomirao 25. 11. 2002. godine
Stalno mesto boravka Caéak
Bul. Vuka Karadziéa 42

Ljubisavljevi¢ S. Dejan

Roden 13. 5. 1976. u Paracinu
Diplomirao 26. 11. 2002. godine
Stalno mesto boravka Paracin
Kralja Milutina 9/15

Marjanovi¢ S. Mladen

Roden 30. 5. 1976. u Bijeljini
Diplomirao 26. 11. 2002. godine
Stalno mesto boravka Velika Obarska
Miljevici 46

Miti¢ I. Dalibor

Roden 4. 6. 1975. u Leskovcu
Diplomirao 27. 11. 2002. godine
Stalno mesto boravka Zivkovo,
Leskovac

Bogdanovi¢ D. Goran

Roden 5. 8. 1973. u Pozarevcu
Diplomirao 27. 11. 2002. godine
Stalno mesto boravka Pozarevac
Cede Vasoviéa 14/20

Mirkovi¢ S. Sanja

Rodena 17. 7. 1975. u S. Palanci
Diplomirala 27. 11. 2002. godine
Stalno mesto boravka Smederevska
Palanka
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Stojiljkovi¢ M. Mile

Roden 25. 2. 1953. u Gradskoj
Diplomirao 4. 10. 2002. godine
Stalno mesto boravka Gradska

Matijasevi¢ M. Sladana
Rodena 14. 1. 1973. u Cacgku
Diplomirala 19. 9. 2002. godine
Stalno mesto boravka Beograd
16. oktobra 11

Dordevi¢ D. Aleksandar
Roden 4. 9. 1967. u Kraljevu
Diplomirao 28. 10. 2002. godine
Stalno mesto boravka Sabac
Sindeli¢ceva 7

Rajkovi¢ P. Gordana

Rodena 19. 10. 1969. u Golupcu
Diplomirala 29.10. 2002. godine
Stalno mesto boravka Golubac

Suvacki V. Aleksandra

Rodena 28. 8. 1968. u Beogradu
Diplomirala 27. 11. 2002. godine
Stalno mesto boravka Beograd
Gospodara Vuci¢a 136

Orli¢ R. Bojana

Rodena 14. 7. 1973. u Piura, Peru
Diplomirala 28. 11. 2002. godine
Stalno mesto boravka Beograd
LjubiSe Jovanovica 1

Radosavljevi¢ I. Vladimir
Roden 12. 11. 1974. u Beogradu
Diplomirao 28. 11. 2002. godine
Stalno mesto boravka Beograd
Vojislava llica 14

Glavaski G. lvan

Roden 29. 5. 1972. u Beceju
Diplomirao 23. 12. 2002. godine
Stalno mesto boravka Becej
Svetozara Markovic¢a 47
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Leki¢ B. Mirko

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

Trickovi¢ D. Nenad

Roden 23. 7. 1976. u Beogradu

Diplomirao 25. 12. 2002. godine
Stalno mesto boravka Beograd

Omladinskih brigada 89/21

Tintor M. Slobodan

Roden 22. 10. 1969. u Glini
Diplomirao 25. 12. 2002. godine
Stalno mesto boravka Beograd
Braée Mari¢ 27

Stepanov D. Marko

Roden 7.2.1977. u Sremskoj Mitrovici
Diplomirao 26. 12. 2002. godine
Stalno mesto boravka Sremska
Mitrovica

Cukovac 4

Dordevi¢ M. Valentina

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

Palamarevi¢ M. Nikola
Roden 13. 9. 1976. u NiSu
Diplomirao 26. 12. 2002. gdine
Stalno mesto boravka Ni$
KruSevacka 15

Trajkovié¢ D. lvica

Roden 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

Roden 13. 8. 1972. u VrScu
Diplomirao 27. 12. 2002. godine
Stalno mesto boravka VrSac
Bregalni¢ka 105

Stanisi¢ Lj. Dorde

Roden 16. 3. 1976. u Beogradu

Diplomirao 27. 12. 2002. godine
Stalno mesto boravka Beograd

Ul. Topola 65

Fenjac S. Ivan

Roden 28. 7. 1976. u Novom Sadu
Diplomirao 27. 12. 2002. godine
Stalno mesto boravka Novi Sad
Kraljevica Marka 11

Milinkovi¢ D. Aleksandar
Roden 6. 12. 1976. u Sapcu
Diplomirao 27. 12. 2002. godine
Stalno mesto boravka Sabac
Stefana DeCanskog 26

Lazi¢ D. Vladimir

Roden 24. 8. 1973. u Bijeljini
Diplomirao 27. 12. 2002. godine
Stalno mesto boravka Bijeljina
NeSe Selimovi¢a 41

Viahovi¢ B. Jelena

Rodena 29. 3. 1976. u Sapcu
Diplomirala 27. 12. 2002. godine
Stalno mesto boravka Novi Beograd
Il bulevar 50/27

Mirceta M. Jovan

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

Rankovié P. Zivorad

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